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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA), alteragdo do neurodesenvolvimento com comprometimentos
na interagao e comunicagao social, apresenta prevaléncia global 1/100 individuos. Seu diagnostico é
clinico, baseado em critérios comportamentais, e sua etiologia desconhecida. A saliva emerge como
fluido biolégico promissor na identificagao de biomarcadores especificos do TEA pela espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR). Este estudo objetivou analisar amostras de saliva
de genitores neurotipicos e filhos autistas por FT-IR para identificar bandas vibracionais que contribuam
no diagnostico do TEA. Foram coletados 1,5 ml de saliva de membros de grupo familiar composto por
2 filhos do sexo masculino (T1 e T2) portadores de TEA, e genitores neurotipicos (N1-pai € N2-mae).
As amostras foram analisadas pelo FT-IR, com contribuicdes nas regides espectrais de 3274 — 3300
cm™ e 1800 — 800 cm™. A analise de cluster hierarquica revelou dois grupos principais: N1 isolado e N2
agrupado com T1 e T2, com divergéncias entre 1800 a 800 cm™', sugerindo grande potencial do FTIR-
ATR na identificagao de biomarcadores salivares para o diagnoéstico precoce de TEA.

Palavras-chave: FTIR-ATR. Saliva. Transtorno do Espectro Autista. Diagnéstico.
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Introducéao

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) caracteriza-se como uma desordem do
neurodesenvolvimento marcada por comprometimentos persistentes na interagdo e comunicagao
social, associados a padrdes comportamentais repetitivos e estereotipados (DSM-5-TR., 2022). No
consenso global sobre o autismo, os dados epidemiolégicos mais recentes indicam prevaléncia
aproximada de 1 em cada 100 criangas, com variagdes entre paises e continentes (WHO, 2023).

Apesar dos avancgos tecnoldgicos, o diagndstico permanece baseado em critérios comportamentais
do DSM-5-TR, envolvendo observagéo clinica, entrevistas parentais e instrumentos de triagem (DSM-
5-TR; First et al., 2024). A etiologia multifatorial inclui interagdes genéticas, neurolégicas, imunolégicas
e ambientais, embora a fisiopatologia permanega indeterminada (Maddalon et al., 2025; Qin et al.,
2024). A auséncia de terapias curativas e a complexidade do TEA indicam lacunas no diagndstico
precoce (Passarini et al., 2024; Russel et al., 2024).

A saliva se destaca como fluido biolégico promissor para analise ndo invasiva, pela composi¢do
molecular comparavel ao sangue, porém com coleta simplificada e de menor custo (Pinto et al., 2025;
Pinto et al., 2021). A FTIR-ATR é uma técnica capaz de identificar de forma precisa a composi¢édo
bioguimica de uma amostra, demonstra aplicabilidade na identificacdo de biomoléculas salivares,
oferecendo potencial para destacar biomarcadores especificos do TEA (Lucier; Caixeta., 2025).

Este estudo propde analisar perfis espectroscopicos para identificar possiveis divergéncias
espectrais entre genitores neurotipicos e filhos autistas pela analise de saliva por FT-IR.

