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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condicdo do neurodesenvolvimento com diagnéstico
baseado em avalia¢gBes clinicas comportamentais, que resultam em atraso no inicio das intervencdes.
Gémeos dizigoticos sdo modelos ideais para estudos sobre o TEA, devido a semelhanga na carga
genética, permitindo investigar fatores epigenéticos e metabdlicos presentes. A espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) surge como técnica promissora para identificar
marcadores bioquimicos associados ao TEA de forma rapida, sensivel e ndo invasiva. A saliva, fluido
corporal, € uma amostra viavel e de facil coleta. Este estudo visa investigar fatores metabdlicos que
possam estar associados ao TEA, e permitam contribuir para seu diagnéstico seguro, especifico e ndo
invasivo. A metodologia envolveu coleta da saliva, preparo da amostra e analise espectral. Os
resultados demonstraram que a espectroscopia FT-IR detectou altera¢gBes bioquimicas distintas entre
0 participante com TEA e o neurotipico, favorecendo a triagem com critérios especificos e incentivando
a investigacdo de fatores epigenéticos e metabdlicos que possam estar associados ao transtorno.
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Introducéo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é classificado como um transtorno do
neurodesenvolvimento, caracterizado por alteracfes que comprometem a comunicacado e interagado
social, o aprendizado e o comportamento (American Psychiatric Association, 2014). O diagnéstico é
multidisciplinar para seu correto estabelecimento, sendo necessério observar comportamentos e
realizar comparacgdes de acordo com diretrizes definidas no DSM- 5. Portanto, o diagndstico do TEA é
complexo, realizado por profissionais especializados, sendo essencialmente clinico e baseado na
observacdo comportamental, em escalas padronizadas, o que pode atrasar a identificagéo precoce e o
inicio das intervencdes, resultando em diagnostico tardio (Silva, 2022).

As pesquisas por métodos ndo invasivos vém ganhando relevancia na busca por marcadores
bioquimicos, imunoldgicos e inflamatério em diferentes tipos de amostras biolégicas, como sangue,
urina, cabelo e saliva, na busca por diagnésticos especificos (Bjgrklund et al., 2018). A saliva, tem se
destacado como excelente fluido biologico para diagnostico. Além de atuar na protegdo e limpeza da
mucosa oral, apresenta acdo antibacteriana e participa do inicio da digestdo, contendo componentes
biologicos que possibilitam detectar doencas bucais e sistémicas (Zhang et al., 2016). A coleta de saliva
é relativamente facil, em comparagdo a outros métodos invasivos, e causa menos ansiedade nos
individuos, fator importante na atencdo ao portador de TEA (Frazier et al.,, 2021). Dessa forma,
apresenta-se como amostra ideal para estudos diagnésticos dessa populagdo, por ser de facil
obtencéo, ndo invasiva e refletir o estado metabdlico do organismo (Putnam et al., 2012).

Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) surge como
uma técnica capaz de detectar alteragdes bioquimicas em fluidos biolégicos com alta sensibilidade e
especificidade (Baker, et al., 2016). Estudos j& demonstram o potencial do FT-IR como técnica de
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andlises bioquimicas na area da salide, detectando vibracdes de moléculas até mesmo para estudos
de investigacdo em informacdes da composicao de tecido, saliva, sangue e bactérias periodontais,
expondo assim seu relevante papel nos estudos microbiologicos (De Abreu et al., 2025, Pinto et al.,
2025).

