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ANEXO

Prezados membros da Comissao Coordenadora do Programa de Pds-Graduagdo em
Biociéncias e Biotecnologia,

Venho por meio desta, confirmar que o discente Pethersen José Moraes dos Reis
Bueno Rocha, foi aprovado por unanimidade em sua defesa de mestrado.

Devido a problemas com o site de assinatura eletrénica do governo federal, a Profa. Dra.
Juliana Rodrigues Leopoldo (UFV) ndo conseguiu assinar os documentos da defesa.

Mesmo assim, confirmo que a Dra. Juliana aprovou o candidato Pethersen José Moraes
dos Reis Bueno Rocha.

Grato.

Campos dos Goytacazes, 06 marco de 2026

Documento assinado eletronicamente por Alvaro Fabricio Lopes Rios , Professor, em
06/03/2026, as 08:36, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento nos art.
282 e 292 do Decreto n? 48.209, de 19 de setembro de 2022 e no art. 42 do Decreto
n2 48.013, de 04 de abril de 2022 .
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significativas entre as medianas (p > 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2026). 84

XVii



LISTA DE ABREVIATURAS

e %5mC — Percentual de 5-metilcitosina

e APA — American Psychiatric Association (Associacdo Americana de
Psiquiatria)

e ARID1B — AT-Rich Interaction Domain 1B

e ASHIL — ASH1 Like Histone Lysine Methyltransferase

e CARS - Childhood Autism Rating Scale

e CHDS8 — Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 8

e CID-10 - Classificacao Internacional de Doencas, 102 edi¢ao

e CID-11 - Classificacéo Internacional de Doencas, 112 edicéao

e CpG - Dinucleotideo citosina-fosfato-guanina

e CT - Cycle Threshold

e CYP2EL - Citocromo P450, familia 2, subfamilia E, membro 1

e DAWBA - Development and Well-Being Assessment

e DLGAP2 — Proteina associada ao disco grande 2

e DNA - Acido desoxirribonucleico

e DNMTs — DNA metiltransferases

e DOHAD - Developmental Origin of Health and Disease (Origem
Desenvolvimentista da Saude e da Doenca)

e DSM-III — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 32 edi¢ao

e DSM-IV — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 42 edicdo

e DSM-V — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 52 edi¢ao

e DSM-V-TR — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 52 edicao,
texto revisado

e EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

e EcORI - Enzima de restricdo EcoRl

e FMR1 - Fragile X Mental Retardation 1

e GC - Conteudo de guanina e citosina

e Gi — Subunidade inibitoria da proteina G

e GPCR - G-Protein Coupled Receptor (Receptor Acoplado a Proteina G)

e GRCh38/hg38 — Genome Reference Consortium Human Build 38

e HPA — Eixo Hipotdlamo—Hipofise—Adrenal

e Hpall — Enzima de restricdo Hpall

e IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Xviii



IHME — Institute for Health Metrics and Evaluation

[1Q — Intervalo Interquartil

IPUB — Instituto de Psiquiatria

IPUB/UFRJ — Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de Janeiro
KADS-PL (KSADS-PL) - Kiddie Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia — Present and Lifetime Version

Kb — Quilobase

KMT2A — Lysine Methyltransferase 2A

Kpnl — Enzima de restricdo Kpnl

LBT — Laborat6rio de Biologia Translacional

MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase

MECP2 — Methyl-CpG-Binding Protein 2

M.I.N.I. — Mini International Neuropsychiatric Interview

mM — Milimolar

MPAs — Minor Physical Anomalies (Anomalias Fisicas Menores)
MSRED-qPCR — Methylation-Sensitive Restriction Enzyme Digestion followed
by quantitative PCR

MT — Methylation Target (Alvo de metilacdo)

NaCl — Cloreto de sodio

NcRNAs — RNAs néo codificantes

ng — Nanograma

NH,CI — Cloreto de aménio

NH,CO3 — Carbonato de amonio

NLGN — Neuroligin

NRXN — Neurexin

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

OX - Ocitocina

OXTR — Receptor de Ocitocina

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cells (Células Mononucleares do
Sangue Periférico)

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

pH — Potencial hidrogenibnico

PI3BK-mTOR - Via fosfatidilinositol-3-quinase / mechanistic target of rapamycin
PKC — Protein Kinase C

XiX



PLC — Phospholipase C

rpm — Rotagdes por minuto

RhoA — Ras Homolog Family Member A

ROK — Rho-associated kinase

SAM - S-adenosilmetionina

SARS-CoV-2 — Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
SDS - Dodecil sulfato de sodio

SETD5 — SET Domain Containing 5

SHANKS3 — SH3 and Multiple Ankyrin Repeat Domains 3

SLC6A4 — Solute Carrier Family 6 Member 4 (Transportador de serotonina)
SNP — Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de nucleotideo Gnico)
TDAH — Transtorno do Déficit de Atencao com Hiperatividade

TEA — Transtorno do Espectro Autista

TETs — Ten-Eleven Translocation dioxygenases

TLH — Tampéao de lise de hemacias

TNDs — Transtornos do Neurodesenvolvimento

Tris-HCI — Tris(hidroximetil)aminometano-cloridrato

TSC1/2 — Tuberous Sclerosis Complex 1 e 2

TSS — Transcription Start Site (Sitio de inicio da transcri¢cao)

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

uL (uL) — Microlitro

uM (uM) — Micromolar

UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro

USCS (UCSC) — University of California Santa Cruz Genome Browser

UTIN — Unidade de Terapia Intensiva Neonatal

XX



21

RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € uma condicdo complexa do
neurodesenvolvimento, caracterizada por prejuizos persistentes na comunicacao e
interac&o social, associados a padrdes restritos e repetitivos de comportamento, com
heterogeneidade clinica e etiolégica. Evidéncias indicam que a arquitetura genética
do TEA, embora relevante, € insuficiente para explicar isoladamente a variabilidade
fenotipica, reforcando o papel de mecanismos epigenéticos como mediadores das
interacbes entre predisposicdo genética e exposicdes ambientais ao longo do
desenvolvimento. Nesse contexto, a metilacdo do DNA destaca-se como um
mecanismo regulatério central, capaz de modular a expressao génica de forma
dindmica e sensivel as experiéncias precoces. Entre os sistemas neurobiologicos
implicados no TEA, o sistema da ocitocina tem recebido atencdo especial devido a
sua atuacdo na sociabilidade, no vinculo afetivo e na cognicdo social. A acado da
ocitocina depende da expressao do seu receptor, codificado pelo gene OXTR, cuja
regulacéo epigenética tem sido associada a diferencas individuais em comportamento
social, conectividade funcional cerebral e wvulnerabilidade a transtornos do
neurodesenvolvimento. Estudos prévios apontam que regides regulatérias do OXTR,
especialmente a regido promotora MT2 e o sitio CpG-934, constituem alvos
epigeneticamente sensiveis e funcionalmente relevantes. Assim, investigamos o
padrao de metilacdo do DNA no sitio CpG-934 do gene OXTR em portadores de TEA e
seus respectivos genitores, em uma amostra brasileira, além de explorar sua relacéo
com variaveis sociodemograficas, gestacionais, perinatais e clinicas. Os resultados
evidenciaram um perfil epigenético diferencial entre geracdes, caracterizado por niveis
mais elevados de metilacdo do CpG—-934 nos portadores de TEA em comparacao aos
genitores, especialmente em andlises pareadas. Adicionalmente, foram observadas
variacdes nos niveis de metilacdo associadas a algumas caracteristicas investigadas,
reforcando a complexidade regulatoria desse locus epigenético. Em conjunto, 0s
achados contribuem para a compreenséao do papel da metilagdo do OXTR no TEA e
destacam a relevancia de investigacdes epigenéticas na populacdo brasileira,

ampliando o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos no transtorno.

Palavras-chave: Transtorno do Espectro Autista; Epigenética; Metilacdo do DNA;
OXTR; Ocitocina.
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex neurodevelopmental condition
characterized by persistent impairments in communication and social interaction,
associated with restricted and repetitive patterns of behavior, and marked by
substantial clinical and etiological heterogeneity. Evidence indicates that the genetic
architecture of ASD, although relevant, is insufficient to fully explain the phenotypic
variability, reinforcing the role of epigenetic mechanisms as mediators of interactions
between genetic predisposition and environmental exposures throughout
development. In this context, DNA methylation stands out as a central regulatory
mechanism capable of dynamically modulating gene expression in a manner sensitive
to early-life experiences. Among the neurobiological systems implicated in ASD, the
oxytocin system has received particular attention due to its involvement in sociability,
attachment, and social cognition. The effects of oxytocin depend on the expression of
its receptor, encoded by the OXTR gene, whose epigenetic regulation has been
associated with individual differences in social behavior, brain functional connectivity,
and vulnerability to neurodevelopmental disorders. Previous studies indicate that
regulatory regions of the OXTR gene, especially the MT2 promoter region and the
CpG-934 site, constitute epigenetically sensitive and functionally relevant targets.
Thus, we investigate the DNA methylation pattern at the CpG-934 site of the OXTR
gene in individuals with ASD and their respective parents, in a Brazilian sample, as
well as to explore its relationship with sociodemographic, gestational, perinatal, and
clinical variables. The results revealed a differential epigenetic profile between
generations, characterized by higher levels of CpG-934 methylation in individuals with
ASD compared to their parents, particularly in paired analyses. Additionally, variability
in DNA methylation levels was observed in association with some of the investigated
characteristics, reinforcing the regulatory complexity of this epigenetic locus. Taken
together, these findings contribute to a better understanding of the role of OXTR DNA
methylation in ASD and highlight the relevance of epigenetic investigations in the
Brazilian population, expanding knowledge of the molecular mechanisms underlying
the disorder.

Keywords: Autism Spectrum Disorder; Epigenetics; DNA methylation; OXTR;
Oxytocin.
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1 INTRODUCAO
1.1 Transtornos Mentais e do Neurodesenvolvimento

Os transtornos mentais, comportamentais e do neurodesenvolvimento
constituem um importante problema de saude publica em escala global, afetando
aproximadamente 13% da populacdo mundial (Sowa-Kucma; Stachowicz, 2023).
Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico dos Transtornos Mentais (52 edicéo), 0s
transtornos mentais correspondem a sindromes caracterizadas por perturbacdes
clinicamente significativas nos dominios cognitivo, emocional e comportamental,
estando associadas a disfungces em mecanismos psicoldgicos, bioldgicos, genéticos,
fisico-quimicos ou relacionados ao desenvolvimento do funcionamento cerebral (APA,
2014).

Essas condi¢cBes encontram-se, em geral, vinculadas a sofrimento psiquico e a
diferentes graus de incapacidade, podendo comprometer a realizagdo das atividades
sociais, académicas e profissionais pelo individuo (APA, 2014; Christensen et al.,
2020). Estimativas globais indicam que cerca de uma em cada trés pessoas
desenvolvera algum transtorno mental ao longo da vida, e, embora muitos desses
quadros respondam ao tratamento, sua presenca frequentemente implica perdas
substanciais de saude, estigmatizacao social, marginalizacéo e periodos de reducao
da capacidade laboral, com repercussdes econémicas importantes (Christensen et al.,
2020).

Dois sistemas classificatorios sdo amplamente utilizados em ambito mundial
para o diagndstico e a categorizacdo dos transtornos mentais, a Classificacdo
Internacional de Doencas, em sua 102 e 112 edi¢cdes (CID-10 e CID-11), elaborada
pela Organizacdo Mundial da Saude (Gaebel; Stricker; Kerst, 2020), e o Manual
Diagnostico e Estatistico dos Transtornos Mentais, em sua 5% edicdo com texto
revisado (DSM-5-TR), publicado pela Associacdo Americana de Psiquiatria (APA,
2014).

No contexto brasileiro, a CID-10 ainda constitui o principal instrumento oficial
adotado no sistema publico de saude, embora esteja prevista a implementacao
progressiva da CID-11 a partir de 2027, conforme estabelecido pela Nota Técnica n°
91/2024 do Ministério da Saude (Brasil, 2024). Paralelamente, o DSM-5-TR é

amplamente utilizado por profissionais e pesquisadores da area da saude mental no



24

pais, sobretudo em contextos clinicos, académicos e de pesquisa, sendo considerado

complementar a CID (Ribeiro; Marteleto, 2023).

Esses sistemas classificatérios diferenciam-se quanto a forma de organizagdo
e agrupamento dos transtornos mentais. O DSM-5-TR organiza essas condi¢cdes em
20 categorias diagndsticas, enquanto a CID-10 agrupa os transtornos mentais e
comportamentais em 11 categorias principais, codificadas de FOO a F99. A CID-11
promoveu uma reestruturagdo substancial dessa classificacdo, organizando os
transtornos mentais em 21 agrupamentos distintos e incorporando explicitamente os
Transtornos do Neurodesenvolvimento como uma categoria especifica, alinhando-se
a concepcdo adotada no DSM-5-TR, como mostrado pela Tabela 1. Essa
reorganizagdo permitiu reunir condigbes que, anteriormente, encontravam-se
dispersas em diferentes categorias diagndsticas (OMS, 2022). Vale ressaltar que os
transtornos do desenvolvimento foram incorporados pela primeira vez as
classificacdes diagndsticas no DSM-IIl, no qual o TEA passou a integrar essa
categoria diagnéstica. Posteriormente, com a publicacdo do DSM-5, foi estabelecida
a categoria dos transtornos do neurodesenvolvimento (TNDs), concebida como um
agrupamento mais amplo e integrador de condi¢Ges caracterizadas por alteracdes no

desenvolvimento neuroldgico (Morris-Rosendahl; Crocq, 2020).

O desenvolvimento do capitulo de Transtornos Mentais, Comportamentais ou
do Neurodesenvolvimento da CID-11 representou 0 processo mais amplo e
participativo da histéria das classificacdes psiquiatricas, envolvendo especialistas de
diferentes regiées do mundo, profissionais da salde mental e usuarios dos servicos
(Gaebel; Stricker; Kerst, 2020).
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Tabela 1- Agrupamento dos Transtornos do Neurodesenvolvimento segundo DSM-V, CID-10 e CID-

11.
DSM-V-TR CID-10 CID-11
-Transtorno do -Retardo Mental (F70-73 e 78-79; -Transtornos do

Neurodesenvolvimento (299, -Transtornos do  desenvolvimento Neurodesenvolvimento
307, 314, 315, 317-319). psicolégico (F80-82, 84, 88 e 89); e - (6A00-6A0Z).
Transtornos do comportamento e
transtornos emocionais que aparecem
habitualmente durante a infancia ou a

adolescéncia (F90 e 95).

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

Nesse contexto, ainda pelo Manual Diagnéstico e Estatistico dos Transtornos
Mentais (52 edicdo) os Transtornos do Neurodesenvolvimento sdo definidos como um
grupo de condi¢cdes com inicio no periodo do desenvolvimento, caracterizadas por
déficits que produzem prejuizos persistentes no funcionamento pessoal, social,
académico ou ocupacional. Esse grupo inclui a deficiéncia intelectual, os transtornos
da comunicacédo, o TEA, o transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade, os
transtornos motores do neurodesenvolvimento, incluindo os transtornos de tiques, e

os transtornos especificos da aprendizagem, entre outros (APA, 2014) (Figura 1).

TRANSTORNOS DO
NEURODESENVOVIMENTO

Outros Transtorno do
Neurodesenvolvimento Especificado e
nao Especificado

<

> Transtorno Especifico da
Aprendizagem

Figura 1 - Mapa mental dos Transtornos Mentais de acordo com o DSM-V. Fonte: Elaborado pelo
autor (2026)
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Os transtornos do neurodesenvolvimento resultam da interrupcéo de eventos
rigorosamente coordenados do desenvolvimento cerebral e afetam mais de 3% das
criancas em todo o mundo. Apresentam etiologia heterogénea e estdo associados a
comprometimentos cognitivos, comunicacionais, comportamentais adaptativos e
psicomotores (Lukens; Eyo, 2022; Parenti et al., 2020). Do ponto de vista genético,
diferentes tipos de alteracdes, incluindo rearranjos cromossdmicos, variacdes no
namero de cépias, inser¢des ou dele¢cdes e mutacdes pontuais, tém sido associados
aos transtornos do neurodesenvolvimento. Alteracdes em vias regulatorias centrais,
como o eixo PI3BK-mTOR, bem como mutacdes em genes reguladores da transcricao
e remodeladores de cromatina, exercem efeitos pleiotrépicos que dificultam a
correlacao direta entre gendtipo e fenétipo (Velarde; Cardenas, 2022; Parenti et al.,
2020).

Além dos fatores genéticos, o0 ambiente pré-natal exerce papel fundamental no
neurodesenvolvimento, atuando como um modulador critico das trajetorias
neurobiologicas iniciais (Lukens; Eyo, 2022; Doi; Usui; Shimada, 2022). Evidéncias
indicam que a ativacdo imune materna, o estresse psicolégico, a desnutricdo e a
exposicao a drogas durante a gestacao estao fortemente associados ao aumento do
risco de transtornos do neurodesenvolvimento e transtornos psiquiatricos na prole,
especialmente quando essas exposicfes ocorrem em janelas sensiveis do

desenvolvimento fetal (Behnia et al., 2015; Di Gesu et al., 2024).

O cérebro em desenvolvimento apresenta elevada vulnerabilidade ao longo dos
trés trimestres gestacionais, periodo no qual ocorrem eventos criticos como a
formacdo do tubo neural, a proliferacdo e migracdo neuronal, a sinaptogénese e a
maturagado progressiva dos circuitos neurais. Alteragbes nesses processos podem
resultar em mudancas estruturais e funcionais duradouras, afetando dominios como
cogni¢cdo, comportamento social e regulagdo emocional (Doi; Usui; Shimada, 2022).
Nesse contexto, infec¢cdes maternas, mesmo na auséncia de transmissao vertical do
agente infeccioso, sdo capazes de induzir respostas inflamatérias sistémicas
caracterizadas pela liberagcdo de citocinas pro-inflamatérias que atravessam a
placenta e afetam diretamente o cérebro fetal, interferindo na organizacdo dos
circuitos neurais e aumentando a suscetibilidade a desfechos neuropsiquiatricos
(Chmielewska et al., 2019).
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Diversos fatores ambientais especificos tém sido associados a alteracdes no
neurodesenvolvimento, incluindo deficiéncia de éacido fdlico, exposicdo ao acido
valproico, uso de antidepressivos durante a gestagcdo, exposicdo a substancias
toxicas, tabagismo, parto prematuro, baixo peso ao nascer e restricdo de crescimento
intrauterino. Esses fatores podem atuar isoladamente ou de forma combinada,
influenciando processos epigenéticos, inflamatérios e hormonais que modulam a
expressao génica durante o desenvolvimento cerebral (Vidovic et al., 2023; Muller et
al., 2022).

