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RESUMO

O nivel de serotonina plaquetéria foi determinada por método de radioimunoensaio (RIA), num
grupo de doentes autistas e num grupo de controlo. Foram estudados trinta e seis doentes autistas (28 do
sexo masculino e 8 do sexo feminino) todos com atraso mental profundo, € um grupo de controlo de
23 individuos (12 do sexo masculino € 11 do sexo feminino). Os niveis de serotonina foram significati-
vamente mais elevados nos doentes (média * desvio padrfo) (88,37 mmol/dl £ 40,38) do que no grupo
de controlo (49,54 mmol/dl + 16,49). Ndo se verificaram diferengas significativas tanto nos doentes
como no grupo de controlo entre os vérios grupos etdrios e sexo. A hiperserotoninemia esteve presente
em 70 % dos doentes autistas. Pretendeu-se demonstrar a importancia dos niveis de serotonina plaqueta-
ria como marcador bioldgico de autismo, a correlagdo eventual entre o nivel de serotonina e a etiologia
do autismo, assim como do beneficio do seu fcil doseamento por métodos de RIA.

SUMMARY

SEROTONIN PLATELET LEVELS AS A BIOLOGICAL MARKER FOR AUTISM

Platelet levels of serotonin were determined by a quantitative direct radioimmunoassay, in a group
of autistic patients and a control group. Thirty six autistic patients (28 males and 8 females), all with
severe mental retardation, and a group of 23 matched controls, were studied. The serotonin levels in
autistic patients (Mean £ SD) (88.37 mmol/dl + 40,38) were significantly higher that in the control group
(49.54 mmol/dl £ 16.49). There were no significant differences in levels between the sexes and age
groups among subjects in the patient and the control groups. We detected a hyperserotoninaemia in 70 %
of the autistic patients. We also discuss correlations between serotonin levels in our patients with known
aetiologys and levels quoted in the literature and propose RIA to be used as a quick, easy and reliable
method for the analysis of large numbers of samples.

INTRODUCAO

O autismo é um sindrome cuja etiopatogenia é ainda
em parte desconhecida, sendo por vezes expressdo de
situagdes médicas, genéticas e ndo genéticas. A comple-
xidade da sua sintomatologia tem levado a uma vasta
investigagao clinica e laboratorial.

A presenca de doengas genéticas associadas ou res-
ponséveis pelo autismo estd bem estabelecida, sendo
importante detectd-las de modo a se poder efectuar um
aconselhamento genético correcto e eventualmente pro-
videnciar uma terapéutica (Gilberg ¢ Coleman, 1992).

A serotonina foi identificada no cérebro dos mamife-
ros na década de 50 (Twarog e Page, 1953). Estudos pos-
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teriores vieram demonstrar as semelhangas entre as pla-
quetas e os neurdnios cerebrais que contem 5-Hidroxi-
triptamina (5-HT), tornando as plaquetas num modelo
laboratorial adequado para o estudo da fungdo dos neuro-
transmissores. As plaquetas acumulam, armazenam e li-
bertam serotonina de um modo anélogo aos sinaptoso-
mas centrais serotoninérgicos (Born, 1988; Da Prada,
Cesura, Launay, e Richards, 1988; Wirz-Justice, 1988;
Pletscher,1988; Paasonen, 1968).

Em 1961 Schain e Freedman detectaram pela pri-
meira vez o aumento de serotonina no sangue em 30 %
de doentes autistas. Cook em 1990 num artigo de revisdo
da neuroquimica do autismo, salientou que a alterag@o
bioquimica mais consistente encontrada foi de que cerca
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de 25% dos doentes tinham uma hiperserotoninemia.
Esta alterac@o era familiar, sendo colocada a hipétese por
alguns autores de que um aumento consistente intrafami-
liar da serotonina significaria uma associa¢do com facto-
res genéticos ou uma predisposi¢do para o autismo, au-
mentando portanto o risco de repeti¢do (Cook, 1990;
Piven, Tsai, Nehme, Coyle, Chase e Folstein, 1991; Kup-
perma, Beegly, Burns, Tsai 1985; Leventhal, Cook, Mof-
Jord, Ravitz e Freedman, 1990; Abramson, Wright, Car-
penter, Brennan, Lumpuy, Cole e Young,1989). A
existéncia de hipo ou hiperserotoninemia num doente au-
tista leva a necessidade de serem rastreados os sindromes
ja conhecidos como associados a esta patologia, apesar
de o mimero escasso de casos descritos ndo permitir ava-
liar prevaléncias (Quadro I).

Quadro I — Doengas associadas ao autismo, com valores alterados
de serotonina

Hiperserotoninemia
* Hipotiroidismo congénito
* Rubéola congénita
* Esclerose tuberosa
* Sindrome de Williams
* Espasmos infantis

Hiposerotoninemia
*» Trissomia 21
» Fenilcetoniiria (ndo tratada)
* Sindrome de Cornelia deLange

Alguns artigos referem a relag@o entre os niveis de
5-HT e a existéncia de uma fun¢fio imunolégica anor-
mal, em doentes autistas, seus pais e irmdos, este achado
vem aumentar a importdncia da serotonina como um
possivel marcador para o autismo (Abramson, Self,
Genco, Smith, Pendleton, Valentine, Wright e Cuccaro,
1990).

