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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € uma alteracdo no neurodesenvolvimento com dificil
diagndstico clinico, realizado por equipe multiprofissional. Este estudo comparou amostras de saliva de
duas irmas, por meio de espectroscopia FT-IR, para identificar alteracdes relacionadas ao TEA. Foram
realizadas coletas individuais com ambas em jejum de 2 h, apds a assinatura do TCLE (pela
responsével pela participante com TEA e pela neurotipica) e do Termo de Assentimento (participante
com TEA). Foram coletadas amostras de saliva ndo estimulada, posteriormente centrifugadas,
analisando-se o sobrenadante pela espectroscopia FT-IR. A aquisicdo dos espectros revelou, na
participante com TEA, menor concentracdo de proteinas (regido entre 1600 e 1650 cm™) e maior
presenca de carboidratos e 4cidos nucleicos (regido entre 1000 e 1150 cm™) em comparagdo com a
participante neurotipica, destacando a espectroscopia FT-IR como importante ferramenta adjuvante
para diagnéstico desse transtorno. Os achados apontam que a espectroscopia de FT-IR é uma
ferramenta versatil, podendo ser estudada como forma de diagnostico especifico do TEA.
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Introducéo

AlteracBes na interacdo social, na comunicacdo e comportamento, assim como interesses e
atividades restritos e repetitivos sdo caracteristicas associadas ao Transtorno do Espectro Autista
(TEA). Definida como um distirbio do neurodesenvolvimento, apresenta sintomas e niveis de gravidade
variados. Por ser uma condicdo complexa, cada individuo afetado pode apresentar caracteristicas
préprias e necessidades especificas, tornando o diagnéstico, que atualmente é exclusivamente clinico,
um desafio (DSM, 2014; Cortese et al., 2025).

A pesquisa por métodos diagnésticos objetivos é essencial para identificar com celeridade
individuos portadores de TEA, permitindo intervencdes precoces que impactem positivamente sua
gualidade de vida. A analise de biomarcadores presentes em biofluidos como a saliva, requer pequeno
volume de amostra e utiliza método de coleta minimamente invasivo, se apresentando como uma
ferramenta promissora para agilizar o diagnéstico e ajustar as intervengdes (Pinto et al., 2021).

Esse biofluido possui relevancia tanto no ambito fisiolégico quanto patologico e apresenta
beneficios em exames laboratoriais quando comparado a outros métodos diagnoésticos. Suas
vantagens incluem facilidade de coleta, baixo nivel de invasividade e custos reduzidos (Silva Neto et
al., 2020), atributos particularmente importantes em criancas, portadores de TEA e individuos com
dificuldades na coleta de sangue.

Este estudo teve como objetivo demonstrar diferengas espectrais em componentes presentes nas
amostras de saliva de irmas, uma neurotipica e a outra com diagnéstico de TEA, com o objetivo de
aplicar a espectroscopia por FT-IR como ferramenta de andlise e diagnostico do Transtorno do Espectro
Autista (TEA). Considerando que a coleta salivar é ndo invasiva, dispensa preparo especial e apresenta
custo relativamente baixo, essa técnica poderia ser empregada desde os primeiros dias de vida,
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permitindo a identificacdo precoce de bebés com TEA e possibilitando sua insercdo em intervencdes
na primeira infancia, com potenciais ganhos significativos em sua qualidade de vida.

Metodologia

Este é um estudo comparativo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o parecer - CEP-
UNIVAP- n° 7.069.519, desenvolvido a partir da coleta de saliva de duas irmés, sendo uma classificada
como neurotipica (51 anos de idade), e a outra como portadora de TEA (53 anos de idade). A coleta
das amostras de saliva foi realizada apds leitura, compreensdo e concordancia na participacdo na
pesquisa, e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e do Termo de Assentimento
pelas participantes e/ou responsaveis. As coletas foram precedidas de orientaces que incluiram: evitar
a ingestao de alimentos e liquidos (exceto agua) por 2 horas, abster-se de alimentos e produtos com
cafeina nas 24 h anteriores a coleta e evitar escovar os dentes por pelo menos 2 h antes da coleta.