Gémeos dizigbticos tem relevancia nesse estudo ja que compartiiham aproximadamente 50% do
material genético, demonstrando ser um modelo valioso para investigar a contribuicdo de fatores
ambientais e epigenéticos no TEA, adicionando a influéncia de fatores do Ambiente Ndo Compartilhado
(ANC) entre pares de gémeos (Robinson et al., 2011). Estudos indicam que esses fatores podem alterar
a genética comportamental, como demonstrado em testes com animais que evidenciaram a influéncia
do ANC entre gémeos, embora o nimero de estudos voltados para o TEA seja limitado (Bolte et al.,
2019; Tikhodeyev et al., 2019). A epigética, que busca identificar os efeitos do ambiente no genoma e
no fenétipo, vém se destacando em estudos atuais, apresentando relevante potencial como linha de
investigacao cientifica. Nesse contexto, busca-se identificar modificacées epigendmicas relacionadas
ao TEA, demonstrando ndo apenas fatores genéticos, mas também metabdlicos e ambientais que
contribuem para o futuro diagndstico especifico. Dessa forma, de acordo com Loke et al., 2015, o
potencial da epigenética, mesmo no estagio inicial, permitiria aprofundar a compreensao da etiologia
do TEA e auxiliar na criacao de biomarcadores para fins de diagnéstico (Loke et al., 2015). Com base
nessas premissas, este estudo visa investigar fatores epigenéticos e metabdlicos que possam estar
associados ao TEA, e permitam contribuir para o diagnéstico seguro, especifico e ndo invasivo.

Metodologia

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob n°: CEP 7.069.519, CAAE:
69110423.5.0000.5503. O estudo foi desenvolvido com amostras de saliva provenientes de gémeos
dizig6ticos, 15 anos de idade, um do sexo feminino, classificado como neurotipico, e um do sexo
masculino, com diagnoéstico de TEA. A coleta das salivas teve inicio ap0s leitura, explicacdo e
assinatura do Termo de Conhecimento Livre Esclarecido (TCLE), pelo responsavel pelos participantes,
bem como a leitura e assinatura do Termo de Assentimento (TA), pelos participantes. Todos foram
orientados a respeitar um periodo de 2 horas sem ingestdo de alimentos/liquidos, exceto agua,
evitando, ainda, a ingestdo de alimentos com cafeina e a escovacgédo dos dentes no periodo estipulado.

A coleta das amostras foi realizada em consultério odontoldgico, pelos membros da equipe de
pesquisa, em atendimento individual. Apés acomodacao dos participantes, sentados confortavelmente,
foi realizada a limpeza da cavidade bucal, com bochechos utilizando agua filtrada, descartada na
sequéncia. Os participantes foram orientados a manter a cabeca ligeiramente inclinada para a frente,
permitindo o acimulo da saliva ndo estimulada na cavidade bucal. Com o auxilio de pipeta Pasteur,
foram coletados 1,5 mL de saliva, acondicionados em Eppendorf identificado e mantido em refrigeracao
até seu processamento. A saliva foi centrifugada (10min, 10.000 rpm, 20 °C) sendo o sobrenadante
congelado a -80 °C até o momento da andlise. Os espectros foram obtidos pelo espectrdmetro FT-IR
Spectrum Two da empresa PerkinElmer, acoplado a um ATR com cristal de diamante. As amostras de
saliva foram descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas em agitador vortex (30 s). Em
seguida, 20 pL foram depositados no ATR de diamante, sendo desidratados por 10 minutos com fluxo
de 1L/minuto de ar seco.

Figura 1- Equipamento utilizado para andlise das amostras de saliva- Spectrum Two FT-IR (PerkinElmer).

Fonte: A autora (2025).

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

Resultados

Os resultados obtidos mostraram diferencas na intensidade e/ou configuracdo das bandas de
absorcao ao longo de todo o espectro, como observado na Figura 2.

Figura 2- Espectros das amostras neurotipico e TEA.
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Fonte: A autora (2025).

Na regido entre 4000-3000 cm! observa-se, tanto para a amostra do TEA quanto da neurotipica,
uma banda em ~3250 cm! que corresponde a modos vibracionais de estiramento de grupos O-H de
hidroxila, presentes principalmente na &agua, tendo contribuicdo de vibragbes de carboidratos e
proteinas em menor quantidade. S&o bandas bastante proeminentes e largas como visualizadas na
figura 2. A regido entre 3000-2900 cm1, na amostra neurotipica, apresenta bandas em 2962 e 2924
cml, que correspondem a modos vibracionais de estiramento assimétrico de C-H em CHs e CH:
respectivamente. Essas contribui¢cdes ndo foram detectadas na amostra TEA, observando-se perda de
intensidade dos picos nesta regido do espectro (Figura 2).