Além disso, mudancas climaticas e condicbes ambientais adversas tém sido
apontadas como elementos agravantes desses riscos, uma vez que contribuem para
0 aumento do estresse materno, da inseguranca alimentar e da exposi¢éo a poluentes
ambientais, intensificando respostas fisiolégicas maternas capazes de impactar
negativamente 0 ambiente intrauterino e, consequentemente, o]

neurodesenvolvimento fetal (Doi; Usui; Shimada, 2022; Zuccarello et al., 2022).

No nivel celular, o neurodesenvolvimento envolve a consolidacéo refinada das
conexdes neurais por meio da formagdo, manutencdo e poda sinaptica, processos
altamente dindmicos nos quais as células da glia desempenham papel central. A
microglia e os astrdcitos atuam ndo apenas na manutencdo da homeostase sinaptica
e no suporte metabodlico aos neurbnios, mas também na modulacédo da plasticidade
sinaptica e na resposta inflamatéria do sistema nervoso central (Kim; Cho; Yoon,
2020).

Em condi¢cbes fisiol6gicas, essas células participam do refinamento dos
circuitos neurais, entretanto, em contextos patolégicos, a ativacdo excessiva ou
desregulada da glia resulta na liberacdo exacerbada de citocinas pré-inflamatdrias,
aumento da citotoxicidade, eliminacéo sinaptica aberrante e altera¢des na plasticidade
sinaptica. Esses mecanismos tém sido amplamente implicados na fisiopatologia dos
transtornos do neurodesenvolvimento, incluindo o TEA, contribuindo para alteragdes
duradouras na conectividade neural e no funcionamento dos circuitos envolvidos na
sociabilidade, comunicacédo e regulacdo emocional (Kim; Cho; Yoon, 2020; Botelho;
Silva; Borbely, 2024).
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A complexidade clinica dos transtornos do neurodesenvolvimento, marcada por
ampla heterogeneidade fenotipica, sobreposicdo de sintomas e altas taxas de
comorbidade, representa um desafio significativo para o diagndstico diferencial. No
caso do TEA, recomenda-se uma avaliacdo abrangente e sistematica conduzida por
profissionais especializados, com rastreamento precoce e repetido ao longo da
infancia, considerando a possibilidade de regressao ou surgimento tardio de sintomas
(Olson; Bishop; Thurm, 2024).

1.2 Epigenética na etiologia dos Transtornos do Neurodesenvolvimento

Os periodos intrauterino e neonatal sdo marcados por eventos moleculares e
de programacao génica essenciais para a diferenciacdo celular e a formacdo dos
diferentes tecidos e o6rgaos que constituem o individuo (Kanherkar et al., 2014).
Entretanto, inimeros estudos tém demonstrado que falhas nessas etapas do
desenvolvimento humano estéo correlacionadas ao surgimento de doengas cronicas.
Entre as patologias mais associadas, destacam-se as doencas metabdlicas,
coronarianas, além de transtornos mentais (Mendonca et al., 2023; Bianco-Miotto et
al., 2017; Moore et al., 2017; Montirosso et al., 2016).

Uma hipétese para explicar esse fenbmeno foi proposta pelo médico
epidemiologista David James Purslove Barker, hoje conhecida como Origem
Desenvolvimentista da Saude e Doenca (Developmental Origin of Health and Disease
— DOHAD). Essa hipétese surge mediante observacdes que sugeriram uma maior
associacdo entre ocorréncia de doencas coronarianas em individuos que nasceram
com baixo peso, sugerindo que o surgimento de doencas complexas tem origem em
falhas nos mecanismos de desenvolvimento humano (Barker, 2007). Esses impactos
sdo gerados a medida que o individuo é exposto a condicdes de estresse durante 0s
periodos embrionario, fetal e neonatal. Essa exposi¢cao contribui para desordens na
neuroplasticidade, impactando o0 desenvolvimento estrutural do cérebro,
especialmente o coértex frontal e o sistema limbico (Azoulay et al., 2022; Chmielewska
et al., 2019).

Os fatores de estresse ambientais podem ser tanto intrinsecos quanto
extrinsecos e, no contexto intrauterino e neonatal, ambos exercem impacto

significativo sobre o desenvolvimento. Entre os fatores extrinsecos destacam-se a
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nutricdo materna inadequada durante a gestacao, o nivel de interacdo materno-infantil
ap0s o parto, o estresse comportamental na primeira infancia, a exposicao dos
progenitores e das criancas a poluentes e agentes quimicos, especialmente
agrotoxicos, o consumo de drogas ilicitas pela mae durante a gestacao e infeccdes
recorrentes. Por sua vez, os fatores intrinsecos decorrem de alteracdes fisioldgicas
resultantes da exposicdo do individuo a esses fatores externos (Zuccarello et al.,
2022; Ho et al., 2017).

Neste contexto, Wild (2012) surge o conceito de “expossoma”, no qual o
ambiente € compreendido em um sentido amplo, englobando todos os fatores nao
genéticos. O conceito de expossoma complementa o genoma ao oferecer uma
descricdo abrangente das exposi¢des as quais o individuo esta submetido ao longo
da vida. Essas exposicOoes podem ser organizadas em trés grandes categorias:
exposicoes internas, exposicdes externas especificas e exposicdes externas gerais.
A mensuracdo do expossoma € viabilizada, em grande parte, pelo uso das

abordagens dmicas.

Expossoma Externo Expossoma Interno

Sexo, metabolismo, atividade fisica, idade,
fatores enddcrinos, contagem de eritrocitos,
microbioma intestinal, estresse oxidativo,
peroxidacgao lipidica, etc.

Externa Geral

Educacao, status financeiro, estresse urbano-
industrial, estresse ambiental, polui¢ao do ar,
mudangas climéticas, etc.

Externa Especifico

Substancias quimicas, radiacédo, agentes
infecciosos, estilo de vida, dieta, ocupacao, etc.

Figura 2- Esquema representativo dos fatores ambientais externos e internos aos quais o individuo
esta exposto ao longo do ciclo de vida. Fonte: Adaptado de Wild (2012).

Assim, 0 numero de casos de neurodesenvolvimento atipico e de outros
transtornos psiquiatricos em criangcas nos ultimos anos tem sido crescente. Dessa

forma, estudos tém relacionado esse aumento a alteragBes epigenéticas nesses
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pacientes (Maenner et al., 2020). Nesse contexto, o estresse prolongado e a falha na
resposta ao estresse tém sido amplamente associados ao surgimento de desordens
mentais, uma vez que 0S mecanismos epigenéticos desencadeados por eventos
adversos na infancia ou na fase adulta afetam a atividade fisiol6gica de vias centrais
da resposta ao estresse, como as vias serotoninérgica, dopaminérgica,
noradrenérgica, glutamatérgica, ocitoninérgica e, principalmente, o eixo Hipotalamo—
Hipdéfise—Adrenal (HPA) (Vidovic et al., 2023; Chmielewska et al., 2019).

Embora individuos com suscetibilidade genética ndo apresentem
necessariamente disfuncbes, a interacdo entre fatores genéticos e ambientais,
mediada por mecanismos epigenéticos, desempenha papel fundamental na
determinacdo dos desfechos em salde. Nesse sentido, a epigenética preenche as
lacunas entre essas duas esferas, sendo influenciada pelo estilo de vida e pelas
experiéncias precoces. Evidéncias indicam que quanto mais precoce a exposi¢cao a
eventos adversos, maiores e mais persistentes tendem a ser 0s impactos epigenéticos
observados (Salvatore; Dick, 2018; Alshaya, 2022).

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo nos estudos que
associam exposicdes ambientais pré e pos-natais a alteracbes epigenéticas em
criancas. Exemplos classicos incluem os impactos da fome holandesa (Dutch Famine
—1944-1945) (Heijmans et al.., 2008), experiéncias de violéncia sexual (Barker et al.,
2020; McGowan et al., 2009), depressdo materna durante a gestacdo ou no periodo
pés-parto (Mendonca et al.., 2019; Mendonca et al., 2023), internacdo em unidades
de terapia intensiva neonatal (UTIN) (Montirosso et al., 2016; Provenzi et al., 2015),
infeccdo materna por SARS-CoV-2 durante a gestacao (Hill et al., 2023) e o consumo
de alimentos ricos em vitamina D e doadores de grupos metil pela méae durante a
gravidez (Vaiserman,; Lushchak, 2019; Anderson et al., 2018).

Nesse cendrio, a epigenética trouxe importantes contribuicbes para a
compreensao de como as células se adaptam a eventos estressantes. Embora o
genoma constitua o ponto de partida para a expressao fenotipica, mecanismos
epigenéticos modulam a transcricdo génica, permitindo que o genadtipo responda de
forma dinamica as influéncias ambientais. Esse processo é essencial para garantir
respostas fisiolégicas adequadas e a manutencdo da homeostase, favorecendo a

sobrevivéncia do individuo (Dee; Ryznar; Dee, 2023; Sanwald et al., 2021). Entre
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esses mecanismos destacam-se a metilacdo do DNA, a atuacdo de RNAs nao
codificantes (ncCRNAs) e as modificacdes covalentes de histonas, como metilacao,

fosforilacdo, ubiquitinagéo, acetilagédo e sumoilagao (Zhang; Lu; Chang, 2020).

A metilagdo do DNA constitui um dos mecanismos epigenéticos mais
amplamente investigados e envolve a adicdo de um grupamento metil (—CHs) a
posicdo 5 de citosinas em dinucleotideos CpG, formando a 5-metilcitosina
(5mC) (Andrew et al., 2023). Esse processo ocorre de duas maneiras: de novo e de
manutengao. No primeiro, enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTSs),
como 3A, 3B e 3L, utilizam doadores de grupo metil como a S-adenosilmetionina
(SAM) como precursor para obter um grupo metil (-CH3) que sera incorporado ao
carbono cinco da citocina. No segundo caso, enzimas como DNMT1 séo
responsaveis por manter a metilacdo ja existente, uma etapa importante apés a
reprogramacao epigenética nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionério. Por
fim, h4 duas maneiras conhecidas de desmetilagdo, a ativa e passiva. Na ativa,
enzimas metilcitosinas dioxigenases, como translocacdo Ten-Eleven (TETs) atuam
hidroxilando o carbono cinco metilado. A desmetilacdo passiva ocorre de forma
espontanea e sem auxilio de enzimas (Andrew et al., 2023). O processo de metilacao
e desmetilacdo esté descrito na figura 3.

N H 2 Metilagao de novo Desmetilagao Ativa N H 2
S-adenosilmetionina
e S-adenosilhomocisteina O H
(SAH)
AN N H]u : N N
S >
l /g DNMTs 3A, 3B e 3L /k TETs /g

(DNA metiltransferases) ) (Translocagéo Ten-Eleven)
N @) (oNAmetitrastorsso N (@] N @)
H Metilagéo de Manutengéao H H

Citosina 5- Metilcitosina 5- Hidroximetilcitosina

"

Desmetilagao Passiva

Figura 3 - Processo de metilacdo e desmetilagéo da citosina. Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

De modo complementar, os ncRNAs exercem um papel fundamental na
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organizacdo da cromatina, na traducdo de RNAs mensageiros e ha montagem de
complexos proteicos funcionais (Lopez-Jiménez; Andrés-Leon, 2021).

Alteracdes epigenéticas, como padrdes alterados de metilacdo do DNA,
modificacdes de histonas e expressdo de ncRNAs, tém sido identificadas em
tecidos de pacientes com doencas cronicas, transtornos mentais, incluindo autismo,
TDAH, esquizofrenia, depressdo, obesidade, diabetes, doencas coronarianas e
cancer (Mendoncga et al., 2023; Wuet al., 2022; JovCevska; Videti, 2021). Nesse
contexto, o processo de metilacio do DNA destaca-se como 0 mecanismo
epigenético mais estudado, sendo apontado como um fator explicativo dos
impactos de eventos adversos ocorridos na fase intrauterina e na primeira infancia
sobre o eixo HPA e sobre genes reguladores de neurotransmissores (Muller et al.,
2022).

A metilacdo do DNA no cérebro é um processo altamente dinamico e reversivel,
regulado de forma precisa por enzimas escritoras, leitoras e apagadoras, que ajustam
finamente os niveis de metilagdo ao longo do desenvolvimento e da vida. Esse
mecanismo exerce papel central na proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
neurais, na diferenciacdo neuronal, na sinaptogénese e na maturacdo do sistema
nervoso, além de participar ativamente da plasticidade sinptica, da aprendizagem e
da memodria (Price et al., 2016; Singh; Santosh; Ramaswami, 2025; Tian et al., 2023;
Xie et al., 2023).

No contexto do desenvolvimento infantil, a metilagdo do DNA atua como uma
memaoria molecular das exposi¢cdes ambientais precoces, especialmente no periodo
neonatal, quando o metiloma apresenta regides altamente variaveis. Evidéncias
indicam que apenas cerca de 25% dessa variabilidade € explicada pelo gendtipo,
enquanto a maior parte decorre da interagdo entre fatores genéticos e o ambiente
intrauterino, destacando a sensibilidade desse processo as experiéncias iniciais

(Youneisian et al., 2022).

Essas modificacbes epigenéticas moldam cascatas de regulacdo génica nos
neurdnios, ajustando progressivamente a producao e a funcao celular de acordo com
as demandas do ambiente. Embora os padrbes de metilagdo sejam estabelecidos
durante a embriogénese e, em grande parte, mantidos ao longo da vida adulta, eles

podem sofrer alteracdes tanto em fases criticas do desenvolvimento quanto durante o
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envelhecimento (Youneisian et al., 2022). A metilacdo do DNA esta diretamente
envolvida na regulacdo da expressao génica no tecido cerebral e nos processos de
diferenciagao neuronal. Alteragdes nesse mecanismo, como 0 aumento das taxas de
metilacdo, estdo associadas a repressdo da transcricdo génica, especialmente em
regides ricas em dinucleotideos CpG, como os promotores génicos (Tabano et al.,
2023; Vidovic et al., 2023; Sanwald et al., 2021).

Embora o diagndstico de transtornos psiquiatricos ainda se baseie
predominantemente na identificagdo de sinais e sintomas clinicos (Molnar-Szakcas;
Kupis; Uddin, 2022), evidéncias indicam que a analise do perfil de metilacdo do DNA
em células do sangue periférico pode refletir, ao menos parcialmente, alteracdes
ocorridas no tecido cerebral. Esse achado possibilita a correlagdo entre padrdes
epigenéticos e a gravidade dos sintomas clinicos, conferindo a metilagdo do DNA um
potencial papel como biomarcador molecular para tais patologias (Vidovic et al.., 2023;
Tabano et al., 2023; Chmielewska et al., 2019). Além disso, ha evidéncias de que
essas alteracbes epigenéticas podem ser prevenidas ou até mesmo revertidas por
meio de intervencdes terapéuticas, reforcando a importancia da caracterizagéo e
identificacdo dessas modificacdes em recém-nascidos e criancas (Bleker et al., 2020;
Bleker et al., 2019).

1.3 OTEA

Nesse contexto mais amplo do neurodesenvolvimento, o TEA ¢é descrito como
uma condicdo caracterizada por dificuldades persistentes na comunicacdo e na
interacdo social, associadas a padrées restritos e repetitivos de comportamento,
interesses ou atividades, apresentando ampla heterogeneidade fenotipica (Wang et
al., 2023; Jiang et al., 2022; Love et al., 2024). Essa heterogeneidade manifesta-se
nao apenas na gravidade dos sintomas centrais, mas também na diversidade de
trajetérias desenvolvimentais, perfis cognitivos, niveis de funcionamento adaptativo e
manifestagcbes comorbidas, como alteracbes de apego, ansiedade, estresse e
dificuldades emocionais, reforcando o carater dimensional, continuo e multifacetado

do espectro (Tafolla; Singer; Lord, 2025).

A identificagdo precoce de sinais comportamentais atipicos, incluindo

alteragcbes na atencdo conjunta, na orientagdo social auditiva e visual e na
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responsividade social, sugere que os mecanismos subjacentes ao TEA se organizam
desde fases iniciais do desenvolvimento, periodo no qual circuitos neurais envolvidos
na sociabilidade, na comunicagéo e na regulacdo emocional encontram-se em intensa
maturacéo (Botelho; Silva; Borbely, 2024). Nesse sentido, déficits de aten¢éo conjunta
configuram marcadores particularmente relevantes, dada sua associa¢ao consistente
com desfechos posteriores, sobretudo no desenvolvimento da linguagem e da
comunicacéo funcional, sendo observados com maior frequéncia em criangas com
TEA ou em risco para o transtorno quando comparadas a controles neurotipicos
(Pobee et al., 2013; Rijlaarsdam et al., 2018). Vale ressaltar que os sintomas do TEA
persistem ao longo do desenvolvimento, sendo comumente evidenciados por
comprometimentos na atencdo conjunta e na orientagdo social has modalidades

auditiva e visual (Spanos et al., 2021).

De acordo com estimativas do Global Burden of Disease Study 2021 Autism
Spectrum (Santomauro et al., 2025), aproximadamente 61,8 milhdes de individuos em
todo o mundo encontravam-se no espectro autista em 2021, o que corresponde a
cerca de uma em cada 127 pessoas. A prevaléncia global por idade foi estimada em
788,3 casos por 100.000 habitantes. Quando estratificada por sexo, essa prevaléncia
correspondeu a 1.064,7 casos por 100.000 homens (898,5-1.245,7) e 508,1 casos
por 100.000 mulheres (424,6—604,3), evidenciando maior prevaléncia do transtorno

entre individuos do sexo masculino (Figura 4).