Os niveis de serotonina podem ser influenciados por
alguns factores como o ritmo diurno e sazonal, demons-
trado por alguns autores (Healy, O’Halloran, Carney, e
Leonard, 1986, Wirz-Justice, Lichtsteinerm e Feer,
1977) mas né@o por outros (Yuwiler, Ritvo, Bald, Kipper,
e Koper, 1971; Chiodi, Paris, e Casacchia, 1981); o
sexo, sugerido por uns (Ortiz Artigas e Gelpi, 1988; Le
Quan Bui, 1984) mas ndo confirmado por outros (Bad-
cock, Spence e Stem, 1987; Yuwiler, Plotkin, Geller e
Ritvo, 1970; Goldsmith, Feinstein, Munson, Reiss, e Bo-
rengasser-Cardoso, 1986, Flachaire, Berrey, Berthier,
Salandre, Quincy, e Renaud, 1990); a idade com a refe-
réncia de uma hiperserotoninemia nos recém-nascidos e
idosos (Flachaire, Berrey, Berthier, Salandre, Quincy, e
Renaud, 1990; Guicheney, 1988; Barradas, Gill, Fon-
seca, Mikhailidis, e Dandona, 1988) mas nio presente
nas criangas e restantes adultos (Badcock, Spence e
Stern, 1987; Goldsmith, Feinstein, Munson, Reiss, e Bo-
rengasser-Cardoso, 1986; Guicheney, 1988; Rogeness,
Nitchell, Clister, et al., 1985). A eventual influéncia da
dieta foi excluida por Anderson et al., 1985.
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A associagfo do autismo a alteragSes do metabolismo
da serotonina principalmente a hiperserotoninemia, tem
levado a ensaios terapéuticos com drogas agonistas da
serotonina como a fluoxetina, fenfluramina e fluvoxa-
mina. Os resultados sdo controversos, no entanto, alguns
autores referem mudangas favordveis em areas compor-
tamentais como a auto-agressdo, agitacdo, labilidade
emocional, estereotipias, niveis cognitivos e agressdo.
(Benfeld e Ward, 1986, Markowitz, 1990; Mandoki,
1992; Riddle, King, Hardin, Scahill, Ort, Chappell, Ras-
musson, e Leckman, 1990/1991; Goldsmith, Feinstein,
Munson, Reiss, Borengasser, Wright ¢ Cheng, 1985;
Ghaziusddin, Tsai e Guaziuddin, 1991; Mehlinger,
Schettner e Poznansky, 1990).

E nossa opinifio que o uso de formacos no tratamento
de doentes autistas deve ser limitado a casos comporta-
mentais graves, no entanto na presen¢a de hiperserotoni-
nemia, os firmacos que a aumentariam ainda mais de-
vem ser evitados, favorecendo os j4 citados.

MATERIAL E METODOS

Doentes e controlos

* 36 doentes autistas (28 do sexo masculino, € oito
do sexo feminino). Os doentes foram classificados
pelo DSM-1V (American Psychiatric Association),
30 com critérios de autismo € seis com critérios de
perturbagio global do desenvolvimento nfo espe-
cificada de outro modo, que inclui o autismo ati-
pico.

* Grupo de controlo de 23 (12 do sexo masculino e
11 do sexo feminino).

A idade foi compreendida entre os 11 e os 34 anos de
idade.

Os doentes e grupo de controlo foram divididos em
grupos etdrios de 5/5 anos para o ajuste da idade.

As colheitas de sangue foram efectuadas de Janeiro a
Abril, e entre as 11 e 13 horas do dia, de modo a evitar
eventual influéncia de factores como o ritmo diurno e
sazonal. A dieta era inespecifica com a excepgdo de trés
doentes com fenilcetoniria, que faziam dieta pobre em
fenilalanina.

Todos os doentes eram apoiados por uma associagio
para doentes autistas.

Técnica utilizada

Colheita de 5-10 ml de sangue em tubo com EDTA,
mantido em gelo.

Para o isolamento de plaquetas foi utilizado o método
preconizado por Vieira, Azevedo e Manso, 1987.

Dentro de 1-1.30 h da colheita de sangue:

1. Centrifugar a 800 rpm durante 10 min a 4°C, para
obtencdo de plasma rico em plaquetas;

2. Repetir centrifugacio duas vezes, a segunda a
4000 rpm, para obteng¢do de botdo de plaquetas;

3. Lavar botdo de plaquetas por duas vezes com soro
fisiolégico gelado;
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4. Lisar, adicionando 0,5 ml de sacarose 0,3 m, mis-

turar;

5. Centrifugar a 4000 rpm durante 10 min, repetir;

6. Ressuspender; Duplicar as amostras;

7. Guardar a —20°C até efectuar doseamento de sero-

tonina.