A coleta das amostras foi realizada em consultério odontolégico, entre 14 e 17 horas, pelos membros
da equipe de pesquisa com as participantes individualmente atendidas. Apds a acomodacao das
participantes, sentadas confortavelmente, foi realizada a limpeza da cavidade bucal, com bochechos
utilizando agua filtrada, descartada na sequéncia. As participantes foram orientadas a manter a cabeca
ligeiramente inclinada para frente, permitindo o acumulo da saliva ndo estimulada na cavidade bucal.
Com o auxilio de pipeta Pasteur, foram coletados 2 mL de saliva acondicionados em tubos Eppendorf
identificado, mantido em refrigeracéo até seu processamento. A saliva foi centrifugada por 10 minutos,
com 10.000rpm a 20 °C, posteriormente o sobrenadante foi congelado (~-20) até o momento da anélise.
Para a andlise pela espectroscopia FT-IR acoplada ao acessoério de ATR, as amostras de saliva foram
descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas em agitador vértex por 30 segundos para
homogeneizacdo da amostra. Em seguida, 20 pL foram depositados no ATR de diamante, sendo
desidratados por 10 minutos com fluxo de 1L/minuto de ar seco. Os espectros foram obtidos pelo
espectrometro FT-IR Spectrum Two da empresa Perkin-Elmer, acoplado a um ATR com cristal de
diamante, como apresentado na Figura 1.

Os espectros foram obtidos por absorbancia, no intervalo de 4000 a 750 cm-1, com 16 varreduras e
resolucdo espectral de 4 cm1. O background foi coletado com o cristal limpo, antes da obtencéo de
cada espectro. Os dados obtidos foram processados no software OPUS (versdo 4.2), permitindo
comparac¢ao mais precisa entre 0s espectros.

Figura 1- Espectrébmetro FT-IR Spectrum Two da empresa Perkin-Elmer, acoplado a um ATR com
cristal de diamante

Fonte: A autora (2025)

Resultados

A andlise das amostras de saliva das irmés (Figuras 2 e 3) permitiu identificar na participante com
TEA diminuicdo nas ligacbes associadas as proteinas a-amilase, albumina, cistatinas, mucinas,
proteinas ricas em prolina e imunoglobulina A secretora (sIgA), especialmente na faixa espectral entre
1600 e 1650 cm™, em comparacao ao pico correspondente dessa regido na participante neurotipica.
Em contraste, na regido entre 1000 e 1150 cm™, a portadora de TEA apresentou um pico mais elevado,
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indicando maior predominancia de ligacdes envolvendo carboidratos (glicogénio, glicose, frutose),
proteinas glicosiladas (como a-amilase e mucinas), moléculas de acUcar, acidos nucleicos (esqueleto
acucar-fosfato de RNA e DNA), fosfatos inorgéanicos, fosfolipidios de membrana, grupos fosfodiester e
glicoproteinas. Esses resultados sugerem alteracdes na composicao molecular da amostra de saliva
na participante com TEA, caracterizada por menor presenca de proteinas especificas e maior
(Tabela 1).

concentracdo de componentes relacionados a carboidratos, acidos nucleicos e estruturas fosfatadas
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Figura 2- Espectros caracteristico da saliva do individuo autista (vermelho) e do neurotipico (preto).

Neurotipico
4

TEA
08 4

D8 <

04 4

Absarbanca (ua )
e

00 -

4000

T ™ v/’
1500 MO0 1500

1000
Fonte- A autora (2025)

Figura 3- Caracterizacédo das amostras de saliva na faixa espectral de 1900 a 800 cm
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Tabela 1- Comparacéo das faixas espectrais e principais componentes moleculares associados as amostras
analisadas no presente estudo.