Autism spectrum disorders
Males, All ages

300+
o
o
=
S
o
Ll 2004 © °
1~
[}
o
n
2
-3 100 -
O_\l T T T T T T T T T T 1
1990 1993 1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014 2017 2020 2023
Autism spectrum disorders
Females, All ages
300
o
S
<
(=]
o
- 200
1y
[}
o
w
2
3 100 -
O_!l T T T T T T T T T T T1
199¢— 1993 1996 1999 2002 2005 2008 2011 2014 2017 2020 2023

35

| Central Asia

| Central Europe

| Eastern Europe

| Australasia
High-income Asia Pacific
High-income North America
Southern Latin America

| Western Europe

| Andean Latin America

| Caribbean

| Central Latin America
Tropical Latin America
North Africa and Middle East

| South Asia

| East Asia

B

| Central Asia

| Central Europe

| Eastern Europe

| Australasia
High-income Asia Pacific
High-income North America
Southern Latin America

| Western Europe

| Andean Latin America

| Caribbean

| Central Latin America
Tropical Latin America
North Africa and Middle East

| South Asia

| East Asia

Figura 4 - Mapa de distribuicdo dos casos de TEA entre os sexos masculino e feminino no mundo até

2021. Fonte: Adaptado de IHME (2026)

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, provenientes do Censo

Demografico 2022, indicam que aproximadamente 2,4 milhdes de pessoas no Brasil

possuem diagndéstico de TEA, correspondendo a 1,2% da populacdo brasileira. A

prevaléncia do diagnéstico foi maior entre os homens (1,5%) em comparacao as

mulheres (0,9%), totalizando cerca de 1,4 milh&o de homens e 1,0 milhdo de mulheres

com diagnéstico de TEA (IBGE, 2022) (Figura 5).
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Porcentagem (%)

Total da Populacao Homens Mulheres

Figura 5 - Grafico adapatado do censo 2022 do IBGE, demonstrando a prevaléncia de autismo na
populacao brasileira (em %) e por sexo. Fonte: IBGE (2025).

O efeito protetor feminino tem sido amplamente proposto para explicar a menor
prevaléncia em individuos do sexo feminino, sugerindo que meninas necessitam de
uma maior carga genética ou biologica para manifestar o transtorno. Como
consequéncia direta desse modelo, quando o diagndstico de TEA ocorre em meninas,
0s quadros clinicos tendem a ser mais graves, frequentemente associados a
comprometimentos mais evidentes do neurodesenvolvimento (Dougherty et al., 2022;
Jacquemont et al., 2014; Wigdor et al., 2022). Além disso, meninas sem atraso
significativo de linguagem ou deficiéncia intelectual podem permanecer
subdiagnosticadas, uma vez que 0s sinais clinicos tendem a ser mais sutis,
contribuindo para a sub-representacdo feminina nas estatisticas diagnésticas. Esse
conjunto de fatores ajuda a explicar o fato de o TEA pode chegar a quatro vezes mais
frequente em individuos do sexo masculino do que no feminino (Dougherty et al.,
2022; Jacquemont et al., 2014; Wigdor et al., 2022).

Nesse contexto, evidéncias indicam que alteragcbes em genes ligados ao
cromossomo X contribuem de forma significativa para a suscetibilidade ao transtorno,

especialmente em individuos do sexo masculino, que possuem apenas uma coépia
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funcional desse cromossomo e associado ao mecanismo de inativacdo do
cromossomo X especifico apenas no sexo feminino, torna-os mais vulneraveis aos
efeitos de variantes patogénicas (Parenti et al., 2020; Lukens; Eyo et al., 2022). Entre
0S genes do cromossomo X associados a transtornos do neurodesenvolvimento,
destaca-se o MECP2, cuja mutacao é responsavel pela sindrome de Rett, um disturbio
monogénico que compartilha caracteristicas clinicas relevantes com o TEA, incluindo
déficits sociais, de comunicacgéo e alteracées comportamentais. O MECP2 atua como
um regulador transcricional global, ligando-se ao DNA metilado e controlando a
expressao de um grande numero de genes envolvidos no desenvolvimento cerebral,
na plasticidade sinaptica e na maturacdo dos circuitos neurais (Parenti et al., 2020;
Lukens; Eyo et al., 2022).

Do ponto de vista etiolégico, o TEA é reconhecido como uma condicdo
complexa e multifatorial, na qual as contribuicbes genéticas desempenham papel
central, embora ndo sejam suficientes para explicar isoladamente a herdabilidade
estimada e a expressiva variabilidade clinica observada (Velarde; Cardenas, 2022;
Love et al., 2024). Estudos de genética molecular e gendmica indicam que o TEA
apresenta uma arquitetura poligénica, envolvendo variantes comuns de pequeno
efeito, variantes raras de maior impacto e variacdes no numero de copias (CNVs), que
afetam genes relacionados a processos fundamentais do neurodesenvolvimento,
como migracao neuronal, sinaptogénese, plasticidade sinaptica, equilibrio excitatério-
inibitério e regulagdo transcricional (Abedini et al., 2023; Jiang et al., 2022).

Entre as CNVs mais consistentemente associadas ao TEA destacam-se
duplicacbes e delecbes em regibes cromossémicas como 15ql1-ql3, 16pl11.2,
22911.2, 1921.1, 3929, 79l11.23, 15913.3, 17912 e 22q13.33, muitas das quais
envolvem genes essenciais para a formacdo e manutencdo das sinapses,
remodelacdo da cromatina e controle da expressao génica (Jiang et al., 2022; Abedini
et al, 2023). Outros genes amplamente relacionados ao TEA incluem SETD5, CHDS,
ASHI1L, ARID1B, KMT2A, NRXN, NLGN, SHANKS, TSC1/2, FMR1 que codificam
proteinas atuantes como reguladores transcricionais ou remodeladores de cromatina,
fundamentais para o controle da expresséo génica durante o neurodesenvolvimento,
a maturagcdo das conexdes excitatorias e inibitérias corticais e a organiza¢do dos

circuitos neurais, alteracbes nesses genes resultam em efeitos pleiotrépicos e
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contribuem para a elevada variabilidade fenotipica observada no espectro autista
(Lukens; Eyo et al., 2022; Parenti et al., 2020; Wang et al., 2023).

Além disso, 0 gene SLC6A4, que codifica o transportador de serotonina
responsavel pela regulagdo dos niveis desse neurotransmissor na fenda sinaptica,
tem sido associado ao TEA, sendo que disfuncbes no sistema serotoninérgico e
mutacdes nesse gene foram relatadas em individuos com o transtorno, especialmente
em contextos de exposicdo pré-natal a antidepressivos inibidores seletivos da
recaptacédo de serotonina (ISRS) (Parenti et al.,, 2020; Doi; Usui; Shimada, 2022;
Lukens; Eyo et al., 2022).

Nesse cenario, a distingdo entre TEA sindrémico e nao sindrémico surge como
uma abordagem conceitual relevante. O TEA sindrOmico refere-se aos casos em que
o fendtipo autista ocorre no contexto de sindromes genéticas bem definidas, como a
sindrome do X fragil, a sindrome de Rett, a esclerose tuberosa, a sindrome de Phelan-
McDermid e a sindrome de Angelman, geralmente associadas a mutacdes
monogénicas ou CNVs de grande efeito (Jiang et al., 2022; Silva, 2025). Por outro
lado, o TEA né&o sindrdmico, que representa a maioria dos casos diagnosticados,
caracteriza-se pela auséncia de uma sindrome genética Unica claramente definida,
resultando da interacdo complexa entre mdltiplas variantes genéticas, fatores
ambientais e contextuais ao longo do desenvolvimento (Love et al., 2024; Velarde;
Cardenas, 2022).

Ainda, considerando que o TEA nao constitui uma condi¢céo etiologicamente
homogénea, Miles et al. (2005) propuseram a distincdo entre autismo complexo e
autismo essencial, com base principalmente na presenca ou auséncia de anomalias
fisicas menores (MPAS) e outros sinais de alteracdes precoces da morfogénese. Em
parte dos casos, 0 autismo esta associado a alteracdes globais do desenvolvimento
fetal, configurando o chamado autismo complexo, no qual se incluem condi¢des
sindrdmicas e cromossémicas reconhecidas, como sindrome do X fragil, sindrome de
Sotos, esclerose tuberosa, exposicéo pré-natal ao acido valproico, rubéola congénita
e sindrome de Mdbius. Estima-se que esses quadros representem cerca de 20% dos
casos de autismo classificados como complexos, sendo caracterizados por maior
frequéncia de deficiéncia intelectual, epilepsia, alteragBes estruturais cerebrais e

piores desfechos prognosticos.
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Ainda para Miles et al. (2005), o autismo essencial refere-se aos casos nos
quais ndo ha evidéncias de dismorfologia ou de insultos precoces a morfogénese,
sugerindo um desenvolvimento estrutural inicial relativamente preservado. Esse
subtipo apresenta maior predominancia do sexo masculino, maior agregacgao familiar
e maior risco de recorréncia entre irmaos, indicando um componente genético mais
fortemente herdavel. Individuos com autismo essencial tendem a apresentar melhores

desfechos cognitivos e funcionais

Nesse contexto, a epigenética assume papel central como elo entre
predisposicao genética e ambiente. Mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do
DNA, modificacBes de histonas e a regulacdo por RNAs ndo codificantes, permitem
gue exposi¢cdes ambientais modulem a expressao génica sem alterar a sequéncia do
DNA, influenciando de forma dindmica os programas do desenvolvimento neural
(Rangasamy et al., 2013; Torres et al., 2023). Evidéncias crescentes indicam que
individuos com TEA apresentam padrées epigenéticos diferenciais em genes
relacionados a funcao sinaptica, regulacao imune, neuroinflamacao e comportamento
social, contribuindo para a diversidade fenotipica observada no espectro (Kuodza et
al., 2024).

Modelos contemporaneos descrevem o TEA como resultado de interacdes
gene—ambiente ao longo de janelas criticas do desenvolvimento, especialmente
durante os periodos pré-natal e perinatal, quando o cérebro se encontra
particularmente sensivel a sinais ambientais (Behnia et al., 2015; Di Gesu et al., 2024).
Fatores como estresse materno, ativacao imune, disfuncdes metabdlicas, uso de
medicamentos, exposicdo a contaminantes ambientais, alteracdes nutricionais e
prematuridade tém sido associados a modificacBes epigenéticas persistentes,
capazes de influenciar trajetérias do neurodesenvolvimento, sobretudo em individuos

geneticamente suscetiveis (Botelho; Silva; Borbely, 2024; Love et al., 2024).

Dentro desse arcaboucgo, a placenta ocupa posi¢do central como interface
biolégica entre o ambiente materno e o feto, desempenhando papel crucial na
mediacdo de sinais hormonais, metabdlicos e inflamatorios durante a gestacao.
Alteracdes nos padrdes de metilacdo do DNA placentario e na expressao génica tém
sido associadas a exposicdes pré-natais adversas e a desfechos

neurocomportamentais na infancia, reforcando a nocédo de que a programacao do
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neurodesenvolvimento pode ser modulada ainda no ambiente intrauterino (Stocorro et
al., 2023).

De forma complementar, estudos intergeracionais sugerem que exposi¢oes
ambientais podem induzir alteracbes epigenéticas persistentes e potencialmente
transmissiveis, afetando a expressao de genes associados ao comportamento social
e ao risco para o TEA em geracdes subsequentes (Martinez et al., 2022). Entre esses
genes, destaca-se o0 gene do receptor de ocitocina (OXTR), cuja regulacao
epigenética tem sido associada a diferencas individuais na sociabilidade, no vinculo
afetivo e na modulacdo emocional, dominios frequentemente alterados em individuos
com TEA (Lal et al., 2025).

Assim, o sistema da ocitocina emerge como um mediador biolégico central na
interface entre genética, epigenética e ambiente, integrando sinais sociais e
emocionais ao desenvolvimento neural. Evidéncias indicam que alteracdes na
expressdo e na metilacdo do OXTR podem ser influenciadas por experiéncias
precoces, estresse e inflamacéo, contribuindo para perfis fenotipicos distintos dentro
do espectro autista (Evenepoel et al., 2023; Moerkerke et al., 2021; Ghamari et al.,
2024).

1.4 O gene do receptor de ocitocina (OXTR)
1.4.1 A ocitocina

A ocitocina é um nonapeptideo produzido no hipotalamo e liberado para a
circulacao periférica e no sistema nervoso central (Mohr; Meyerhof; Richter, 1995; Wei
et al., 2023; Evenepoel et al., 2023; Moerkerke et al., 2021). Sua sintese é atribuida
principalmente a neurdnios situados em regides como 0s nucleos supradptico e
paraventricular, integrando o sistema hipotdlamo—neuro-hipofisario, com transporte
para a neuro-hipofise e liberacdo na corrente sanguinea ou dendriticamente no
sistema nervoso central, onde atua como neuromodulador e neurotransmissor (Maud
et al.., 2018; Hasan et al., 2024; Pierzynowska et al., 2023; Mohr; Meyerhof; Richter,
1995; Wei et al., 2023). Além disso, tecidos periféricos como glandula adrenal, ovario,
Utero e testiculos podem sintetizar ocitocina, sugerindo atuacdo também como

regulador paracrino (Mohr; Meyerhof; Richter, 1995; Wei et al., 2023).



41

Do ponto de vista fisiolégico, a ocitocina foi historicamente associada a
contracdo uterina durante o trabalho de parto e a ejecéo do leite durante a lactacéao,
sendo um dos primeiros horménios peptidicos com estrutura primaria identificada,
posteriormente sintetizado e aplicado clinicamente na inducdo e aumento do trabalho
de parto (Kimura et al., 2003; Mohr; Meyerhof; Richter, 1995; Monstein et al., 2004).
Além de suas funcdes periféricas classicas nas contracfes uterinas e ejecao do leite
Friebe-Hoffmann et al., 2007b; Filippi et al., 2002; Péqueux et al., 2005; Jeng et al.,
1996), a ocitocina também regula processos de secreg¢do celular, comunicagéo
celular, crescimento tumoral, cicatrizacdo, proliferacdo, sobrevivéncia e crescimento
celular, e alivio da dor (Lee et al., 1998; Wei et al, 2023).

Sendo reconhecidamente um agente uteroténico enddgeno, a sensibilidade do
miométrio a ocitocina € associada diretamente ao aumento da expressao do seu
receptor (Zlatnik et al., 2000). Também € descrito que a ocitocina aumenta conexdes
excitatorias e promove efeito desinibitério no hipocampo, consolidando potenciagéo
de longo prazo e associando-se a mudangas comportamentais. (Caliskan; Sahin;
Guldag, 2021).

Além de suas funcdes periféricas, a ocitocina desempenha papel central na
modulagdo de comportamentos sociais, emocionais e afiliativos, incluindo formagéo
de vinculos afetivos, comportamento materno, empatia, confianca, generosidade,
contato visual, reconhecimento social e regulacdo do estresse e da ansiedade (Jack;
Connelly; Morris, 2012; Maud et al., 2018; Hasan et al., 2024; Kumsta et al., 2013; Wei
et al., 2023; Israel et al., 2009). A ocitocina também esté envolvida no processamento
de estimulos emocionalmente carregados, como expressdes faciais, reduzindo a
atividade da amigdala diante de estimulos de valéncia negativa (Jack; Connelly;
Morris, 2012; Hasan et al., 2024; Wei et al., 2023).

Ainda nesse contexto, a ocitocina atua como modulador chave de
comportamentos socioemocionais, incluindo apego mée—filho, lagcos de casal, consolo
e reconhecimento social, e a agcdo no cérebro por meio da sinaliza¢cdo do seu receptor,
afeta cognicéo social ao aumentar saliéncia e sensibilidade a recompensa de sinais
sociais (Andari et al., 2020; Feldman et al., 2012). A ocitocina apresenta-se como
mediador chave de comportamentos afiliativos e pro-sociais, incluindo vinculo

interpessoal, apego e sintonia social, com projecdes ocitoninérgicas para circuitos
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sociais e de recompensa, como a amigdala (Evenepoel et al., 2023). Esse hormdnio
atua como uma molécula chave para comunicacao social, comportamento afiliativo e
cognicado social em mamiferos, e déficits de comunicacdo social e vinculo sao
descritos como parte do fenétipo autista (Israel et al., 2009). Ademais, a ocitocina e
seu receptor também possuem fungdes cardiovasculares e vasculares no cérebro e
periferia, incluindo vasoconstricdo de microvasos e vasodilatacdo de grandes artérias
(Monstein et al., 2004).

O comportamento social € um componente fundamental da vida de diversas
espécies animais, permitindo a interacao entre individuos e o compartilhamento de
experiéncias, necessidades e objetivos comuns. Processos como cuidado parental,
formacao de vinculos, cooperacdo, convergéncia emocional e agressividade sdo
amplamente conservados ao longo da evolucao, indicando que a sociabilidade possui
bases biolégicas compartilhadas e ndo € exclusiva da espécie humana (Kuteykin-
Teplyakov; Maldonado, 2014)

Do ponto de vista clinico, a administragéo intranasal de ocitocina vem sendo
explorada como abordagem para facilitar o desenvolvimento social e reduzir a
incapacidade associada ao autismo, centrado no controle do estresse e ansiedade
social e no aumento de atencdo e percepcdo de sinais sociais. (Moerkerke et al.,
2024).

A sinalizag&o ocitoninérgica também € sensivel ao ambiente e modulada na
primeira infancia, associando niveis periféricos de ocitocina e expresséo do receptor
a vinculo parental e afiliacao (Feldman et al., 2012). A acdo da ocitocina depende da
expressao do seu receptor, codificado pelo gene OXTR, e variacdes na expressao do
OXTR sdo descritas como relevantes para a funcao do sistema enddégeno de ocitocina
(Evenepoel et al., 2023).

1.4.2 Oreceptor de ocitocina (OXTR)

O gene OXTR humano é descrito como cépia Unica, localizado no cromossomo

3p25—-3p26, com estrutura aproximada de 17 kb, contendo quatro éxons e trés
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introns e codifica um receptor de aproximadamente 388—389 aminoacidos (Maud et
al., 2018; Hasan et al., 2024; Wei et al., 2023; Towers et al., 2018; Wang et al., 2020;
Israel et al., 2009) (Figura 6). Sua expressao € especifica do tipo celular e regulada
ao longo do desenvolvimento (Towers et al., 2018). O receptor € expresso em
multiplos tecidos, incluindo tecido cerebral, renal, uterino, ovariano, glandula mamaria,
células lactotrdficas, testiculo, epididimo, ductos reprodutivos, timo, coracédo, rim e
cérebro (Thibonnier et al., 1998; Monstein et al.., 2004; Kimura et al., 2003).