Metodologia
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Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o parecer — CEP-
UNIVAP no 7.069.519. Participaram deste estudo de caso um grupo familiar composto por 2 filhos do
sexo masculino com diagnéstico de TEA, um com 8 anos e 10 meses (T1) e outro com 16 anos de
idade (T2), os genitores, adultos neurotipicos, o pai (N1) com 47 anos, e a mae (N2) com 42 anos de
idade. Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e de Assentimento,
este escrito em linguagem acessivel. Para coleta das amostras de saliva, os participantes foram
orientados a evitar, por pelo menos 2 horas antes da coleta, a ingestédo de alimentos e liquidos (exceto
agua), bem como abster-se de consumir alimentos e produtos com cafeina e escovar os dentes. A
coleta das amostras foi realizada individualmente, entre 14 e 17 horas, em consultério odontolégico.
Para a coleta, os participantes mantiveram a cabeca inclinada para frente, e a saliva ndo estimulada foi
coletada com pipeta Pasteur e acondicionada em ependorf (1,5 mL). As amostras foram centrifugadas
(10000 rpm, 10 minutos, 20 °C), sendo o sobrenadante selecionado e conservado a -80 °C, sendo
descongeladas e homogeneizadas em agitador vértex (10 segundos) para analise pela Espectroscopia
FT-IR associada ao acessoério ATR (Spectrum Two, Perkin-Elmer), com cristal de diamante. O
background foi feito com o cristal limpo, com os mesmos parametros utilizados para a analise das
amostras, sendo eles: regido espectral de 4000 a 750 cm™', média de 16 varreduras por amostra e
resolucdo espectral de 4 cm™. Na preparagdo da amostra, 20 microlitros foram depositados sobre o
cristal de diamante e desidratado por meio de um jato de ar purificado.

Os espectros coletados foram tratados pelo programa OPUS (versao 4.2) com o objetivo de remover
pequenas variagdes espectrais relacionadas as diferencas de biomassa da amostra e melhorar a
comparacao entre os espectros. Foram feitas corregbes de linha de base, seguida de normalizagao.
Os dados tratados serviram como entrada para analise de conjunto hierarquica (Hierarchical Cluster
Analysis — HCA) usando as distancias entre os espectros e algoritmo de agregacgéo.

Resultados

Foram realizadas corregdes de linha de base, seguida de normalizagao vetorial. Os espectros
coletados foram analisados selecionando-se trés regides espectrais discriminantes: 3274 a 3300 cm™,
e 1800 a 800cm™. A Figura 1 exibe os espectros individuais das amostras salivares, podendo ser
observadas variagbes significativas na intensidade e contorno dos picos, em regibes especificas
correspondentes aos nimeros de onda: 3287cm, 3078 cm™', 2962 cm™, 1642 cm™, 1548 cm", 1450
cm™, 1352 cm™, 1246 cm™, 1074 cm™, 992 cm™ e 849 cm™.

Figura 1: Espectros individuais das amostras de saliva dos individuos neurotipicos e autistas do grupo familiar
estudado.
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Fonte: Autores, 2025.
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Os dados tratados serviram como entrada para analise de conjunto hierarquica (Hierarchical Cluster
Analysis — HCA) usando as distancias entre os espectros e algoritmo de agregacao, obtendo-se o
cluster das amostras que apresenta dois agrupamentos principais (Figura 2) agrupados conforme
similaridades principais, fornecendo uma analise qualitativa. A analise de cluster hierarquica agrupou
as amostras em dois conjuntos diferentes, um deles com a amostra N1, isolada, e no outro as amostras
N2, T1 e T2, que por sua vez se separam em dois conjuntos distintos, um deles com as amostras T1 e
T2 e o outro com a amostra N2.

Figura 2: Dendrograma obtido pela andlise de cluster hierarquico das regides espectrais
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iante: Autores, 2025.