Faixa
Espectral Componentes Moleculares Associados
(cm™)
1637 — 1581 Proteinas: a-amilase, albumina, cistatinas, mucinas, proteinas ricas em prolina, imunoglobulina A

secretora (sIgA)

1492 — 1448 Proteinas (grupos metil); Lipidios; Hormonios (cortisol)

1447 — 1406 Proteinas (grupos metil); Lipidios (acidos graxos); Proteinas (aminoacidos)

Fosfatos inorganicos; Grupo fosfato de fosfolipidios; Grupos fosfodiéster de &cidos nucleicos;
Proteina fosforilada; Proteinas (colageno)

Carboidratos (glicogénio); Carboidratos (glicose, frutose, glicogénio, etc), proteinas glicosiladas
(a-amilase, mucinas) e moléculas de agucar; Acidos nucleicos (esqueleto aglcar-fosfato: RNA e

1040 — 1124 DNA); Carboidratos; Fosfatos inorgéanicos, fosfolipidios (lipidios de membrana) e grupos
fosfodiéster de acidos nucleicos (esqueleto aclcar-fosfato); Proteina (glicoproteina); Acidos
nucleicos (RNA); Fosfolipidios (lipidios de membrana)

Fonte: Pinto et al., 2021.

1202 - 1275

Discusséo

Os resultados deste estudo permitiram identificar expressivas diferengcas espectrais em
componentes presentes nas amostras de saliva coletadas de duas irmés, uma com diagndstico de
Transtorno do Espectro Autista (TEA) e a outra neurotipica, pela espectroscopia por FT-IR, adicionando
um grande potencial diagnostico a essa ferramenta para o diagnostico do TEA. No contexto clinico
atual, o diagnostico do TEA ainda esta ancorado em avaliacdo clinica, com base em entrevistas,
observacfes e questionarios. Esse processo pode se tornar desafiador, sobretudo quando o paciente
€ muito jovem ou apresenta sinais menos caracteristicos da condicdo autista (Cortese et al., 2025).
Embora desafiador, o diagnéstico precoce e preciso do TEA é essencial para identificar necessidades
individuais e orientar intervencdes personalizadas, que sdo comprometidas pela auséncia de
marcadores especificos que atendam aos critérios diagnésticos da condicdo (Cortese et al., 2025).

Pesquisas recentes tém explorado diversos métodos diagnésticos, incluindo andlises de fluidos
corporais como saliva (Evenepoel et al., 2024; Silva Neto et al., 2020; Pinto-Jr et al., 2021; Souza et
al., 2022; Hicks et al., 2020; Wu et al., 2020). Souza et al. (2022) relataram altera¢fes no fluxo salivar,
relacionadas ao género, que podem influenciar na concentragcéo proteica desse biofluido na cavidade
oral de individuos com TEA, possibilitando sua identificacao.

More et al. (2023) analisaram amostras de saliva de 70 individuos de 21 familias (16 adultos, 17
adolescentes, 18 criancas e 19 pré-escolares) por sequenciamento de exoma completo que
compreende a filtragem por frequéncia alélica e a analise de segregacé@o familiar. Paralelamente,
aplicaram escalas validadas de tragcos autistas para quantificar caracteristicas fenotipicas. Os autores
sugeriram que a associacdo de diagndsticos formais com medidas quantitativas de tragos autistas
permite priorizar genes candidatos com maior precisdo, abrindo caminho para estudos funcionais e
aplicac@es clinicas mais direcionadas, enfatizando a relevancia de integrar dados clinicos e genéticos
na priorizacdo de genes para futuras investigacoes.

He et al. (2023) analisaram, em amostras de saliva de meninos com TEA, as concentracdes de
horménios como cortisol, dehidroepiandrosterona (DHEA) e pregnenolona, observando que apenas 0s
niveis de DHEA e pregnenolona apresentaram elevages significativas nesses individuos. Siddique et
al. (2020) investigaram os niveis de mondmero de alfa-sinucleina e alfa-sinucleina oligbmero na saliva
de criancas com TEA e constataram que os niveis dessas substdncias eram mais baixos em
comparacao as criangas neurotipicas.