Ilha CpG
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Exon I/\ Exon IT Exon III Exon IV

TCTCGGAACACCCCGAGCTCCTCCAGGAACAAGGAGTGCGAGGCACC
CCACCACCTCCACTCGGGTCCCGATGGCTCCACCGGCCCTAGCCATC
CCGTCCACCCCTGCTTAGCACCCAGCTACCTGCACCGAGTCCGCAGG
CGAACCTAAAGTTGACTCCC

Figura 6 - Estrutura do gene OXTR. As caixas em preto correspondem aos éxons n&o transcritos,
enquanto a por¢do em verde indica a regido codificante do gene. O segmento compreendido entre os
éxons 1 e 3 caracteriza umailha CpG. As regi6es MT1-MT4 representam por¢des do gene previamente
definidas como regides de estudo por Kusui et al. (2001). No interior da regido MT2 localiza-se o sitio
CpG —-934, destacando-se, abaixo, a regido investigada no presente trabalho, incluindo o sitio de
restricdo reconhecido pela enzima Hpall, em vermelho. Fonte: Adaptado de Kusui et al. (2001) e Yuksel
et al.(2016).

No sistema nervoso central, 0 OXTR € amplamente expresso em regides
associadas a cognicdo e interacdo social, incluindo cértex pré-frontal, amigdala,
hipocampo, nucleo accumbens, estriado, area tegmental ventral, septo lateral, insula,
cortex cingulado anterior e substancia cinzenta periaquedutal (Hasan et al., 2024;
Maud et al., 2018; Wei et al., 2023; Pierzynowska et al., 2023). Estudos em modelos
animais indicam que a expressdo do OXTR no cortex pré-frontal esta associada a

formacdo de lagos afetivos, comportamento materno e regulacdo da ansiedade,
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enguanto sua expressao na amigdala esta relacionada a regulacdo do medo e do

comportamento social (Hasan et al., 2024; Maud et al., 2018).

O OXTR € um receptor acoplado a proteina G (GPCR) com sete dominios
transmembranares, podendo acoplar-se a diferentes subunidades de proteina G e
ativar cascatas como MAPK, PKC e PLC, com implicacbes para crescimento,
viabilidade e sobrevivéncia neuronal (Pierzynowska et al., 2023; Caliskan; Sahin;
Guldag, 2021; Thibonnier et al., 1998) (Figura 7). As cascatas de sinalizacéo
associadas ao OXTR incluem modulacédo de canais de Ca2* regulados por voltagem
e ativacao de MLC, estimulacédo de PLC e PKC pela via PIP2—-PI3, ativacao de MAP
quinase, ativagdo de cPLA2 e ativagcao de RhoA/ROK (Pierzynowska et al., 2023).
Essa sinalizacdo resulta em respostas contrateis, secretoras, inflamatodrias,
metabdlicas e transcricionais, dependendo do tecido alvo (Lee et al., 1998; Friebe-
Hoffmann et al., 2007a; Friebe-Hoffmann et al., 2007b; Zlatnik et al., 2000;
Pierzynowska et al., 2023; Caliskan; Sahin; Guldag, 2021; Van Kesteren et al., 1996).
Também € descrito que receptores de ocitocina podem acoplar-se a vias mitogénicas
envolvendo MAP quinase via subunidade Gi, associando-se a proliferacéo
celular, efeitos mitogénicos em determinados contextos (Monstein et al., 2004; Lee et
al., 1998).

Ocitocina Meio externo
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Figura 7 - Vias de sinalizacdo do receptor OXTR. A sinalizacdo mediada pela ocitocina inicia-se
com a ligagdo do neuropeptideo ao seu receptor especifico, o OXTR, um receptor acoplado a
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proteina G localizado na membrana plasmatica, promovendo ativacéo da proteina G heterotrimérica,
principalmente da subunidade Gag/11. A ativagdo dessa subunidade leva a estimulagdo da
fosfolipase C beta (PLCB), que cliva o fosfolipideo PIP2 em dois segundos mensageiros, IP3 e DAG. O
IP3 difunde-se pelo citosol e se liga aos seus receptores no reticulo endoplasmatico, promovendo a
liberacdo de Ca?* intracelular, enquanto o DAG, em conjunto com o aumento do Ca2* citosélico,
ativa a proteina quinase C (PKC). A ativacdo da PKC desencadeia a cascata das MAP quinases,
incluindo ERK, contribuindo para a modulacdo de processos como proliferacdo, diferenciacéo e
sobrevivéncia celular, além de ativar a fosfolipase A2 (PLA2), integrando respostas metabdlicas e
inflamatdrias. Paralelamente, a ativagdo do OXTR também pode recrutar a via RhoA/ROCK,
culminando na ativacdo da MLCK dependente do complexo Ca2*—calmodulina e na fosforilagéo da
cadeia leve da miosina (MLC), promovendo reorganizacdo do citoesqueleto e alteracées na
contratilidade celular. Fonte: Adaptado de Devost, Wrzal e Zingg (2008).

No desenvolvimento fetal, o OXTR é formado principalmente em células
mioepiteliais da glandula maméria e no miométrio e endométrio uterinos ao final da
gestacao, e o sistema OXT/OXTR participa de parto, lactacdo e contato psicologico
mae—filho. Além disso, o sistema OXT/OXTR é modulador de comportamentos
sexuais, sociais e relacionados ao estresse, com papéis adicionais no
desenvolvimento do sistema nervoso, incluindo regulacdo do crescimento do
neocortex, manutencdo do suprimento sanguineo e modulacdo do sistema nervoso
autbnomo via via vagal. A ocitocina e 0 OXTR também possuem papéis anti-
inflamatorio, antioxidante e analgésico, com envolvimento sugerido em prevencao de

diabetes, dislipidemia e aterosclerose (Pierzynowska et al., 2023).

Ainda nesse contexto, o receptor de ocitocina é relacionado ao comportamento
de apego em bebés, sendo o apego entendido como estratégia de regulacdo de
estresse, com perfis comportamentais distintos entre bebés com vinculo seguro e

inseguro (Chen et al., 2011).

Genes envolvidos na sinalizacdo ocitoninérgica, particularmente o gene OXTR,
estdo entre 0os mais extensivamente estudados na pesquisa sobre autismo, devido ao
papel central da ocitocina na cognicéo social e no comportamento afiliativo (Wieting
et al., 2023; Hasan et al., 2024; Wei et al., 2023; Kumsta et al., 2013). Meta-analises
e estudos de associa¢ao genética identificaram efeitos significativos de polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) no OXTR em individuos com TEA, incluindo o rs53576,
localizado no intron 3, associado a variagdo no comportamento social, na busca por
apoio social e na regulacao epigenética do gene (Rijlaarsdam et al., 2018; Israel et al.,
2009; Chen et al., 2011; Kumsta et al., 2013).
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Nessa perspectiva do campo da genética do comportamento social, outras
variantes do OXTR tém sido associadas a fendtipos sociais e vulnerabilidade a
transtornos sociais e afetivos, incluindo TEA, ansiedade e depresséo (Rijlaarsdam et
al., 2018; Feldman et al., 2012). Polimorfismos como rs2254298 e rs1042778 sé&o
citados como associados a processos sociais e emocionais e susceptibilidade a TEA
e transtorno depressivo maior, e alelos especificos foram associados a concentracdes

plasmaticas mais baixas de ocitocina em determinados grupos (Feldman et al., 2012).

Outros polimorfismos, como rs2268490, rs237887 e rs1042778, foram
associados a tomada de decisdo pro-social em observacdes de jogos econbmicos,
reforcando o lugar do OXTR em aspectos de comportamento pro-social (Israel et al.,
2009). O alelo A do rs53576 € um dos mais descritos como vinculado a
comportamento parental menos sensivel, maior reatividade ao estresse e menor
busca por suporte emocional, enquanto o alelo G aparece associado a apego inseguro

em adultos deprimidos (Chen et al., 2011).

Assim, o gene OXTR é repetidamente associado como candidato relevante por
sua associagdo com comportamento social e cogni¢do, e muitos estudos apontam
relacées entre gendtipo OXTR, risco de diagndstico e diferencas em comportamento
social (Hopkins et al., 2023; Pobee et al., 2013; Evenepoel et al., 2023).

Modelos animais reforcam a hipotese biolégica ao descrever que
camundongos knockout para OXTR exibem sociabilidade reduzida e perfis
comportamentais semelhantes a modelos com tracos de autismo, com redug¢des em
comportamentos interativos e investigacao social em diferentes testes (Pobee et al.,
2013). Essas evidéncias se articulam com o argumento de que alteracdes no sistema
ocitoninérgico do cérebro desempenham papel importante na fisiopatologia do TEA
(Evenepoel et al., 2023).

No entanto, é descrito que as analises de polimorfismos do OXTR,
isoladamente, ndo sdo suficientes para concluir sobre o papel do OXTR no TEA,
levando a um deslocamento do foco para outras camadas regulatorias, incluindo

epigenética (Pierzynowska et al., 2023).
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1.4.3 A metilacdo do gene OXTR e associacdo ao TEA

Como descrito anteriormente, a epigenética caracteriza-se como um conjunto
de alteracGes na atividade génica transmitidas em divisbes celulares sem mudanca
na sequéncia de DNA, incluindo metilacdo do DNA, modificacdo de cromatina e
controle por RNAs nédo codificantes, como microRNAs (Kumsta et al., 2013; Park et
al., 2019; Mor et al., 2015). A metilacdo em regides promotoras € descrita como
mecanismo que tipicamente reprime a transcricdo, enquanto outras modificacdes
epigenéticas como acetilacdo de histonas sdo descritas como associadas ao aumento

de atividade transcricional (Park et al.., 2019).

A presenca de ilhas CpG € destacada como fundamento estrutural da
regulacdo epigenética, com ilhas CpG frequentemente relacionadas a regifes
promotoras e a expressao génica ativa quando ndo metiladas, mas associadas a
repressao transcricional quando metiladas (Kusui et al., 2001; Kumsta et al., 2013). A
modulacdo epigenética do OXTR tem sido associada a tracos sociais autistas e ao
cérebro autista, com hipermetilagdo observada no cortex temporal e relagbes com
conectividade funcional em repouso envolvendo teoria da mente, circuito de

recompensa e redes de saliéncia e atencdo (Cheong et al., 2025).

No gene humano OXTR, é descrita uma ilha CpG extensa que se estende
aproximadamente de ~140 pb upstream até mais de 2.300 pb downstream do sitio de
inicio de transcricdo, com regides internas (“methylation target”: MT1-MT4) usadas
para estudo de metilacdo em diferentes tecidos, como descrito na figura 6 acima
(Kusui et al., 2001; Kimura et al., 2003; Towers et al., 2018).

Entre essas regifes, destaca-se a sub-regido denominada MT2, localizada
dentro da ilha CpG promotora do OXTR, a montante do regido de inicio da transcrigdo
(TSS), a qual tem sido consistentemente apontada como funcionalmente relevante
para a regulacgéo transcricional do gene (Kusui et al., 2001; Kumsta et al., 2013). Kusui
et al. (2001) demonstraram, por meio de ensaios com gene reporter, que a ilha CpG
do OXTR possui atividade promotora significativa e que sua metilagdo resulta em
supressdo acentuada da transcricdo. De forma particularmente relevante, esses
autores identificaram que a delecdo da regido MT2 em construtos metilados levou a

recuperacdo parcial da atividade transcricional, indicando que essa sub-regido
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concentra 0s elementos mais sensiveis a metilacio do DNA. Esses achados
estabeleceram a MT2 como um nucleo funcional critico para o silenciamento

epigenético do OXTR .

Dentro da regido MT2, a regido —-934 emergiu como um dos alvos mais
investigados em estudos epigenéticos humanos, especialmente no contexto do TEA.
Gregory et al. (2009) demonstraram hipermetilacdo significativa desse CpG em
individuos com TEA, tanto em células mononucleares do sangue periférico quanto no
tecido do cértex temporal, sugerindo que alteracfes epigenéticas nessa regido ndo se
restringem ao compartimento periférico. De forma consistente com a hipotese de
silenciamento génico mediado por metilacdo, os autores observaram reducdo da
expressdo do mRNA do OXTR associada ao aumento da metilacdo nos sitios CpG
-934 e -924, ambos localizados na regidao MT2 (Gregory et al., 2009).

Esses achados foram posteriormente corroborados por estudos
independentes. Kumsta et al. (2013) relataram aumento da metilacdo nos CpGs -860,
-934 e -959 da regidao MT2 em individuos com autismo, tanto em sangue periférico
quanto em tecido cerebral, além de associarem a metilacido do CpG —-934 a diferencas

na ativacao de regides cerebrais envolvidas na percepcao social.

A relevancia biolégica do CpG -934 também é sustentada por sua localizagao
em uma regido promotora rica em elementos regulatorios. Estudos estruturais do gene
OXTR demonstraram que essa regido contém sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo, como SP1, além de elementos responsivos a horménios esterdides, ainda
gue ndo possua um elemento classico de resposta ao estrogénio totalmente
palindrémico (Harony-Nicolas et al., 2014). A metilacdo de CpGs localizados nesse
contexto pode interferir no recrutamento de fatores de transcricdo ou favorecer a
ligagdo de proteinas repressoras, contribuindo para a reducdo da atividade

transcricional do gene (Harony-Nicolas et al., 2014).

Embora grande parte da literatura enfatize a hipermetilacéo da regido —-934 em
contextos patologicos, estudos anteriores ja haviam demonstrado que o OXTR
apresenta padrées de metilacdo dependentes do tecido e do estado funcional.
Mizumoto et al. (1997) identificaram metilagédo diferencial no terceiro intron do OXTR,

mostrando que tecidos ndo expressivos, como leucdcitos periféricos, apresentam
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hipermetilacdo associada a repressao génica, enquanto tecidos expressivos, como o
miométrio, exibem padrdes relativamente hipometilados. Esses dados indicam que a
metilacdo do OXTR atua como um mecanismo regulatério dindmico, e ndo como uma

marca epigenética fixa.

Adicionalmente, Towers et al. (2018) demonstraram que a regulagcao
epigenética do OXTR envolve ndo apenas a metilacdo classica da 5-metilcitosina
(5mC), mas também a participacdo de mecanismos ativos de desmetilacdo mediados
por enzimas da familia TET, especialmente durante o desenvolvimento. Nesse estudo,
regides homologas a ilha CpG promotora do OXTR, incluindo areas correspondentes
a MT2, apresentaram metilacdo diferencial associada a reducdo da expressao do
receptor no hipocampo, reforcando a importancia dessas regifes regulatorias no
controle fino da transcrigéo génica.

Em conjunto, os estudos disponiveis indicam que a regido MT2 do gene OXTR,
e particularmente o sitio CpG —-934, constitui um elemento epigeneticamente sensivel
e funcionalmente relevante para a regulacéo da expressao do receptor de ocitocina e
a manifestacdo de fenétipos comportamentais relacionados ao TEA (Muzimoto et al.,
1997; Gregory et al., 2009; Kumsta et al., 2013; Harony-Nicolas et al., 2014; Towers
et al., 2018).

2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos significativos na identificacdo de variantes genéticas raras
associadas ao Transtorno do Espectro Autista (TEA), evidéncias indicam que nenhum
gene isolado é capaz de explicar mais de 1% dos casos individualmente, e que,
mesmo de forma coletiva, as contribuicdes genéticas diretas permanecem limitadas a
menos de 10% dos casos, reforcando a natureza complexa e multifatorial do
transtorno (Kuodza et al., 2024; Parenti et al., 2020; Velarde; Cardenas, 2022). Esses
dados sustentam o entendimento de que a etiologia do TEA envolve interacdes
dindmicas entre predisposicdo genética e fatores ambientais ao longo do

desenvolvimento (Kuodza et al., 2024; Love et al., 2024; Evenepoel et al., 2023).

Nesse contexto, a epigenética, particularmente a metilacdo do DNA, emerge
como um mecanismo biologicamente plausivel para mediar as interacbes gene—

ambiente, permitindo que exposi¢cdes ambientais influenciem a expressao génica sem
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alterar a sequéncia do DNA (Andrew et al., 2023; Sanwald et al., 2021; Kuodza et al.,
2024). AlteracBes epigenéticas consistentes tém sido observadas em genes
associados ao TEA, incluindo CYP2E1, DLGAP2 e, de forma recorrente, o gene do
receptor de ocitocina (OXTR), sugerindo seu papel central na fisiopatologia do
transtorno (Kuodza et al., 2024; Gregory et al., 2009; Kumsta et al., 2013).

A relevancia do OXTR no contexto do TEA é sustentada por seu envolvimento
direto na modulacdo da sociabilidade, do vinculo afetivo, da cognigédo social e do
processamento de sinais sociais, dominios tipicamente comprometidos no espectro
autista (Israel et al., 2009; Evenepoel et al., 2023; Hasan et al., 2024). Estudos prévios
demonstraram que alteracdes nos padrdes de metilacdo do OXTR, especialmente em
regides regulatérias funcionalmente relevantes, como a regido promotora MT2 e o sitio
CpG -934, associam-se a mudancas na expressao génica, a conectividade funcional
de circuitos sociais e a fenotipos comportamentais relacionados ao TEA, embora os
resultados ainda sejam heterogéneos e dependentes do contexto amostral, etario e
tecidual (Gregory et al., 2009; Kumsta et al., 2013; Puglia et al., 2015; Moerkerke et
al., 2021; Evenepoel et al., 2023).

A revisdo de Kuodza et al. (2024) destaca que a maioria dos estudos
epigenéticos em TEA concentra-se em populacdes da América do Norte, Europa e
Asia, regifes nas quais fatores ambientais especificos, como exposicdo a poluentes,
disruptores enddécrinos, tabagismo materno e aspectos do estilo de vida, tém sido
associados a alteracbes na metilagdo do DNA (Kuodza et al., 2024; Behnia et al.,
2015; Stocorro et al., 2023).

Em contraste, regides como Africa, Oceania e América do Sul permanecem
amplamente sub-representadas na literatura, apesar de apresentarem contextos
ambientais, socioecondmicos e demograficos distintos, potencialmente relevantes
para a compreensao da etiologia do TEA (Kuodza et al., 2024; Evenepoel et al., 2023).
Nesse cenario, destaca-se a auséncia de estudos que investiguem a metilagdo do
gene OXTR em individuos com TEA no Brasil (Kuodza et al 2024).