O doseamento de serotonina plaquetdria foi efec-
tuado por radioimunoensaio utilizando o kit da Imuno
Biological Laboratories (IBL). A metodologia foi a
aconselhada pelo fabricante.

RESULTADOS

Os niveis de serotonina foram significativamente
(p=0,000) mais elevados nos doentes (média + desvio
padrio) (88,37 mol/d] + 40,38) do que no grupo de con-
trolo (49,54 mmol/dl £ 16,49). A hiperserotoninemia
(média + 2DP) esteve presente em 70 % dos doentes au-
tistas (Quadro II; Fig. I).

Nio houve qualquer diferenca entre idade ou sexo,
nos doentes e grupo de controlo.

O nivel de serotonina dos doentes com etiologia
conhecida é apresentado no Quadro III.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A importancia dos neurotransmissores nas doengas
neuropsiquidtricas, particularmente no autismo tem sido
largamente divulgada.

Quadro II - Niveis de serotonina — mmol/l

n' Média mmol/dl  Desvio padrio
Autistas* 36 88,37 40,38
Controlos ** 23 49,54 16,49

*/** . p=0,000

Quadro I - Niveis de serotonina em doentes com etiologia
conhecida — mmol/l

Sindrome X-Frégil 43,43 Normal
Fenilcetondria-1 125,1 >2DP
Fenilcetoniiria-2 57,23 Normal
Fenilcetondria-3 35,59 Normal
Rubéola congénita 118,28 <2DP
Toxoplasmose congénita 114,6 <2DP
Encefalite sarampo 2,93 <2DP
Espasmos infantis 109,25 <DP
XXY 111,39 <2DP

Pretendeu-se demonstrar neste estudo a importancia
dos niveis de serotonina plaquetéria como marcador bio-
légico de autismo, a correlagio eventual entre o nivel de
serotonina e a etiologia do autismo, assim como do
beneficio do seu doseamento por métodos de RIA.

Serotonina
{mmol/l)
160 -
Autistas
120 4 ! : *
1 . -
Controlos : -
80 A
- " .
40 - B =
0] T T T T T T
Total Masculino Feminino Total Masculino Feminino

Fig. 1 — Express#o dos niveis de serotonina «Autistas Vs Controlos» Total, Masculino e Feminino.
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Os métodos de RIA utilizados neste estudo demons-
traram resultados sobreponiveis aos obtidos por HPLC,
sendo os primeiros, disponiveis em Kit, mais ficeis de
utilizar, permitindo a obtengdo de um grande nimero de
doseamentos de um modo répido e rigoroso.

Este estudo, ¢ inédito em Portugal, tendo sido
demonstrada a sobreposig¢do em parte, entre os casos pu-
blicados e a realidade em Portugal. 70% dos doentes
autistas tinham valores elevados de serotonina, acima da
média mais 2DP.

A obten¢do de valores de controlo na nossa popula-
¢do € essencial ndo s6 ao conhecimento do que é a nor-
malidade mas também ao estudo da patologia. O conhe-
cimento da associagdo de altera¢des da serotoninemia
(hiper ou hipo) a determinadas etiologias do autismo,
pode ajudar no futuro ao seu diagndstico. os casos publi-
cados na literatura sdo poucos, sendo portanto até A data
impossivel saber prevaléncias. O conhecimento da etio-
logia do autismo € essencial para o aconselhamento
genético, por exemplo, os riscos de repeti¢do para um
casal com um filho autista podem variar desde 2-3 %
para o autismo de etiologia desconhecida até 25-50 %
para doencas mendelianas (Rutter, 1990).

Dos trés doentes com fenilcetoniria estudados, dois
tinham valores de fenilalanina entre 9 € 12 mg e a sero-
tonina foi de 57,23 mmol/dl (normal) e outro de 125,10
mmol/dl (+2DP) o doente que mantém valores altos de
fenilalanina de 18 mg obteve um valor de serotonina de
35,59 mmol/dl o que se situa nos valores inferiores do
normal. Estes resultados contrariam em parte a nogio de
que os doentes fenilcetontiricos em dieta correcta terdo
valores normais de serotonina. McKean propds que
existe uma relagdo estreita entre 0 comportamento € 0s
valores de serotonina, mas como era de prever todos os
doentes melhoraram o seu comportamento com a dieta
pobre em fenilalanina, é de notar que o doente com valo-
res altos de fenilalanina e valores normais de serotonina
mantém alteragdes graves do seu comportamento, cum-
prindo irregularmente a dieta.

Pretende-se no futuro alargar este estudo aos familia-
res de doentes, de modo a estudar se a existéncia de ni-
veis elevados intrafamiliares poderd ser acompanhado de
um risco genético de repeti¢io aumentado.

Nos doentes com valores elevados de serotonina e
que necessitem efectuar terapéutica farmacoldgica, deve-
rdo ser evitados formacos que elevem a serotonina e pri-
vilegiados os que a baixem, visto que em alguns casos os
doentes puderam manifestar melhoria do seu comporta-
mento. Alguns dos nossos doentes com hiperserotonine-
mia e alteragdes graves do comportamento irdo iniciar
terapéutica com fluoxetina.
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