Tabela 1: Regides espectrais e suas respectivas moléculas identificadas

NuUmero
de Moléculas Modos vibracionais
onda
W(CH3) do grupo metil e (CH2) metileno
de acidos graxos;
Lipidios (colesterol, mono/diglicerideos e fosfolipidios), Cadeias de acila dOS.|IpIdIOS., .
. . P . W(C-Hasym) do grupo metil e metileno;
2962 em™! proteinas sallvares, DNA, acidos graxos, tiocianato, CH2) e ,(CH3) de fosfolipidios,
creatina, metilenos e amida A. L
Amida A e tiocianato (anion inorganico) Colesterol e creatina; .
' vas(CH) e vs(CH) do grupo metil e
metileno;
v(C=O),
1544¢cm-1 W(C=C) aromatico;
a Proteinas salivares (albumina e amida | e Il). Amida | de 5(NH) de amida Il e a-hélice de
1642¢m™ estruturas a-hélice e de folhas B-pregueadas. proteinas e aminoacidos;
v(NH) e (CN) da amida II;
1353¢m-1 Acidos graxos, lipidios, proteinas salivares, grupos metila 5(CH3) do grupo metil e 5(CH2)
a em proteinas, horménios, metilenos em cadeias laterais de metileno dos acidos graxos;
1450cm-" aminoacidos, grupos carboxilato e albumina. v(C-Hasym) do anel aromatico;
vs(C=0) e (COO");
Polissacarideos, glicose, proteinas glicosiladas, v(CO) e «(CC);
1073 cm-1 horménios, fosfato I, carboidratos, DNA, amida lll e 5(COH) e 5(COC) de carboidratos;
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a fosfolipidios, proteinas glicosiladas, grupos fosfato de DNA vs(P=0) do grupo fosfato;
1244 cm™’ e lisozima. vas(PO27);
«(CO) e (COH);
5(CO);

(P=0Osym) e (CO)

5s(CH3) e 5(CC);
«(CO) da ribose;
W(CC) da uracila do RNA,;
W(PO27), (PO4), (CC), (CO),
WCH20H);
5s(CH3) e 5(CC);
849cm™! . " W(CO) e estiramento simétrico de
Ribose e hélice esquerda do DNA (forma Z) acidos nucleicos

Fonte: Autor, 2025.

Carboidratos, proteinas glicosiladas, grupos fosfato de
DNA, ribose, RNA, a-amidase glicosilada, polissacarideos,
992cm™! fosfatos inorganicos, proteinas, lipidios de membrana e
hélice esquerda de DNA (forma Z).

Discussao

A espectroscopia FTIR-ATR é uma técnica analitica sensivel, que pode contribuir para discriminar
perfis biomoleculares salivares em nucleo familiar composto por pais neurotipicos e filhos com o
diagnéstico de TEA, evidenciando alteragdes qualitativas em biomoléculas salivares das amostras.

Em virtude das diferengas de intensidade e contorno de bandas observadas na regido entre 3287
cm™ e 3078 cm™ serem discretas, a discuss&o dos resultados enfatizara a regido entre 1800 e 800 cm-
', na qual foram detectadas diferencgas significativas entre picos e contornos de bandas.

Nos picos 1642 e 1548 cm™, correspondentes a Amida | e Amida Il, foram observadas discretas
diferengas de intensidade entre as amostras analisadas. Por outro lado, na regido que compreende de
1500 a 1200 cm™' foram detectadas alteragdes significativas, incluindo maior intensidade no pico 1352
cm™ da amostra N1, enquanto a amostra T2 apresentou a menor intensidade em relacéo aos demais
participantes. Essa regido apresenta biomoléculas relacionadas a alteragcbes em processos de
metilacdo, desregulagdo no metabolismo de aminoacidos, com modificagbes nas vias de
descarboxilagao e genética no TEA (Boroumand et al., 2021; Pinto et al., 2025; Lucier, Caixeta., 2024;
Pinto et al., 2021; Silva., 2020).

Na banda de 1450 cm™ chama ateng&o a similaridade dos espectros de N2 e T1, que divergem em
intensidade e conformagao das amostras N1 e T2. Ressalta-se que T2, cuja intensidade nesse pico
supera a das demais amostras, faz uso de medicamento que pode ter contribuido para esse aumento,
aspecto que devera ser investigado futuramente. Abrindo a discussdo com relagdo a essa regiao
especifica dos espectros, disfungdes gastrointestinais ja detectadas em portadores de TEA podem
estar relacionadas a essas alteragdes, considerando que nesta regido estdo presentes vibragdes
moleculares associadas a apéndices proteicos, ribossomos e membranas celulares, que podem se
originar da elevagao de citocinas liberadas no sistema imunolégico pela presenca de disbiose intestinal
(Boroumand et al., 2021; Pinto et al, 2025; Pinto et al., 2021; Manco et al., 2021).