Dessa forma, a investigagédo do padrao de metilagado do DNA no sitio CpG -934
do gene OXTR em portadores de TEA e seus respectivos genitores, em uma amostra

brasileira, justifica-se pela necessidade de ampliar o entendimento sobre os
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mecanismos epigenéticos associados ao transtorno em populacbes sub-
representadas (Gregory et al., 2009; Kumsta et al., 2013; Kuodza et al., 2024). Além
disso, a abordagem intergeracional adotada permite explorar diferencas epigenéticas
entre geragdes e avaliar possiveis associagcdes com variaveis gestacionais, perinatais,
clinicas e sociodemograficas, contribuindo para uma compreenséo mais integrada da
complexidade regulatéria do OXTR no contexto do TEA (Gregory et al., 2009; Towers
et al., 2018; Moerkerke et al., 2021).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar o padrdao de metilagdo do DNA no sitio CpG -934, na porgédo MT2,

do gene do receptor de ocitocina (OXTR) em individuos com Transtorno do Espectro
Autista (TEA) e em seus respectivos genitores atendidos no Instituto de Psiquiatria da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), bem como sua associacdo com
variaveis sociodemograficas, gestacionais, perinatais e clinicas, a fim de compreender
0S mecanismos epigenéticos envolvidos na modulacédo do fenotipo comportamental

associado ao TEA.

3.2 Especificos

e Descrever o perfil sociodemografico, condi¢cdes gestacionais e perinatais, e
histérico clinico e de desenvolvimento dos portadores de TEA e de seus

respectivos genitores incluidos no estudo;

e Comparar os niveis de metilagdo do DNA na regido do CpG -934 do gene
OXTR entre portadores de TEA e seus respectivos genitores, considerando

analises pareadas;

e Auvaliar a correlagao entre os niveis de metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do
gene OXTR entre genitores e filhos, investigando possiveis padroes

intergeracionais;
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e Investigar a associacdo entre os niveis de metilacdo do OXTR e variaveis

sociodemogréficas;

e Analisar a relacdo entre variaveis gestacionais e perinatais e os niveis de
metilacdo do DNA no sitio CpG -934 do OXTR nos portadores de TEA;

e Explorar a associagéo entre variaveis clinicas e de desenvolvimento e os niveis
de metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR.

4 METODOLOGIA

4.1 Contexto do estudo

O presente estudo constitui-se como um desdobramento do projeto principal
intitulado “O papel de marcadores inflamatoérios nos transtornos mentais”, iniciado no
ano de 2024, sob coordenacdo da Prof?. Dr2. Laiana Azevedo Quagliato, médica
psiquiatra e professora adjunta de Psiquiatria da Infancia e Adolescéncia do Instituto
de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPUB/UFRJ). O projeto
matriz tem como objetivo investigar a associacdo entre processos de neuroinflamacgéo
e a fisiopatologia dos transtornos mentais, servindo como base clinica e biologica para
o desenvolvimento de outros estudos com abordagens especificas.

A proposta foi previamente submetida & apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), tendo sido aprovada sob
0 numero de registro 13970819.4.0000.5263, garantindo as prerrogativas éticas

inerentes a pesquisas envolvendo seres humanos.

Nesse contexto, 0 presente projeto caracteriza-se como um estudo
observacional, transversal e de abordagem quantitativa, desenvolvido com o objetivo
de caracterizar o perfil de metilacdo do DNA em regides especificas do gene do
receptor de ocitocina (OXTR). Foram realizadas analises comparativas entre criancas
e adolescentes diagnosticados com TEA e seus respectivos genitores, bem como
investigacOes da associacao entre os niveis de metilacdo do DNA e variaveis clinicas

e sociodemograficas.
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4.2 Populacao do estudo e critérios de elegibilidade

As amostras bioldgicas utilizadas neste estudo consistiram em DNA gendémico
extraido a partir de sangue periférico coletado de criancas e adolescentes
diagnosticados com TEA e de seus respectivos genitores. Os participantes foram
recrutados por meio de atendimento clinico realizado pela equipe médica do
IPUB/UFRJ, no periodo compreendido entre dezembro de 2024 e julho de 2025, nas

dependéncias do Instituto de Psiquiatria, localizado no municipio do Rio de Janeiro.

A amostra contemplou participantes residentes no municipio do Rio de Janeiro
e em municipios da Regido Metropolitana, bem como um participante oriundo de outro

estado.

Para a confirmacdo diagnostica de TEA, os pacientes foram avaliados por
psiquiatras infantis com base nos critérios do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-V), sendo a gravidade do transtorno aferida por meio da
Escala de Avaliacdo do Autismo Infantil (Childhood Autism Rating Scale — CARS). A
escala € composta por 15 dominios avaliativos, com pontuacédo variando de 15 a 60
pontos, permitindo a classificacdo dos individuos como sem autismo (15-30), autismo
leve a moderado (30—36) ou autismo grave (36—60) (Moon et al., 2019).

Adicionalmente, os genitores das criancas e adolescentes incluidos no estudo
foram avaliados por meio da Mini International Neuropsychiatric Interview (M.I.N.L.),
entrevista diagndéstica estruturada baseada nos critérios do DSM-IV e da CID-10,
utilizada para rastreio dos principais transtornos psiquiatricos (Sheehan et al., 1998).
Todos os genitores avaliados apresentaram aptiddo para participacdo, ndo sendo

identificadas condi¢des psiquiatricas que inviabilizassem sua incluséo.

Foram incluidas no estudo criancas e adolescentes com idade entre 0 e 17
anos e 11 meses, com diagnéstico confirmado de TEA, estabelecido por psiquiatra
infantil e validado por um segundo profissional integrante da equipe, por meio da
aplicacao dos instrumentos Development and Well-Being Assessment (DAWBA) ou
Kiddie Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia — Present and Lifetime
Version (KSADS-PL), conforme a faixa etaria do participante. Foram excluidos
individuos com diagnostico de doengas autoimunes, em uso de imunossupressores

ou quimioterapia, com diagnéstico de diabetes ou hipertensdo arterial
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descompensada, infeccdo ativa no momento da coleta ou histérico de doencas
cronicas, como hepatite B ou infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
considerando o potencial impacto dessas condi¢des sobre processos inflamatorios e

mecanismos epigeneéticos.

4.3 Coletade amostras e dados dos participantes

A coleta das amostras biolégicas foi realizada apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos genitores, sendo conduzida por
profissionais da saude integrantes da equipe de pesquisa. As amostras de sangue
periférico foram coletadas em tubos BD Vacutainer® contendo EDTA como
anticoagulante. Apds a coleta, volumes entre 500 pL e 1,5 mL de sangue foram
aliquotados em microtubos devidamente identificados e armazenados a —80 °C, até o
momento da extracdo do DNA genémico. No total, foram disponibilizadas para anélise
molecular 34 amostras de criancas e adolescentes com TEA e 39 amostras de
genitores, cedidas em colaboracdo ao Laboratério de Biotecnologia (LBT) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF), sob a supervisao do Prof. Dr.
Alvaro Fabricio Lopes Rios.

A coleta de dados clinicos e sociodemogréficos foi realizada por meio do
preenchimento de formularios estruturados pelos genitores. Foram obtidas
informacdes referentes a: (i) dados sociodemogréaficos da crianca e do genitor,
incluindo data de nascimento (idade), estado civil, escolaridade, raga/cor, vinculo
empregaticio, renda familiar e endereco; (ii) dados gestacionais e perinatais, tais como
tipo de parto, acompanhamento pré-natal, ocorréncia de problemas durante a
gestacdo e uso de substancias nesse periodo; e (iii) dados clinicos, abrangendo o
desenvolvimento neuropsicomotor (idade de aquisicdo da fala e da marcha), presenca
de alergias conhecidas, histérico de internacdes, uso de medicamentos e historico
psiquiatrico familiar. Os formularios utilizados para a coleta dos dados clinicos,
sociodemogréficos, gestacionais e perinatais foram autorreferidos, sendo preenchidos

pelos genitores das criancas e adolescentes participantes do estudo.
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O delineamento do estudo, bem como as etapas de recrutamento, avaliacao

diagnostica, critérios de elegibilidade, pareamento biolégico e coleta das amostras,

estdo sintetizados no fluxograma apresentado abaixo.
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521 Andlise molecular no Laboratério de Biotecnologia da UENF

Figura 8 - Fluxograma representativo do delineamento do estudo e das etapas de recrutamento dos
participantes. Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

4.4 Extracdo de DNA do sangue periférico

A extracao de DNA das amostras biolégicas coletadas foi realizada utilizando o
protocolo de tratamento com proteinase K seguido de extra¢do por NaCl 5M adaptado
de Olerup e Zetterquist (1992). Inicialmente, para o isolamento de PBMCs (células
mononucleares do sangue periférico), as amostras foram descongeladas entre 2°C a
8°C, em geladeira, e transferidas para um tubo cbnico para centrifuga, de 15 mL.
Foram adicionados dois volumes de tampédo de lise de hemacia (TLH) [NH4CI
(114mM); NH4HCO3 (1ImM)] a um volume do sangue total. As amostras foram
incubadas em gelo durante 30 minutos, a fim de potencializar a lise seletiva de
hemacias, com inversao de 10 vezes a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 2.500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em TLH e o processo repetido até

que houvesse o minimo possivel de heméacias residuais.

A fim de otimizar a recuperacao de DNA, o pellet de leucécitos foi ressuspenso
em 200uL de tampéo de lise de nacleos (TLN) [Tris-HCI (10mM); NaCl (400mM);
EDTA pH 8,2 (2mM)] e vortexado por oito segundos, etapa adaptada de Miller et al.
(1988). A suspensao foi transferida para um microtubo de 2mL, para iniciar o
tratamento enzimatico com proteinase K. Foram adicionados as amostras de
células: 80 pL de tampao de proteinase K, 80 yL de agua ultrapura, 10 yL de SDS
20% e 20 uL de proteinase K. O mix foi homogeneizado com o pipetador e incubado
a 55°C overnight (12-16h).

O préximo passo consistiu na extracdo com NaCl 5M. Para evitar choque
térmico com a solucéo refrigerada de cloreto de sédio, as amostras foram incubadas
na geladeira por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 120

ML de NaCl 5M as amostras tratadas, seguidos de agitacdo por aproximadamente oito
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segundos no vortex, a fim de permitir o aumento da forca i6nica na solucéo e a
precipitacdo de proteinas e restos celulares. Assim, as amostras foram centrifugadas
a 13.400 rpm por oito minutos, resultando na formacéo de um pellet correspondente
as proteinas desnaturadas. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
aproximadamente 400 L, e foram adicionados 1000uL de etanol absoluto. A solugao
foi homogeneizada por duas a trés inversdes e incubada a -20°C por 24h, a fim de

potencializar a concentracdo de DNA.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 13.400 rpm por 10 minutos,
formando um pellet correspondente ao DNA concentrado. Para remover residuos da
extracao, foi adicionado 1 mL de etanol 70%, seguido de nova centrifugacéo a 13.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante sera descartado, e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente por 15 minutos, com os tubos invertidos sobre um papel filtro.
Por fim, as amostras serdo ressuspendidas em 50 yL de agua ultrapura e aquecidas

a 37°C por uma hora para diluicdo do material extraido.

Apos a extracdo de DNA de cada amostra, foi utilizado o espectrofotdmetro
(NanoDrop2000) para avaliar a pureza do DNA utilizando 1 yL de cada amostra.
Verificou-se arelacédo 260/280 nm (nandmetros) e 260/230 nm para avaliar a presenca
de proteinas e contaminantes, respectivamente. O critério de aceitabilidade do DNA
foi: concentragdo minima de 30ng/uL e a relacdo das densidades Opticas 260/280 e
260/230 entre 1.8 e 2.0 e 1.8 e 2.2, respectivamente. Levando em consideracado o
tempo e as condicBes de estocagem das amostras até o inicio do processamento,
algumas amostras nao apresentaram bons resultados de extracdo, ndo sendo
utilizadas no estudo. O numero amostral utilizado foi de 21 portadores de TEA e 19

genitores.

4.5 Regides analisadas no gene OXTR

Foi analisado um sitio CpG a 934 pb ap6s o sitio de inicio da transcrigao (TSS),
a montante do promotor génico, selecionada com base em evidéncias previamente
descritas na literatura como regiéo relevante e associado a altera¢gdes nos padrdes de
metilacdo do DNA em individuos com TEA (TEA) (Andari et al., 2020; Gregory et al.,
2009; Behnia et al., 2015; Ebner et al., 2019; Wieting et al., 2023).



58

Para delimitar as por¢cdes especificas a serem analisadas na regido génica e
orientar o desenho dos primers destinados a quantificacdo da metilacdo do DNA,
foram utilizadas as coordenadas do genoma humano de referéncia GRCh38/hg38,
chr3:8.750.381-8.769.613 para 0 gene OXTR disponivel no banco de dados publico
da Universidade da California Santa Cruz (UCSC Genome Browser:

https://genome.ucsc.edu/).

Durante essa etapa, foram considerados diferentes tracks de anotagéo
gendmica, incluindo a localizag¢éo de ilhas CpG, a densidade de dinucleotideos CpG
ao longo do gene e marcas epigenéticas descritas em bases de dados do ENCODE e
dados provenientes de analises de perfis quantitativos de metilacdo do DNA em

tecidos especificos, como cérebro e sangue (Figura 9).


https://genome.ucsc.edu/
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brais (ex.: cortex pré-frontal) e sangue de cord
teciduais nos niveis de metilagdo ao longo da regido analisada. A regido destacada em azul

corresponde a porgdo analisada no estudo, sobre uma regido de variacdo tecidual entre individuos. A

cromossémicas.
O desenho dos primers foi realizado utilizando os softwares Primer3plus

regides cere
escala genbmica € indicada no topo da figura, permitindo a identificagdo precisa das coordenadas

representam perfis de metilacdo do DNA obtidos a partir de diferentes tecidos humanos, incluindo
(https://www.primer3plus.com) e OligoAnalyzer™ (https://www.idtdna.com), a partir
das sequéncias depositadas no USCS Genome Browser, considerando parametros

apresenta a organizagéo estrutural do gene, com destaque para éxons e introns (barra azul e linhas
tracejadas, respectivamente), além da densidade de sitios CpG ao longo do locus. As trilhas inferiores

(melting temperature — Tm), especificidade das sequ

como tamanho do amplicon


https://www.primer3plus.com/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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secundarias, incluindo formacéao de dimeros e hairpins. As sequéncias dos primers

utilizados no estudo encontram-se descritas na tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo e quantificacdo da metilacdo das
regides génicas do estudo.

Gene Primer Sequéncia (5’-3’) Amplicon (pb)
OXTR Forward GGGAGTCAACTTTAGGTTCG

161
OXTR Reverse CTCTCGGAACACCCCGAG

Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

4.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR

Para validar a atividade dos primers projetados foi realizada a amplificacdo por
PCR convencional utilizando DNA gendmico previamente extraido. A reacdo foi
conduzida em concentragdes definidas pelo fabricante do mix da PCR utilizado
(Applied Biosystems) em um volume final de 10 yL, utilizando: 1X de SYBR™ Green
Universal Master Mix; 0,15 uM de cada primer; 20ng/uL de DNA molde; e agua para
PCR.

Para determinar a temperatura 6tima de anelamento dos primers, foi realizado
um gradiente de temperatura a 58°C, 60°C e 62°C. O programa de amplificacéao
consistiu em ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos
de desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°/60/62°C por 30 segundos
e extensao a 72°C por 30 segundos. Apés os 40 ciclos, houve um ciclo de extensao
final a 72°C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, submetidos a corrida a 100 V por 90 minutos.
Os primers demonstraram desempenho consistente e eficiente nas trés temperaturas

de anelamento testadas.

4.7 Andlise quantitativa dos niveis de metilacdo do DNA

A analise quantitativa dos niveis de metilacdo do DNA (%5mC) foi realizada por
Methylation-Sensitive Restriction Enzyme Digestion and Real-Time Quantitative PCR
(MSRED-gPCR). As porcentagens de metilagdo do DNA foram calculadas utilizando a
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férmula 5mC% = 100 x 1/2«» (ACt = média do Ct da amostra digerida — média do Ct

da amostra nao digerida), conforme o protocolo adaptado de Gomes et al. (2009).

4.7.1 Digestao Enzimatica por enzima sensivel a metilacdo - Hpall

Foram identificados, nas regifes génicas analisadas, um sitio de corte Unico
para a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall (C’'CGG), por meio de tracks
nas sequéncias depositadas no USCS Genome Browser e confirmadas pelo software
NebCutterv 3.0.23 da New England Biolabs. A sequéncia e regi&do de corte da enzima
estdo destacados na figura 6 (item 1.4.2) (Vincze, Posfai, Roberts, 2003).

O processo de digestdo ocorreu com a incubacéao de 200 a 300 ng de DNA
gendmico com cinco unidades de enzima Hpall, 1X de tampao 10X rCuTSmarT Buffer
e agua ultrapura, num volume final de 10uL a 37°C, por quatro horas, seguido de uma
inativacao enzimatica a 80°C por 20 minutos, conforme orientacao do fabricante (New
Englands Biolabs). Foram utilizadas amostras controles do ensaio de digest&o, na qual

a enzima de restricao foi substituida por agua para completar o volume.

4.7.2 PCR em tempo real para quantificacdo da metilacéao

Para o ensaio de PCR gquantitativa em tempo real, a reacao foi realizada no
termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), com o
uso do marcador fluorescente para DNA de dupla fita SYBR Green® PCR Master Mix.
O volume final da reacao foi de 10 pL, contendo 150 nM de cada primer, 1X de 2X
SYBR® Green PCR Master Mix (SYBR Green) (Applied Biosystems), agua ultrapura
para PCR e 10 - 20ng de DNA template. Cada reacéo foi realizada em duplicata, sendo
a amostra positiva a digerida e a negativa a nao digerida. A distribuicdo das amostras

na placa de 96 pocos foi feita com um micropipetador monocanal eletrénico.

As condic¢des de ciclagem incluiram uma holding inicial de 95°C por 10 minutos;
seguido por 40 ciclos de desnaturagcao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C
por 30 segundos e extensao a 72°C por 30 segundos, Por fim, uma etapa de curva de
melting com desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60° por 30
segundos e extensao a 72°C por 30 segundos . Os ensaios de gPCR foram realizados

em triplicatas biologicas. Os dados obtidos do Cicle Thresold (CT) foram utilizados
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para obtencdo da %5mC, sendo considerados desvio padréo de 0,5 (¥2) ciclo entre as

replicatas de cada amostras.