As principais diferencas entre as bandas sao visualizadas na regiao espectral entre 1800-800 cm™,
como demostrado pela ampliacdo dessa regido (Figura 3). Diferencas de intensidade e contorno de
bandas podem ser observadas entre 1800 e 1500 cm-1, que exibem vibracdes de moléculas de amida
| (1631 cm) e amida Il (1546 cm!) presentes em proteinas, ribossomos, inclusées e outras estruturas
proteicas presentes na amostra. Nessa regido, a amostra TEA exibiu perda de intensidade no pico 1631
cm-1 e auséncia do pico em 1546 cm-! (Figura 3).

A regido entre 1500-1300 cm-! apresentou vibragdes de deformagédo de C—H de CH: e estiramento
simétrico de C=0 de COO-, presentes em moléculas de lipidios e proteinas de apéndices proteicos. No
entanto, em 1448 cm, o espectro TEA apresentou perda da intensidade do pico em relacdo a amostra
neurotipica, enquanto no comprimento de onda em 1351 cm-! a amostra TEA exibiu uma banda que
nao esta presente no espectro neurotipico.

As bandas na regido de 1200-900 cm! estéo relacionadas a estiramentos simétricos e assimétricos
de vibragbes P=0 de grupos PO de ligagBes fosfodiester, presentes em 4cidos nucléicos, e vibragdes
C—0—C, C-0O-H, C-O, C—0O—P e P-O-P de vérios oligossacarideos e polissacarideos presentes na
saliva. As diferencas identificadas nesta regido podem ser interpretadas principalmente por diferencas
de oligopolissacarideos resultantes da quebra de carboidratos e presentes na amilase salivar.

Essa faixa espectral € conhecida como regido de especificidade, principalmente entre 900-750 cm-
1, por apresentar picos exclusivos conforme a amostra estudada, conferindo identidade para a amostra.
Sao picos altamente varidveis e muitas vezes com sobreposic6es de absorcbes de vibracdes de
diferentes moléculas.
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Figura 3: Espectros das amostras neurotipico e TEA — regido ampliada de 1800-800 cm™.
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Fonte: A autora (2025).

Tabela 1- Valores de nimero onda em cm e atribuicdo dos modos vibracionais das
principais moléculas presentes na saliva do TEA, regido ampliada de 1800-800 cmL.
Item N° de onda

(cm) Modos Vibracionais Moléculas Salivares
v(CO), v(CN), 6(NH) - Proteinas (a-amilase, albumina,
1631 Amida | de estruturas folhas - cistatinas, mucinas, proteinas ricas em
pregueadas prolina, slgA).
- Proteinas (a-amilase, albumina,
1545 O(NH), v(CN) Amida Il cistatinas, mucinas, proteinas ricas em
prolina, slgA).
-Proteinas (grupos metil);
1448 8(CHs) 8(CH2) -Lipidios;
-Horménios (Cortisol).
- Proteinas (a-amilase, albumina,
1351 V(COO"), 5(CHz2) cistatinas, mucinas, proteinas ricas em
prolina, slgA).
- Horménios (cortisol, testosterona).
- Carboidratos
- Fosfatos inorgéanicos, fosfolipidios
1065 V(ng Y(CC)’I;IS(?OC)’C%(COOE') (lipidios de membrana) e grupos
Vs(PO27), vas(PO2), vs(CO-O-C)  foctodigster de  4cidos  nucleicos
(esqueleto agucar-fosfato).
978 v(PO27) - Fosfatos inorganicos;
v(PO4), v(CC), v(CO), v(CH20H) - Acidos nucleicos e proteinas.
844 v(COC) Alteracdes na composicédo de

proteinas, lipidios, glicoconjugados

Legenda: v = vibragdes de estiramento; & = vibracdes de deformagdo angular; s = vibragdes simétricas; as =
vibracdes assimétricas. Para as atribuicdes dos modos vibracionais foram utilizadas as seguintes referéncias:
(Pinto et al., 2021.)

Fonte: A autora (2025).