Uma das regides de maior importancia na analise espectral, por trazer especificidade, sendo
reconhecida como regido de “digital” da amostra, estd compreendida entre 1200 a 800 cm™. Nessa
regido observam-se alteragdes espectrais que podem estar relacionadas ao desequilibrio de acidos
graxos e colesterol, compativeis com estudos que associam o TEA a anormalidades no metabolismo
lipidico e em &cidos graxos comprometendo estruturas essenciais na sinalizagdo celular, incluindo
disturbios mitocondriais relatados em estudos sobre o TEA (Wormwood et al., 2023; Pinto et al., 2021;
El-ansary et al., 2020; Frye et al., 2017; Macfabe, 2013). Nessa faixa também foram identificadas
vibragbes moleculares de carboidratos, fosfatos inorganicos, fosfolipideos, lipideos de membrana,
grupos fosfodiester de acidos nucleicos, sendo que na faixa entre 900 e 800 cm™', observam-se picos
exclusivos de oligopolissacarideos presentes na amilase salivar e acidos nucleicos na saliva (Muraoka
et al., 2022; Zlotogorski-hurvitz et al., 2019).

Aumento expressivo na intensidade da amostra T1 foi detectada no pico 992 cm™', que pode estar
relacionado a alteragbes epigenéticas observadas no autismo, uma vez que essa regido é caracteristica
de modos vibracionais relacionados aos acidos nucleicos (Pinto et al., 2021; Loke et al., 2015). Nesse
mesmo comprimento de onda, a amostra N1 apresentou menor intensidade comparada as demais
amostras analisadas.
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Em 849 cm™ foram detectados deslocamentos e alteragdes na conformacdo das bandas de cada
uma das amostras estudadas, que podem estar relacionados a regido de vibragédo da hélice esquerda
do DNA, em sua forma Z, alteragao esta que pode ser induzida por fatores ambientais ou estruturais.
Uma hipotese para essas distintas intensidades observadas para cada amostra pode estar relacionada
as caracteristicas do genoma de cada um dos participantes do estudo (Bel'skaya et al., 2020; Gallo et
al., 2017).

Entretanto, a casualidade dessas alteragdes espectrais permanece indeterminada, necessitando
estudos longitudinais com maior nimero amostral, permitindo a distingdo de fatores interdependentes
de mecanismos fisiologicos, que incluem equilibrio redox (Bjorklund et al., 2020), habitos alimentares
(Macfabe et al., 2007), processos inflamatérios cronicos (Macfabe et al., 2015; Macfabe et al., 2011),
medicagdes ou suplementos (Slattery et al., 2016).

A andlise de cluster hierarquica (Hierarchical Cluster Analysis — HCA) foi aplicada aos dados
espectrais processados. Esse método usou as distancias entre os espectros e um algoritmo de
agregacgao para agrupar as amostras. O resultado foi a formagéo de um cluster com dois agrupamentos
principais, que se distinguiram com base em suas similaridades espectrais. Essa abordagem permitiu
uma analise qualitativa dos dados, revelando padrdes e similaridades entre as amostras.

Os resultados da HCA indicaram que apenas a amostra N1 ndo se agrupou com as amostras
classificadas como TEA (T1 e T2), enquanto a N2 apresentou caracteristicas espectrais detectadas
nas amostras de portadores de TEA, indicando possiveis divergéncias espectrais entre genitores
neurotipicos em comparacao com os dos filhos autistas.

Conclusao

Os resultados do presente estudo permitiram identificar perfis espectroscopicos distintos indicando
divergéncias espectrais entre genitores neurotipicos e filhos autistas pela analise de saliva por FT-IR.
As principais diferengas identificadas foram no comprimento de onda de 1800 a 800 cm™ entre
participantes com ou sem diagnostico de TEA, permitindo a diferenciagdo em grupos das amostras de
um nucleo familiar. Os resultados incentivam a continuidade de pesquisas com a ferramenta FT-IR
visando o diagnéstico precoce, especifico e de baixo custo para esse transtorno.
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