4.8 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi conduzida de acordo com a natureza das variaveis
(categoricas e/ou numeéricas) e com o0s objetivos propostos no estudo. Inicialmente,
a normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro—
Wilk. Considerando a auséncia de normalidade para a maioria das variaveis, 0s
dados numéricos foram analisados utilizando testes ndo paramétricos, incluindo os
testes de Kruskal-Wallis e Mann—-Whitney. Para a comparacao do perfil de metilacao
do DNA entre genitores e seus respectivos filhos, foi aplicado o teste de Wilcoxon
para amostras pareadas. A associacao entre as variaveis estudadas foi avaliada por
meio da correlacdo de Spearman e da regressdo linear simples. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de p < 0,05. Os dados provenientes das
entrevistas foram submetidos a analise qualitativa de conteudo, segundo a
abordagem categorial-temética. Todas as analises estatisticas e representacdes
graficas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, verséo 10.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizagdo das amostras do estudo

5.1.1 Dados sociodemogréaficos
A caracterizacdo sociodemografica dos participantes com TEA e de seus
respectivos genitores esta apresentada na tabela 3. E importante ressaltar que, por
se tratar de um questionario autorreferido, observou-se a auséncia de respostas
para algumas variaveis, decorrente da auséncia de resposta por parte de
determinados participantes, evidenciado por dados com resultados abaixo no

ndmero amostral.

A amostra foi composta por 21 criancas e adolescentes com diagndstico de
TEA, que apresentaram mediana de idade de 11 anos (intervalo interquartil [11Q]:
8-15), com predominancia do sexo masculino (66,7%). Em relacdo a raca/cor,
observou-se maior frequéncia de individuos declarados pardos (10/21; 47,6%),
seguidos por brancos (8/21; 38,1%) e pretos (3/21;14,3%). Quanto a escolaridade,
verificou-se distribuicdo ao longo das etapas da educacao basica, com predominio
do ensino fundamental (Fundamental I: 13/20; 61,9% e Fundamental II: 3/20;
14,2%), além da presenca de criancas em educacédo infantil (3/20; 14,2%) e
educacao especial (1/20; 4,8%).

Em relacdo aos genitores, foram obtidas informacdes completas para 19
participantes, com idades variando entre 30 e 69 anos, e mediana de 40 anos (IIQ:
33-54). Houve predominéancia do sexo feminino (17/19; 89,5%). Quanto a raga/cor
autodeclarada dos genitores, observou-se maior frequéncia de individuos pardos
(8/19; 42,1%), seguidos por brancos (7/19; 36,8%) e pretos (4/19; 21,1%).

No que se refere ao estado civil dos genitores, predominou a condi¢ao de
solteiro(a) (8/19; 42,1%), seguida por casado(a) (5/19; 26,3%) e uniao estavel (4/19;
21,1%), havendo ainda um caso de divorcio (1/19; 5,3%).

Quanto ao nivel de escolaridade dos genitores, observou-se predominio de
ensino médio completo (10/19; 52,6%), seguido por ensino superior (4/19; 21,1%) e
poés-graduacédo (2/19; 10,5%), com menor frequéncia de escolaridade fundamental
(1/19; 5,3%) e elementar (5,3%).
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Quanto ao vinculo empregaticio 52,6% (10/19) encontravam-se empregados,
enquanto 31,6% (4/19) estavam desempregados, sendo também observados
genitores incapacitados para o trabalho (2/19; 10,5%) e aposentados (1/19; 5,3%). A
renda familiar concentrou-se principalmente na faixa entre R$ 1.255,00 e R$ 2.004,00
(36,8%), seguida pelas faixas de até R$ 1.254,00 (26,3%) e entre R$ 2.005,00 e R$
8.640,00 (21,1%), indicando predominancia de um perfil socioeconémico de baixa a

média renda na populagéo estudada.

Tabela 3- Caracteristicas sociodemograficas dos portadores de TEA e de seus
genitores. As variaveis categoricas foram apresentadas como frequéncia absoluta e

relativa [n (%)], enquanto as variaveis continuas foram descritas por mediana e

intervalo interquartil (IQR).

Variavel

Individuos com TEA

Genitores

Idade (anos), mediana (IQR)

Sexo, n (%)

Raca/cor, n (%)

Estado civil, n (%)

Escolaridade, n (%)

Vinculo empregaticio, n (%)

Renda familiar, n (%)

Mediana: 11 (IQR: 8-15)

Masculino: 14 (66,7%)
Feminino: 7 (33,3%)

Parda: 10 (47,6,1%)
Branca: 8 (38,1%)
Preta: 3 (14,3%)

Educacéo infantil: 3 (14,2%)
Fundamental I: 13 (61,9%)
Fundamental II: 3 (14,2%)
Ensino especial: 1 (4,8%)

N&o se aplica

N&o se aplica

Mediana: 40 (IQR: 32-54)

Feminino: 17 (89,5%)
Masculino: 2 (10,5%)

Parda: 8 (42,1,8%)
Branca: 7 (36,8%)
Preta: 4 (21,1%)

Solteira(o): 8 (42,1%)
Casada(o): 5 (26, 3%)
Unido estavel: 4 (21,1%)
Divorciada(o): 1 (5,3%)

Ensino médio: 11 (57,8%)
Ensino superior: 4 (21,1%)
Pés-graduacao: 2 (10,5%)
Fundamental: 1 (5, 3%)
Elementar: 1 (5, 3%)

Empregada(o): 10 (52,6%)
Desempregada(o): 6 (31,6%)
Incapacitada(o): 2 (10,5%)
Aposentada(o): 1 (5,3%)

Até R$ 1.254,00: 5 (26,3%)

R$ 1.255,00—2.004,00: 7 (36,8%)
R$ 2.005,00-8.640,00: 4 (21,1%)
> R$ 8.641,00: 3 (15,8%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)
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5.1.2 Gestacionais e perinatais

O historico gestacional e perinatal dos individuos com TEA incluidos no estudo
encontra-se sumarizado na Tabela 4. A idade materna no momento da gestagao
apresentou mediana de 31 anos, com intervalo interquartil entre 19 e 42 anos (n =
19).

Observou-se que a maioria das méaes realizou acompanhamento pré-natal
durante a gestacdo (18/21; 85,7%), enquanto uma minoria nao realizou

acompanhamento pré-natal (2/21; 9,5%).

Quanto a ocorréncia de intercorréncias ao longo da gestacao, verificou-se que
parte das maes relatou a presenca de problemas gestacionais (11/16; 68,7%),
incluindo hipertenséo arterial, diabetes gestacional, infecgbes do trato urinério de
repeticdo, estresse elevado e outras condicfes clinicas. As demais mées nao
relataram intercorréncias durante a gestacao (5/16; 31,3%). Em relacdo ao uso de
substancias durante a gestacdo, a maioria das mées negou qualquer uso (12/17,
70,6%). O uso de substancias foi relatado por 5/17 (29,4%) mées, incluindo consumo

de cigarro e bebidas alcodlicas, além de outras substancias ndo especificadas.

O tempo gestacional foi homogéneo entre os participantes, com todos 0s casos
apresentando gestacao a termo, com duracao de 9 meses (21/21; 100%). No que se
refere ao tipo de parto, observou-se predominio de ceséareas (13/21; 61,9%), enquanto
0s partos vaginais corresponderam a 7/21 (33,3%) dos casos.

Tabela 4- Caracteristicas gestacionais e pré-natais dos participantes da pesquisa. Os dados
incluem caracteristicas do parto, tempo gestacional, idade materna, presenca de problemas na

gestacado, uso de substancias e realizacdo de pré-natal. Variaveis categoricas sdo apresentadas como
n (%), e variaveis continuas como mediana (intervalo interquartil, IQR).

Variavel Resultados
Idade materna, mediana (IQR) 31 (19-42)
Realizou pré-natal (sim/n&o), n (%) Sim: 18 (85,7%)

N&o: 2 (9,5 %)

Tempo gestacional, n (%) 9 meses: 21 (100%)
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Variavel Resultados

Forma de parto (normal/cesarea), n (%) Cesaria: 13 (61,9%)
Normal: 7 (33,3%)

Problemas na gestacéo (sim/néo), n (%) Sim: 11 (68,7%)
Nao: 5 (31,3%).

Uso de substancias na gestacao (sim/néo), n (%) Sim: 5 (29,4%)
Nao 12 (70,6%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

1.1.1. Histérico clinico

Quanto ao desenvolvimento neuropsicomotor dos portadores de TEA, a idade
de aquisicao das primeiras palavras (n = 20) ocorreu predominantemente a partir dos
2 anos (8/21; 38,1%) e no intervalo entre 1 ano e 1 ano e 6 meses (8/21; 38,1%) e
antes de 1 ano (5/21; 23,8%). Em rela¢éo ao inicio da marcha (n = 21), observou-se
maior frequéncia entre 1 ano e 1 ano e 6 meses (14/21; 66,7%), seguida de antes de
1 ano (5/21; 23,8%) e a partir dos 2 anos (1/21; 4,8%).

No que se refere as alergias conhecidas (n = 21), 7/21 (33,3%) relataram pelo
menos uma alergia, enquanto 14/21 (66,7%) nado relataram. Além disso, a presenca
de historico familiar de acompanhamento psiquiatrico/neurolégico foi reportada em
9/21 (42,9%) dos casos com informacao disponivel, ao passo que 11/21 (52,4%)
informaram auséncia desse histérico. Por fim, a avaliacdo do perfil comportamental
por meio da escala CARS (n = 19) apresentou mediana de 35 (11Q: 35-36), sugerindo
relativa concentracéo dos escores na amostra avaliada. Os dados estao sintetizados
na tabela abaixo (tabela 5).

Tabela 5- Caracteristicas clinicas e de desenvolvimento dos portadores de TEA. Os dados
incluem desenvolvimento da linguagem e da marcha, historico de alergias e psiquiatrico familiar, e

avaliagdo do comportamento por meio da Escala de CARS. Variaveis categoricas sao apresentadas
como n (%) e variaveis continuas como mediana (intervalo interquartil, IQR).
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Variavel Resultados

Idade das primeiras palavras (meses), n (%) Antes de 1 ano: 5 (23,8%)
Entre 1 ano e 1 ano e 6 meses: 8 (38,1%)
Apbs os 2 anos: 8 (38,1%)

Idade para comecar a andar (meses), n (%) Antes de 1 ano: 5 (23,8%)

Entre 1 ano e 1 ano e 6 meses: 14 (66,7%)
A partir dos 2 anos: 1 (4,8%)

Escore CARS, mediana (IQR) 35 (IQR: 35-36)

Alergia conhecida (sim/néo), n (%) Sim: 7 (33,3%)
N&o: 14 (66,7%)

Historico familiar psiquiatrico (sim/nado), n (%) Sim: 9 (42,9%)
Nao: 11 (52,4%)

Fonte: Elaborado pelo autor (2026)

5.1.3 Distribuicdo geografica

A distribuicdo geografica dos participantes do estudo revelou concentracao
predominante no municipio do Rio de Janeiro e em sua regido metropolitana,
refletindo a area de abrangéncia do atendimento prestado pelo Instituto de Psiquiatria
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IPUB/UFRJ). Os participantes residiam
majoritariamente em bairros da zona norte e zona oeste do Rio de Janeiro, bem como
em comunidades urbanas. Além da capital, observou-se a participacao de individuos

provenientes de municipios da Baixada Fluminense, como Queimados e Mesquita.

De forma pontual, foi registrado um participante residente fora do estado do Rio
de Janeiro, no municipio de Ribeirdo Preto, no estado de S&o Paulo. A figura 10 ilustra
a distribuicdo espacial dos participantes, bem como a localizacdo do IPUB/UFRJ,
permitindo visualizar a concentracdo dos domicilios no estado do Rio de Janeiro e sua
proximidade relativa ao centro de referéncia em salde mental onde o estudo foi

conduzido.



68

oy B R i SARACURUNA
JARDIM
PRIMAVERA
7093] Queiniados MIGUELRCOUTO Guia de
s P
AUSTIN acobaiba
116 {RJ105]
COMENDADOR 040
SOARES [Rr08s] :
r GRAMACHO
Nova'lguacu a2
RJ-H\'
CABUCU MesYuita Si0.J030 dngug &
:+: de Caxias
@] de Meriti e 4 (4) ha do
Nil6polis VQ’UNA X Governador
DC [101)
: PENHA
IRAJA
- Iha do
[101) Loy QBL ojao
SANTISSIMO  BANGU IADUREIRA . 201
NCIA g
OSENADOR RS Niterdi
'SCONCELOS PRAGA SECA £ MEIER 3 :
CAMPO GRANDE v Rio de Janeiro
TAQUARA
Parque FREGUESIA _ TIJUCA
Estadual'da (JACAREPAGUA) Cristo Redentor @ 9
Pedra Branca
SUQRATIES JACAREPAGUA
VARGEM COPACABANA
GRANDE
ROCINHA
ADE BARRA-DA
. TTHA 9 TIJUCA
RECREWO'DOS

BANDEIRANTES T GO0gle My Maps

Figura 10 - Distribui¢éo dos participantes atendidos no IPUB/UFRJ. O mapa mostra a distribuicdo
geografica dos participantes por regides, preservando a privacidade. O IPUB/UFRJ, local de
atendimento, esta indicado com o icone vermelho. Os demais icones representam a residéncia do
bairro de um ou mais participantes, sem expor enderecos exatos (Elaborado pelo autor através do
Google My Maps, 2026).

5.2 Associacdes entre as variaveis sociodemograficas e clinicas e a escala
de CARS
Em funcdo da homogeneidade dos valores, ndo foi possivel identificar

associacfes estatisticamente significativas entre os escores da CARS e variaveis
sociodemogréficas, clinicas e de metilacdo analisadas. A dispersédo reduzida dos
dados limita o poder estatistico das andlises de correlacdo, uma vez que a deteccéo
de relagcbes monotdnicas depende de variabilidade suficiente entre as observacoes.
Assim, os resultados sugerem que, nesta amostra, a escala de CARS nao apresentou
sensibilidade adequada para discriminar gradientes de gravidade que permitissem a

identificagéo de associagdes estatisticas.
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5.3 Metilacdo do DNA naregido -934 em portadores de TEA autistas versus
seus genitores

Com base nos objetivos do presente estudo, foi avaliado o perfil de metilagado
da regido —934 do gene OXTR em portadores de TEA e seus respectivos genitores.
A analise comparativa entre os grupos revelou que os niveis de metilacdo do DNA
apresentaram distribuicdo variavel em ambos os grupos (Figura 11). Os portadores
de TEA apresentaram uma mediana de metilacdo superior a observada nas genitores,
embora com ampla dispersdo dos valores individuais. No grupo de genitores,
observou-se uma distribuicdo mais concentrada, com menores medianas, porém

também com outliers.
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Figura 11 - Distribuicdo dos niveis de metilacdo da regido —934 do gene OXTR em portadores de
TEA e seus genitores. Os valores de metilacdo (%) sdo apresentados como boxplots, com a linha
central indicando a mediana, as caixas representando o intervalo interquartil (Q1-Q3) e as hastes
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indicando os valores minimos e maximos. Os pontos sobrepostos correspondem aos valores individuais
de cada amostra. Em média, os filhos apresentaram A = 1,45% em relagao as genitores (A mediana =
0,73%). A comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (p = 0,2633). Fonte:
Elaborado pelo autor (2026).

A andlise pelo teste de Wilcoxon (W) para amostras pareadas demonstrou
discrepancia estatisticamente significativa entre os niveis de metilacdo entre genitores
e filhos, sendo observados valores consistentemente mais elevados nos portadores
de TEA em comparagao aos seus respectivos genitores, conforme indicado pela soma
exclusiva de ranks positivos (W = 231; p < 0,0001), sendo possivel a visualizacdo na
figura 12. Além da significancia estatistica, observou-se tamanho de efeito elevado na
comparacado pareada entre genitores e filhos (r = 0,88), indicando diferenca

consistente nos niveis de metilacao dessa regido entre amostras pareadas.

Comparacao da metilacao entre filhos e genitores na regiao -934 do gene OXTR
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Figura 12 - Comparacao da metilacdo do DNA entre filhos e genitores na regido -934 do gene
OXTR. Heatmap mostrando o perfil de metilagdo de dois grupos (Filhos e Genitores) na regidao -934
do gene OXTR. A intensidade da cor indica o nivel de metilagdo, onde tons mais escuros representam
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valores mais altos e tons mais claros valores mais baixos. A escala a direita indica os valores absolutos
de metilacdo. A diferenga entre os pares apresentou-se estatisticamente significativa (p < 0,0001).
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Em média, a metilagdo nos filhos foi 1,45% (A médio) maior que nos genitores
(A mediana = 0,73%). Apesar da diferengca, observou-se variagdo individual
consideravel. Algumas diferencas foram altas ou baixas, variando de -24,41% a
36,41%, indicando heterogeneidade biol6gica entre os pares. Esses valores extremos,
representados como pontos isolados no boxplot, reforcam que, embora a tendéncia
geral seja de maior metilacdo nos filhos, a magnitude da diferenca varia
substancialmente entre individuos.

Embora os filhos apresentassem metilagao consistentemente mais elevada em
comparacdo aos genitores, a andalise de correlacdo de Spearman apresentou
correlacéo positiva fraca, mas nao significativa entre os niveis de metilacdo entre pais
e filhos (r_s = 0,30; IC 95% = -0,17 a 0,65; p = 0,19) (Figura 13). Em andlise
complementar, foi realizada regresséao linear simples com o objetivo de avaliar se a
metilacdo dos genitores seria capaz de predizer os niveis de metilacao dos filhos. Nao
foi observada relacéo linear significativa entre as variaveis (Rz = 0,009; p = 0,668),
indicando que a metilacdo dos genitores ndo explica de forma linear a variabilidade

da metilagéo nos filhos, nesta amostragem.
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Figura 13 - Gréfico dos niveis de metilacédo da regido —-934 do OXTR em genitores (eixo Y) e filhos
(eixo X). Cada barra representa um par genitor-filno; a linha diagonal indica igualdade de metilacéo.
Embora os filhos apresentem metilacdo consistentemente mais elevada, a correlacdo de Spearman
nao foi significativa (r_s = 0,30; p = 0,19). Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Entre os pares, dois casos correspondem a irmaos, com diferencas A variando
de —23,25% a —-12,6% no primeiro par e de —11,02% a 3,58% no segundo par. Esses
casos ilustram que, mesmo entre irmaos, a diferenca de metilacdo pode variar
substancialmente, sugerindo que fatores individuais adicionais influenciam os niveis
de metilacdo da regido —934 do OXTR.

Para avaliar se a inclusdo de cada par de irmédos e os genitores poderia
influenciar os resultados, foi realizado um teste de sensibilidade, removendo
temporariamente os genitor-flho com diferencas A mais extremas. Apds essa
exclusdo, a analise pareada pelo teste de Wilcoxon permaneceu estatisticamente
significativa (W = 190, p < 0,0001), indicando que os filhos apresentaram
consistentemente metilacdo mais elevada que as genitores. O A médio nos pares
restantes foi de 3,41%, a A mediana de 3,58%, com intervalo de A variando de —
24,41% a 36,41%, evidenciando ainda heterogeneidade individual. A correlacéo de
Spearman apresentou r_s = 0,41 (p = 0,081), ndo atingindo significancia, sugerindo

que a variagao individual entre genitores e filhos continua pouco relacionada. Esses
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achados indicam que a presenca de irmdos ndo alterou significativamente as

conclusdes gerais, reforcando a robustez dos resultados observados.