Salloum-Asfar et al. (2019) observaram que os microRNAs (miRNAs), como biomarcadores,
demonstraram alteracdes em amostras de saliva em individuos com TEA. Por outro lado, Hicks et al.
(2020) verificaram que os MiRNAs salivares alterados em criangas com TEA estdo associados a niveis
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comportamentais especificos, outro desafio diagndstico em portadores desse transtorno. Wu et al.
(2020) destacaram os miRNAs como biomarcadores promissores, mas alertaram para variacdes nos
resultados entre estudos distintos, validando a importancia do presente estudo.

Recentemente evidéncias importantes foram observadas nos géneros bacterianos
Stomatobaculum, Ruminococcaceae e Tannerella, que apresentaram abundancia significativa na
cavidade bucal de criancas autistas em comparagdo as ndo autistas, sendo identificados como
marcadores distintivos do microbioma oral dessas criangas. Além disso, essas trés bactérias mostraram
significativa associacéo a maiores dificuldades sociais, comportamentos repetitivos e restritivos, além
de comportamentos ansiosos (Evenepoel et al., 2024).

Qiao et al. (2018), investigaram a microbiota salivar e dentaria de pacientes com TEA, identificando
tdxons microbianos orais distintos e diferencas na microbiota em comparacéao a individuos neurotipicos,
enquanto Kong et al. (2019) avaliaram a microbiota oral e intestinal em individuos com TEA,
encontrando diferencas significativas entre essas populacdes, sugerindo o uso de marcadores de
microbioma para diagnostico.

Distintas estratégias estdo sendo investigadas buscando o diagnéstico precoce do TEA, como a
identificacdo de biomarcadores, alteracdes genéticas e a aplicacdo de ferramentas para andlise de
biofluidos. O desenvolvimento de métodos diagnosticos objetivos e especificos € fundamental para
permitir a detec¢éo rapida e precisa, viabilizando tratamentos precoces e eficazes, promovendo melhor
qualidade de vida a essa populacdo. Os promissores resultados obtidos neste estudo de caso,
incentivam o avango nessa linha de pesquisa com o intuito de aperfeicoar essa abordagem e superar
os desafios relacionados a identificagéo do TEA.

Diante disso, recomenda-se a ampliacdo do nimero de amostras e a integracdo com outras
técnicas analiticas, como protedbmica e metabolémica, a fim de validar os padrées observados e
explorar seu potencial como biomarcadores diagndsticos ou prognosticos. Além disso, investigagfes
futuras podem considerar correlagdes entre os perfis moleculares e aspectos clinicos, comportamentais
ou genéticos dos individuos, contribuindo para uma abordagem mais personalizada e eficaz no cuidado
ao TEA.

Conclusao

A andlise espectroscépica das amostras de saliva revelou diferencas significativas na composi¢éao
molecular entre irmas, uma com Transtorno do Espectro Autista (TEA) e outra neurotipica. A diminuigdo
das ligacdes associadas a proteinas, especialmente na faixa espectral de 1600 a 1650 cm™, sugere
menor concentracdo dessas biomoléculas na saliva de portadores de TEA. Por outro lado, o aumento
de intensidade na regido entre 1000 e 1150 cm™ indica maior presenca de carboidratos, proteinas
glicosiladas, acidos nucleicos e estruturas fosfatadas, evidenciando a altera¢&o no perfil bioquimico da
amostra. Os achados reforcam a hipétese de que o TEA pode estar associado a modificacdes
sisttmicas que se refletem na composicdo salivar, possivelmente relacionadas a processos
imunoldgicos, metabdlicos e/ou de neurodesenvolvimento. A saliva, por ser um fluido bioldgico de facil
coleta e rica em marcadores moleculares, mostra-se uma ferramenta promissora para estudos nao
invasivos voltados a compreenséo das bases biolégicas do TEA.
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