5.4 Metilacdo do DNA na regido -934 e correlacéo variaveis
sociodemogréficas e clinicas.

As associacdes entre os niveis de metilacdo do DNA da regido génica
analisada e variaveis sociodemograficas e clinicas foram avaliadas por meio de testes
de correlacdo ou comparacédo entre grupos, de acordo com a natureza das variaveis.
Para variaveis continuas, foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman. Para
variaveis categéricas com dois grupos independentes, foram aplicados os testes de
Mann-Whitney ou Kolmogorov—Smirnov, conforme apropriado.

5.4.1 lIdade

A correlacdo entre a idade da crianca e os niveis de metilagdo do DNA no sitio
CpG -934 do gene OXTR foi avaliada, ndo sendo observada associacao significativa
entre as variaveis (r = 0,056; p = 0,809). A analise de regressao linear corrobora esse
achado, uma vez que o modelo nao foi significativo (F = 0,01; p = 0,918), apresentando
coeficiente de determinagéo baixo (R? = 0,0006), indicando auséncia de relacao linear

entre a idade e a metilacdo do OXTR na amostra analisada. (Figura 14).
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Figura 14 - Associacéo entre a idade das criangcas com TEA e os niveis de metilacdo do DNA no
sitio CpG -934 do gene OXTR. Gréfico de disperséo representando a relacao entre a idade das
criancas diagnosticadas com transtorno do espectro autista (TEA) (eixo x) e os niveis de metilacdo do
DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR (eixo y). Cada barra corresponde a um individuo analisado. A
associagdo entre as variaveis foi avaliada por meio do teste de correlacdo de Spearman, ndo sendo
observada correlacéo significativa entre a idade e os niveis de metilag&o. A linha continua representa
0 ajuste de regressao linear utilizado apenas para visualizagdo da tendéncia dos dados, enquanto as
linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianca de 95%. Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A associacédo entre a idade dos genitores e os niveis de metilacdo do DNA no
sitio CpG —934 do gene OXTR também foi avaliada por meio do teste de correlacdo
de Spearman. Observou-se uma correlacao negativa de magnitude moderada, porém
nao estatisticamente significativa, entre as variaveis (r = -0,440; p = 0,068), indicando
uma tendéncia de reducdo da metilacdo do OXTR com o aumento da idade dos

genitores, sem evidéncia robusta de associagdo monotonica na amostra analisada.

A andlise de regresséo linear simples indicou que a idade dos genitores
explicou aproximadamente 17,7% da variabilidade nos niveis de metilagdo do OXTR

(R?2 = 0,177). Entretanto, o coeficiente angular ndo diferiu significativamente de zero
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(F(1,16) = 3,45; p = 0,082), corroborando a auséncia de associacao estatisticamente

significativa entre as variaveis (Figura 15).
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Figura 15 - Associagao entre idade dos genitores e metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do gene
OXTR. Grafico de dispersao ilustrando a relagéo entre a idade dos genitores (eixo x) e 0s niveis de
metilacdo do DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR (eixo y). Cada barra representa um individuo. A
correlacdo entre as variaveis foi analisada por meio do teste de correlacdo de Spearman, evidenciando
uma associacdo negativa moderada, mas ndo significativa. A linha continua corresponde ao ajuste de
regressao linear para fins ilustrativos, e as linhas pontilhadas representam o intervalo de confianca de
95%. Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A associacdo entre a idade materna durante a gestacdo e 0s niveis de
metilacdo do DNA foi avaliada, sendo observada uma correlacdo negativa moderada
e estatisticamente significativa (r = -0,512; p = 0,025). Esse resultado indica que
maiores idades maternas durante a gestagéo estiveram associadas a menores niveis
de metilacdo do OXTR nos filhos. A analise de regresséo linear simples foi realizada

de forma complementar e ndo demonstrou significancia estatistica (F = 3,36; p =
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0,084; Rz = 0,165), sugerindo que a relacdo observada ndo segue um padrao linear

estrito (Figura 16).
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Figura 16 - Associacdo entre idade materna durante a gestagao e metilagao do DNA no sitio CpG
-934 do gene OXTR em criancas. Gréfico de dispersdo representando a relacdo entre a idade
materna durante a gestagéo (eixo x) e os niveis de metilacdo do DNA no sitio CpG —934 do gene OXTR
nas criangas (eixo y). Cada barra corresponde a um individuo analisado. A associa¢do entre as
variaveis foi avaliada por meio do teste de correlacdo de Spearman, indicando uma correlacdo negativa
moderada. A linha continua representa o ajuste da regressao linear utilizado apenas para visualiza¢do
da tendéncia dos dados, enquanto as linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianga de 95%.
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

5.4.2 Sexo eraca

A metilagado do DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR foi comparada entre 0os
portadores de TEA do sexo masculino e feminino por meio do teste de Mann—Whitney.
Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,0246), com
individuos do sexo masculino apresentando niveis mais elevados de metilacao
(mediana = 13,01%; n = 13) em comparacéao as do sexo feminino (mediana = 5,44%;

n = 8) (Figura 17). Como analise complementar, foi realizada correlacdo de Spearman
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entre sexo e metilacdo, confirmando associagao negativa moderada (r = -0,502; p =

0,020), confirmando menores niveis de metilacdo associados ao sexo feminino.
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Figura 17- Comparagéao dos niveis de metilagdo do DNA no sitio CpG —-934 do gene OXTR entre
criancas do sexo masculino e feminino. Gréfico de barras representando os niveis de metilacdo do
DNA (%5mC) no sitio CpG -934 do gene OXTR em criangas diagnosticadas com transtorno do
espectro autista (TEA), estratificadas de acordo com o sexo bioldégico. As barras representam a
mediana dos valores de metilagdo em cada grupo, e as hastes indicam a dispersdo dos dados. A
comparacao entre 0s grupos masculino e feminino foi realizada por meio do teste ndo paramétrico de
Mann—-Whitney, sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre os sexos (p < 0,05),
indicada pelo asterisco. Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

As diferengas nos niveis de metilacdo do DNA nessa regido entre 0s grupos
de racga/cor dos portadores com TEA foram avaliadas por meio do teste de Kruskal—
Wallis. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
medianas de metilacdo entre os grupos analisados (H = 1,311; p = 0,539), indicando
que a variavel raca/cor ndo esteve associada aos niveis de metilagcdo do OXTR na

amostra estudada (Figura 18).
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Figura 18 - Metilacdo do OXTR em portadores de TEA segundo raca/cor. Grafico de barras
representando os niveis de metilagdo do DNA (%5mC) no sitio CpG -934 do gene OXTR em criangas
com TEA, de acordo com a raga/cor. As barras correspondem a medida de tendéncia central e as
hastes a variabilidade. A comparacédo entre os grupos foi realizada por teste de Kruskal-Wallis, ndo
assumindo distribuicdo normal dos dados, considerando-se um nivel de significAncia de 5% (p > 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

Resultado semelhante foi observado ao se analisar a raga/cor dos genitores
em relacdo a metilacdo do DNA dos proprios genitores. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos raciais (H = 3,072; p =
0,2240), indicando que a metilagcdo do OXTR nos genitores n&o variou de acordo com

a raca/cor na amostra analisada (Figura 19).
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Figura 19 - Metilacdo do OXTR em genitores segundo raca/cor. Gréfico de barras mostrando os
niveis de metilagdo do DNA (%5mC) no sitio CpG —-934 do gene OXTR em genitores, estratificados por
raca/cor autodeclarada. As barras representam a medida de tendéncia central, com hastes indicando
a dispersao dos dados. As diferencgas entre os grupos foram avaliadas por teste de Kruskal-Wallis, ndo
assumindo distribuigcdo normal dos dados, considerando-se um nivel de significAncia de 5% (p > 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

5.4.3 Variaveis gestacionais e perinatais

A relacdo entre o tipo de parto (parto normal ou cesariana) e 0s niveis de
metilacdo do DNA no sitio CpG —934 do gene OXTR em criancas com TEA foi avaliada
por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,077). As criangas nascidas por
parto normal apresentaram mediana de metilagéo de 7,30% (n = 7), enquanto aquelas
nascidas por cesariana apresentaram mediana de 10,75% (n = 13). A diferenca
absoluta entre as medianas foi de 3,45%, assim é possivel observar uma tendéncia
de maiores niveis de metilagcdo em criancas nascidas por parto cesariana e maiores

niveis de metilagédo (Figura 20).
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Figura 20- Metilacdo do OXTR segundo o tipo de parto. Gréafico de barras comparando os niveis de
metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR em criangas nascidas por parto normal e
cesariana. As barras representam a mediana e as hastes a variabilidade dos dados. A comparacéo
entre os grupos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, ndo sendo observada diferenca
estatisticamente significativa (ns). Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

De forma exploratoria, foi realizada uma analise de correlacdo de Spearman
apos codificacao binaria do tipo de parto (1= normal e 2 = cesaria), a qual indicou uma
correlacdo positiva moderada (r = 0,458; p = 0,048). No entanto, a andlise de
regressdo linear correspondente ndo apresentou inclinacdo significativamente
diferente de zero (p = 0,085), e o intervalo de confianca do coeficiente angular incluiu

valores nulos, indicando instabilidade da associacgéo.

A associacdo entre a ocorréncia de problemas gestacionais maternos e 0s

niveis de metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do gene OXTR nos filhos foi avaliada
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por meio do teste ndo paramétrico de Mann—-Whitney. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos de méaes que apresentaram problemas
durante a gestacéo e aquelas sem intercorréncias gestacionais (p = 0,149). Os filhos
de mées que relataram problemas gestacionais apresentaram mediana de metilagcédo
de 13,01% (n = 11), enquanto os filhos de mées sem problemas gestacionais
apresentaram mediana de 6,48% (n = 6). Apesar da auséncia de significancia
estatistica, observou-se uma tendéncia a maiores niveis de metilacdo no grupo
exposto a problemas gestacionais maternos, com diferenga de medianas de -6,54%
(Figura 21)
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Figura 21 - Associacdo entre problemas gestacionais e metilagdo do OXTR no filho. Grafico de
barras mostrando os niveis de metilagao do DNA no sitio CpG —934 do gene OXTR em filhos de méaes
com e sem relato de problemas durante a gestacdo. As barras representam a mediana, com hastes
indicando a dispersdo dos dados. A analise foi conduzida utilizando o teste de Mann—-Whitney, nao



82

sendo observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (ns). Fonte: Elaborado
pelo autor (2026).

De forma semelhante, a associacdo entre o histérico materno de uso de
substancias durante a gestacao e os niveis de metilacdo do DNA nessa regido nos
filhos foi avaliada por meio do teste ndo paramétrico de Mann—-Whitney. Néo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,559). Os
filhos de maes que relataram uso de substancias durante a gestacdo apresentaram
mediana de metilacdo de 11,85% (n = 5), enquanto os filhos de maes sem histérico
de uso apresentaram mediana de 9,99% (n = 14). A diferenca entre as medianas foi
de -1,86%, indicando auséncia de variacdo relevante nos niveis de metilagao

associada ao uso de substancias na amostra analisada (Figura 22).
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Figura 22 - Associacao entre uso de substancias durante a gestacdo e metilacdo do OXTR no
filhno. Gréafico de barras representando os niveis de metilacdo do DNA no sitio CpG -934 do gene
OXTR em filhos de m&es com e sem histérico de uso de substéncias durante a gestacdo. As barras
indicam a mediana e as hastes a variabilidade dos dados. A comparacao entre os grupos foi realizada
pelo teste de Mann—Whitney, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa (ns). Fonte:
Elaborado pelo autor (2026).

5.4.4 Historico clinico

As diferencas nos niveis de metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do gene
OXTR em relagéo a idade de inicio da fala dos portadores de TEA foram avaliadas
por meio do teste de Kruskal-Wallis. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as medianas de metilagdo entre 0s grupos

definidos pelas faixas etarias de aquisi¢do da fala (H = 1,051; p = 0,607) (Figura 23).
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Figura 23 - Associacao entre a idade de inicio da fala e os niveis de metilagdo do DNA no sitio
CpG -934 do gene OXTR em criancas e adolescentes com TEA. O grafico apresenta a distribuicdo
dos niveis de metilacdo (%5mC) de acordo com a idade de inicio da fala, categorizada em antes de 1
ano, entre 1 ano e 1 ano e 6 meses, e apés os 2 anos. Cada ponto representa um individuo, enquanto
as barras indicam a mediana e a dispersdo dos dados. Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre as medianas dos grupos (teste de Kruskal-Wallis, p = 0,607).
Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

De forma semelhante, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as medianas de metilacdo entre os grupos definidos pelas faixas
etarias de aquisicdo da marcha (H = 1,674; p = 0,522) (Figura 24), indicando que, na
amostra estudada, o inicio da marcha e o inicio de fala ndo esteve associado aos

niveis de metilacdo do OXTR.
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Figura 24 - Associagao entre a idade de inicio da marcha e os niveis de metilagdo do DNA no
sitio CpG -934 do gene OXTR em criancas e adolescentes com TEA. O gréfico apresenta a
distribuicao dos niveis de metilagédo (%5mC) de acordo com a idade de inicio da marcha, categorizada
em antes de 1 ano, entre 1 ano e 1 ano e 6 meses, e apés 0s 2 anos. Cada ponto representa um
individuo, enquanto as barras indicam a mediana e a dispersdo dos dados. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as medianas dos grupos (teste de Kruskal-Wallis, p =
0,522). Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

A associacdo entre a presenca de histérico familiar de acompanhamento
psiquiatrico e/ou neuroldgico e os niveis de metilagdo do DNA no sitio CpG -934 do
gene OXTR nos portadores de TEA foi avaliada por meio do teste de Mann—-Whitney.
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos com
historico familiar (mediana = 10,75; n = 9) e sem historico familiar (mediana = 9,23; n
=11) (U = 47; p = 0,8820) . A diferenca entre as medianas foi de ~1,5%, indicando
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auséncia de variacdo relevante nos niveis de metilacdo associada ao uso de

substancias na amostra analisada (Figura 25).
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Figura 25 - Comparacdo dos niveis de metilacdo do DNA (%5mC) no sitio CpG -934 do gene
OXTR em portadores de TEA com e sem histérico familiar psiquiatrico/neurolégico. Os dados
estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil representados por barra, com 0s pontos
individuais representando cada participante. A comparacdo entre os grupos foi realizada por meio do
teste de Mann-Whitney, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente significativas entre as

medianas (p > 0,05). Fonte: Elaborado pelo autor (2026).

6 DISCUSSAO

Atualmente, biomarcadores cerebrais e epigenéticos vém sendo propostos
para lidar com a heterogeneidade do TEA, embora sua contribuicdo para
classificacdo, especialmente em relagdo a comportamentos atipicos a estimulos
sensoriais, ainda seja amplamente desconhecida (Cheong et al., 2025). Assim, 0
OXTR é sustentado como candidato central para investigagdo no TEA porque o

sistema ocitoninérgico esta intimamente ligado a sociabilidade, ao processamento de
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sinais sociais e a motivacdo social, enquanto o proprio TEA é marcado por prejuizos
nesses dominios (Evenepoel et al., 2023; Hopkins et al., 2023; Israel et al., 2009).
Nesse contexto, a metilacdo de sitios CpG préximos a regido promotora do OXTR é
apresentada como variavel na populacdo, com associagdo a fenotipos

comportamentais (Puglia et al., 2015).

Assim sendo, o presente estudo investigou o padrdo de metilacdo do DNA no
sitio CpG -934 do gene do receptor de ocitocina (OXTR) em portadores de Transtorno
do Espectro Autista (TEA) e seus respectivos genitores, em uma amostragem
brasileira, explorando, ainda, sua associacdo com variaveis sociodemograficas,
gestacionais, perinatais e clinicas. De modo geral, os resultados apontam para um
perfil epigenético diferencial entre geracdes, caracterizado por niveis
consistentemente mais elevados de metilacdo nos portadores de TEA em comparacao
aos genitores, ao passo que algumas variaveis analisadas, embora indiquem
tendéncias, ndo apresentaram associacfes estatisticamente significativas com esse

marcador.

Um marco na area dos estudos envolvendo o gene OXTR e autismo por anélise
epigenética da regido promotora, foi o trabalho de Gregory et al. (2009),
gue simultaneamente analisou uma regido do terceiro intron do gene, descrevendo
hipermetilacdo em grupos independentes com autismo em comparacao a controles,
tanto em células mononucleares do sangue periférico quanto no coértex temporal
(Gregory et al., 2009).

Nesse estudo, a regido MT2, localizada em uma ilha CpG sobreposta aos
éxons 1, 2 e 3 foi previamente implicada em expressao tecido-especifica do OXTR,
conectando diretamente o desenho epigenético ao controle regulatério do gene
(Gregory et al., 2009; Maud et al., 2018). A segunda ilha CpG é descrita como
localizada no terceiro intron, previamente definida como fragmento EcoRI-Kpnl
menos metilado em DNA miometrial do que em leucdcitos periféricos, e essa ilha
intrénica foi descrita como fortemente metilada em todos os membros de uma familia
analisada (Gregory et al., 2009; Muzimoto et al., 1997).

No entanto, na regido que sobrepde os éxons 1-3, varios CpGs diferiram em
metilacdo, com destaque para posi¢cbes —959, —-934, -924, -901 e -860, e o irmao

afetado do probando exibiu alta metilacdo especialmente em —-934, -924 e -901. E
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enfatizado que os CpGs -934 e —-924 mostraram os maiores aumentos de metilacédo
entre irmao autista e pai ndo autista, sustentando a hipétese de que hipermetilacéo
em residuos criticos pode contribuir para o silenciamento génico e susceptibilidade.
Os achados da presente pesquisa foram consistentes com o estudo de Gregory et al.
(2009) ao observar niveis de metilacéo significativamente mais elevados no sitio CpG
-934 do OXTR nos portadores de TEA quando comparados aos seus respectivos

genitores, especialmente quando analisados de forma pareada.

Como citado anteriormente, a metilacdo da regido promotora do OXTR é
variavel na populacdo. Em uma amostra de adultos saudaveis, a metilacdo do sitio
CpG -934 foi avaliada como sitio funcional previamente demonstrado como
impactante na expressao génica, com variacdo de 33% a 72% e diferenca por sexo,
com mulheres apresentando niveis médios maiores que homens, enquanto idade néo
foi preditor significativo (Puglia et al., 2015 ). De forma semelhante, o atual estudo nédo
observou associacdo significativa entre a idade cronoldgica dos portadores com TEA

e os niveis de metilagdo do CpG -934.

O estudo de Jack, Conelly e Morris, (2012) demonstrou que a associacao entre
a metilacdo do CpG -934 do OXTR e a ativacdo de regides cerebrais envolvidas na
percepc¢ao social, como a juncao temporoparietal e o cortex cingulado anterior dorsal,
foi modulada pela idade dos participantes, sendo mais evidente em individuos mais
velhos. De forma complementar, Kumsta et al. (2013) observaram que a metilagéo do
OXTR néo se associou a tragos de insensibilidade emocional em criangas mais jovens
(3—8 anos), mas apresentou associacado positiva com esses tracos em criancas mais
velhas (9-16 anos), indicando um efeito dependente da idade no relacionamento entre

metilacdo do OXTR e fen6tipos comportamentais.

No entanto, a identificacdo de associacao significativa entre sexo e metilagao
observada nos portadores de TEA, com maiores niveis de metilacdo em individuos do
sexo masculino, merece destaque, em contrapartida aos estudos de Puglia et al.
(2015) e associado ao estudo de Gregory et al. (2009) em analises de PBMCs
demonstrando maior nivel de metilacdo nesse sitio CpG e menor expressao do
receptor nos participantes do sexo masculino em autistas em relagdo ao controle. Da
mesma forma, Andari e Rilling (2020) relataram aumento de metilacdo na regido em

autistas do sexo masculino comparados com neurotipicos. Estudos mais recentes
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com amostras pareadas por sexo, como o de Wieting et al. (2023) nao identificaram
diferencas significativas na metilacdo do OXTR entre homens e mulheres, indicando
que efeitos sexo-dependentes nédo s&o consistentes em todos 0s contextos

experimentais.

De maneira geral, no presente estudo, tanto nos portadores de TEA quanto nos
genitores a regido analisada apresentou hipometilacdo e presenca de ampla
variabilidade individual. De forma semelhante, Yuksel et al. (2016), adotando
abordagem correlata ao trabalho em questdo, utilizando amostras de
sangue exploraram blocos regulatorios do promotor agrupados como MT1-MT4,
utilizando sitios Hpall sensiveis a metilacao para inferir padrées em criancas com TEA
e controles. Nesse desenho, foi descrita frequéncia de metilagdo menor em TEA em
MT1l e MT3 em comparagdo aos ndo autistas, com diferengas estatisticamente
significativas, enquanto MT2 e MT4 nao diferiram entre os grupos, sendo encontrada
uma hipometilacdo relativa, e MT4 foi descrito como altamente ndo metilado em
ambos os grupos (Yuksel et al., 2016). J& estudos como o de Gregory et al. (2009),
Andari e Rilling (2020) e Kumsta et al. (2013), relataram em amostras de criangas e
adultos com autismo aumento de metilacdo nessa regidao quando comparados com

controle.

Nesse contexto, estudos apontam que tanto hipermetilacdo quanto
hipometilacdo do OXTR j& foram descritas em TEA, dependendo da idade da amostra,
do tecido analisado e do conjunto de CpGs investigados (Yuksel et al., 2016;
Moerkerke et al., 2021; Evenepoel et al., 2023), o que ndo sugerem um padréo unico
ou uniforme, mas sim a ideia de que o CpG —-934 se insere em um contexto regulatoério
complexo e modulavel. A exemplo disso, mesmo entre irméos, foram observadas, no
estudo em questdo, diferencas substanciais nos niveis de metilacdo, reforcando o
carater individualizado dessas marcas epigenéticas, como ja discutido por Gregory et

al. (2009) em analises familiares.

No campo especifico da metilacdo do OXTR em TEA, ha descricdes de
resultados divergentes, incluindo padrdes de hipermetilacdo em adultos e achados de
hipometilacio em criangas, 0 que sugere dependéncia do estadgio de
desenvolvimento, do tecido analisado e dos sitios CpG investigados (Evenepoel et al.,

2023; Moerkerke et al., 2021; Andari; Rilling et al., 2020). Revisfes descrevem que as
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evidéncias ainda sdo escassas e heterogéneas, e também apontam limitacbes
relacionadas a idades, classificacdes diagnosticas, tecidos, sitios CpG e técnicas

analiticas (Moerkerke et al., 2021).

Niveis mais elevados de metilacdo do OXTR foram associados a aumento de
atividade da amigdala e de regibes envolvidas em percepcdo facial durante
visualizacdo de expressdes negativas, aléem de atenuacdo da conectividade entre
sistemas neurais de suporte a percep¢do social e niveis mais baixos de metilacdo
foram propostos como indicativos de maior capacidade de utilizacdo de ocitocina
disponivel por aumento de expressdo do receptor, associando menor metilacdo a
menor ativacao amigdalar frente a estimulos de raiva e medo e a maior conectividade

entre amigdala e insula esquerda (Puglia et al., 2015).

E descrito que hipermetilagio em regides do OXTR foi associada a menor
conectividade funcional entre areas envolvidas em teoria da mente e que medidas de
metilacdo se relacionaram a escalas quantitativas de responsividade social. (Andari et
al., 2020; Moerkerke et al., 2021). Também é descrito que a hipermetilacdo do OXTR
em tecidos periféricos pode associar-se a diminuicdo de expressdo do gene no
cérebro, reforcando a importancia de integrar tecido, desenvolvimento e funcéo
(Andari; Rilling et al., 2020).

Estudos mais recentes utilizando sequenciamento de leitura curta néo
identificaram diferencas significativas na metilacdo de CpGs do éxon 3 nem da regido
MT2 do OXTR entre adultos com autismo de alto funcionamento e controles pareados,
incluindo CpGs frequentemente descritos na literatura como -934 e —-924 (Wieting et
al., 2023). Outros trabalhos associaram a metilacdo do OXTR a endofendtipos neurais
relacionados a cognicdo social, demonstrando correlacdo entre maior metilagdo no
CpG -934 e maior ativagao da jungao temporoparietal e do cértex cingulado anterior

dorsal durante tarefas de percepcao social (Jack; Connelly; Morris, 2012).

A abordagem experimental baseada em digestdo com enzimas sensiveis a
metilagdo e PCR semiquantitativa foi usada para inferir maior metilagédo em tecido néo
expressivo em comparacdo a tecidos indutiveis com destaque de diferencas
particularmente marcantes no fragmento MT2 (Kusui et al., 2001). E descrito, ainda,

gue dentro da regido do OXTR h& um trecho rico em CpG de ~140 a +2300, e que a
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porcdo +176 a +581 é menos metilada em tecidos que expressam OXTR do que em
tecidos ndo expressivos, com efeitos de demetilacdo associados a aumento de mRNA
em linha celular HepG2 (Kimura et al., 2003). No recorte de tecido-especificidade,
estudos destacaram que o estado de metilacdo dentro de ilhas CpG do OXTR varia
entre tecidos como leucdcitos periféricos, miométrio e figado (Kusui et al., 2001;
Kimura et al., 2003).

Intervencgdes farmacoldgicas também indicam que a metilacdo do OXTR pode
ser dindmica. Estudos com administragdo intranasal de oxitocina demonstraram
reducao significativa da metilagdo do CpG -924, sem efeitos consistentes em CpGs
adjacentes como -934 e -914, sugerindo respostas sitio-especificas a modulacéo
ocitoninérgica (Moerkerke et al., 2024). Evidéncias adicionais indicam que alteracdes
epigenéticas do OXTR podem estar associadas a condicdes como ansiedade social,
depressdao, transtorno obsessivo-compulsivo e esquizofrenia, reforcando o papel do
OXTR como gene de vulnerabilidade neuropsiquiatrica (Wei et al., 2023; Towers et
al., 2018; Kumsta et al., 2013; Park et al., 2019).

Esses achados, ao enfatizar regides diferentes e padrdes distintos, reforcam a
ideia de que a direcéo do efeito pode depender fortemente do recorte do sitio/regido
analisada e do contexto amostral (Yuksel et al., 2016; Moerkerke et al., 2021;
Evenepoel et al., 2023). De modo coerente com essa leitura, uma revisao descreveu
que, entre 0s poucos estudos comparando diretamente TEA e controles, resultados
parecem contraditérios no agregado, mas parte da inconsisténcia se reduz quando se
observa que diferentes trabalhos investigaram tecidos e regides CpG distintas, com

possivel efeito do desenvolvimento (Moerkerke et al., 2021).

As andlises envolvendo variaveis gestacionais e perinatais ndo evidenciaram
associacOes estatisticamente significativas com os niveis de metilagdo do CpG -934.
Ainda assim, foram observadas tendéncias, incluindo maiores medianas de metilacédo
em criangas nascidas por cesariana ou expostas a intercorréncias gestacionais, bem
como uma correlagéo positiva moderada entre os niveis de metilagcéo e o tipo de parto.
Ademais, o presente estudo identificou uma correlacdo positiva fraca, embora néo
estatisticamente significativa, entre os niveis de metilacdo dos genitores e de seus
respectivos filhos. Embora n&o haja na literatura relatos entre essas associagoes, a

relacdo entre metilacdo do OXTR e desfechos do desenvolvimento aparece em
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contextos perinatais especificos, como prematuridade, em que metilacdo maior no
promotor de OXTR em membranas fetais foi descrita em partos pré-termo em
comparacao ao termo, independentemente do trabalho de parto, e foi descrito
aumento de OXTR em forma modificada e aumento de marcacéo peptidica, sugerindo

complexidade entre metilacdo, mMRNA e proteina. (Behnia et al., 2015).

Além disso, a relacdo entre estresse gestacional e metilacdo do OXTR foi
explorada em diferentes estudos com resultados divergentes. Rijlaarsdam et al. (2018)
investigaram multiplas dimensfes do estresse materno pré-natal, incluindo
psicopatologia materna, comportamentos de risco e uso de substancias, e nao
encontraram associagao significativa entre estresse pré-natal e metilacdo do OXTR
no sangue do corddo umbilical, contrariando hipétese de que a metilacdo do OXTR
mediaria a relagdo entre estresse gestacional e tracos autistas na crianga. Em
contraste, Stocorro et al. (2023), com base no arcabouco teérico das Origens
Desenvolvimentais da Saude e da Doenca (DOHaD), relataram que fatores
ambientais pré-natais, como estresse psicossocial materno, tabagismo e exposicao a
poluentes e metais, estiveram associados a alteragbes na metilacdo do DNA
placentario, incluindo hipometilacdo do OXTR na placenta, na mucosa oral materna e

em recém-nascidos.

Esses autores destacam que a relacdo entre metilacdo e expressdao nem
sempre € direta, e que o estudo avaliou apenas uma regido do promotor, levantando
a possibilidade de que outras regides tenham associacdo mais direta com expressao
e niveis proteicos (Behnia et al., 2015). Além disso, as marcas epigenéticas podem
ser parcialmente reprogramadas durante o desenvolvimento e moduladas por
exposicées ambientais e contextuais pés-natais (Towers et al., 2018; Liu et al., 2021).

Algumas maes relataram no estudo em questéo niveis glicémicos elevados ao
longo da gestacdo, nesse sentido ja foi descrito que hiperglicemia pode suprimir
atividade do promotor do OXTR em uma faixa de —1100 a —900, e que essa supressao
envolve alteracbes epigenéticas mediadas por estresse oxidativo, com implicacdes
herdaveis e impacto comportamental na prole. A deficiéncia pré-natal de OXTR
potencializa déficits sociais associados ao diabetes materno, sustentando a concluséo
de que supressdo de OXTR induzida por diabetes materno contribui para déficits

sociais na prole (Liu et al., 2021).
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Além disso, no presente estudo, ndo foram observadas associacfes entre 0s
niveis de metilacdo do CpG -934 e os marcos do desenvolvimento motor e de
linguagem, nem com os escores da escala CARS. Vale ressaltar que até o momento,
nenhuma relagdo entre essas variaveis foi relatada na literatura. Ademais, a
homogeneidade dos escores de CARS limita a capacidade de detectar associacbes

estatisticas.

Uma outra camada de regulagdo epigenética nesse gene também é descrita
na literatura, no &mbito da regulagéo intrénica. O terceiro intron do OXTR é destacado
como regido extensa, com mais de 10 kb entre regibes codificadoras, e com
evidéncias de metilacdo diferencial e interacdo com proteinas nucleares supressoras
(Muzimoto et al., 1997; Kimura et al., 2003).

E descrito que a supressdo génica pode ser tdo importante quanto a ativag&o
por fatores de transcricdo na regulacdo do OXTR, e o intron 3 foi proposto como
envolvido nessa regulacao por mediar interacdo de proteinas supressoras associadas
a metilacdo (Muzimoto et al., 1997). No estudo do intron 3, a metilacao diferencial foi
localizada em sitios Hpall/Mspl no fragmento Kpnl-EcoRlI (1,5 kb), com hipometilacéo
no miométrio e perfil mais hipermetilado em leucécitos periféricos, que ndo expressam
o gene (Muzimoto et al.,, 1997). Essa linha é complementada por discussées que
apontam a importancia do intron 3 para regulacdo transcricional, inclusive por
evidéncias de padrdes diferenciais de metilacéo e ligacdo a proteinas nucleares na
regido (Kimura et al., 2003).

Por fim, a relevancia de mecanismos epigenéticos se fortalece ao considerar
gue a metilacdo do DNA no OXTR é variavel na populacao, pode reduzir transcricao
e aparece associada tanto a condi¢cdes psiquiatricas quanto a fenétipos sociais e
neurais de processamento socioemocional (Kumsta et al., 2013; Towers et al., 2018;
Pierzynowska et al., 2023). Ao mesmo tempo, a literatura descreve que a diregéo e a
localizag&o dessas alteragdes variam com idade, tecido e regidao do gene, incluindo
regides promotoras criticas como MT2 e CpGs especificos como —934, assim como
elementos supressores intrénicos no intron 3 (Gregory et al., 2009; Kusui et al., 2001;
Muzimoto et al., 1997; Kimura et al., 2003; Yuksel et al., 2016; Moerkerke et al., 2021;
Moerkerke et al., 2024).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo investigou o padrdo de metilacdo do DNA na regido
regulatoria —934 do gene do receptor de ocitocina (OXTR) em criancas e adolescentes
com Transtorno do Espectro Autista (TEA) e em seus respectivos genitores,
explorando sua associa¢do com variaveis sociodemograficas, gestacionais, perinatais

e clinicas.

Os resultados demonstraram que os portadores de TEA apresentaram niveis
de metilagéo significativamente mais elevados nessa regido quando comparados aos
seus genitores, especialmente nas andlises pareadas, indicando uma diferenca
epigenética consistente entre geracdes. A auséncia de correlacéo significativa entre
os niveis de metilacdo de genitores e filhos sugere que a metilagao da regiao -934 do
OXTR ndo segue um padrao de heranca epigenética direta, reforcando a hipétese de
que fatores ambientais e contextuais atuantes em periodos criticos do
desenvolvimento possam exercer papel relevante na modulacéo epigenética desse

gene.

Adicionalmente, observou-se que a idade dos genitores apresentou tendéncia
a reducao dos niveis de metilacdo, enquanto a idade materna durante a gestacéo
esteve associada a menores niveis de metilacdo nos filhos, indicando possivel
influéncia do contexto gestacional na programacao epigenética do OXTR. Diferencas
significativas entre os sexos foram identificadas, com maiores niveis de metilagao
observados em individuos do sexo masculino, achado que dialoga com a maior
prevaléncia do TEA nesse grupo e com a sensibilidade do sistema oxitocinérgico a

influéncias hormonais e ambientais.

Embora varidveis gestacionais, perinatais e clinicas, como tipo de parto,
intercorréncias gestacionais, uso de substancias, marcos do desenvolvimento e
historico familiar psiquiatrico, ndo tenham apresentado associagdes estatisticamente
significativas com os niveis de metilacdo, tendéncias observadas reforcam a
relevancia bioldgica dessas exposi¢des e indicam a necessidade de investigacdes

futuras com maior poder estatistico.

A homogeneidade dos escores da escala CARS limitou a identificagdo de

associacdes entre a gravidade do fenétipo comportamental e os niveis de metilagéo
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do OXTR, sugerindo que, nesta amostra, a escala apresentou sensibilidade reduzida

para discriminar gradientes clinicos associados a variacdes epigenéticas.

Do ponto de vista cientifico, os resultados deste estudo reforcam a relevancia
da regido em estudo como um elemento epigeneticamente sensivel no contexto do
TEA . A utilizacdo de um desenho pareado genitor—filho contribui para a
compreensao da correspondéncia intergeracional dos padrbes de metilacéo,
ampliando a discussdo sobre mecanismos de programacdo precoce do
neurodesenvolvimento. Esses achados acrescentam evidéncias a literatura ao
integrar aspectos genéticos, epigenéticos e contextuais, especialmente em uma
populacao brasileira ainda pouco representada em estudos epigenéticos. Do ponto
de vista clinico, embora os resultados ndo permitam aplicacdo diagnéstica imediata,
eles sustentam o potencial da metilagcdo do DNA como biomarcador complementar
para compreensao da heterogeneidade fenotipica do espectro autista e para futuras
estratégias de estratificacdo de risco.

Apesar da relevancia dos achados apresentados, algumas limitacGes
metodoldgicas devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. O
delineamento transversal do estudo ndo permite estabelecer relacdes causais entre
os padrdes de metilacdo do gene OXTR e o TEA, restringindo as inferéncias a
associa¢cdes observadas no momento da coleta. Além disso, o tamanho amostral
relativamente reduzido pode limitar o poder estatistico das analises e a
generalizacdo dos resultados para outras populacdes. Ademais, informacdes
clinicas e ambientais autorrelatadas estdo sujeitas a vieses de memdria ou
subnotificacdo, devendo ser interpretadas com cautela.

Estudos futuros priorizando amostras maiores e mais diversas, possibilita
analises estratificadas por sexo, idade e perfis clinicos, bem como maior poder
estatistico para a deteccao de associacdes. Delineamentos longitudinais poderéo
esclarecer a estabilidade dos padrdoes de metilacdo do gene OXTR ao longo do

desenvolvimento e sua relagcdo com trajetdrias clinicas e comportamentais.
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