Discusséao

Os resultados mostram diferencas nos espectros salivares de individuos TEA e neurotipicos como
demonstrado em pesquisas anteriores (Pinto et al., 2025), corroborando com os resultados do presente
estudo e salientando o potencial da ferramenta FT-IR como método para diagndstico precoce desse
transtorno (Pinto, 2022). Na regido entre 4000-3000 cm-?, pode-se observar menor intensidade do pico
e perda do contorno de banda na amostra TEA em relacdo ao neurotipico. Essa regido correspondente
a modos vibracionais de estiramento de grupos O-H de hidroxila, provenientes principalmente da agua
presente na amostra, sugerindo que a amostra TEA teve menor quantidade no teor de agua em relagéo
ao neurotipico. Essa condicao da reducéo da hidratagdo na saliva é recorrente em portadores do TEA,
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nos quais a solubilidade da saliva é comprometida por xerostomia, desidratacdo, menor concentracao
de agua disponivel, uso continuo de medicamentos, alteracdes hormonais e gastresofagicos (De Sousa
Moreira, 2025; Bel’'skaya et al., 2020).

Na regido espectral 1631 cm (Amida 1), e entre 1545 cm-1 (Amida Il), foram observadas menores
intensidades nos picos da amostra TEA quando comparada a amostra neurotipica, indicando possivel
reducdo no contelido proteico da saliva no TEA ou alteracao de estruturas proteicas especificas como
a folha-beta de estrutura secundaria, uma vez que esta € uma regido de vibrac6es moleculares de
peptideos de proteinas (Pinto et at., 2021). Outro fator, presente em ambas as regides, e que pode
estar relacionado com a menor intensidade dos picos no grupo TEA, é a reducao da Imunoglobulina A
secretora (SlgA), anticorpo fundamental para a salde sistémica, que atua na primeira linha de defesa
da saliva, formando uma barreira imunolégica. Estudos revelam niveis séricos reduzidos desse
anticorpo durante a disbiose gastrointestinal, apresentando niveis significativamente baixos em
pacientes com TEA, representando relevante valor de diagnéstico para essa popula¢do (Gong et al.,
2021; Bel’'skaya et al., 2020).

No comprimento de onda de 1351 cm! observa-se o pico proeminente na amostra TEA atribuido
fortemente a deformacgdo simétrica do CHs e que estd presente na amostra neurotipica de forma
discreta e com perda do contorno do pico. Essa regi@o esté relacionada a vibracdes moleculares de
proteinas (a-amilase, albumina, cistatinas, mucinas, proteinas) e de residuos de aminoéacidos de cadeia
laterais contendo grupos metil (alanina, valina, leucina, isoleucina), presentes na saliva e que podem
ter contribuido na intensidade do pico. O aumento da intensidade e as varia¢cdes no pico da amostra
TEA também podem ter sofrido contribuicdo de vibragdes moleculares relacionadas ao hormdnio
testosterona e cortisol, o que é relevante neste estudo, dado que a amostra analisada é do individuo
TEA do sexo masculino (Bel'skaya et al., 2020).

O aumento de oligopolissacarideos decorrentes da quebra de carboidratos pela amilase salivar,
pode ter contribuido na variacéo de intensidade dos picos observados na faixa entre 1200-900 cm2. A
fermentacéo dos oligossacarideos promove acidificacao da cavidade bucal, colonizagéo de bactérias e
aumento no risco de carie dentaria (Scannapieco, Torres e Levine, 1993) justificando maior prevaléncia
de placa bacteriana e elevados indices de gengivite no individuo com TEA (Barbosa et al., 2022).

Acresce que, na banda em 1065 cm observa-se aumento da intensidade na amostra TEA em
relagdo a neurotipica, regido de vibragdo de estiramento simétrico do grupo fosfato (P=0) do esqueleto
de DNA, RNA e de fosfolipidios, estando diretamente relacionado com o material genético e
membranas celulares, podendo ser interpretado como assinatura vibracional da amostra analisada.
Esse pico pode ser usado como biomarcador para o TEA, embora sejam necessérios estudos futuros
com numero amostral significativo para sua validagdo como biomarcador (Rekha et al., 2018; Bel'skaya
et al., 2020).

Uma hip6tese para as diferencas detectadas entre os picos das amostras TEA e neurotipica, em
978 cm1, podem ser relacionadas as diferencas metabdlicas e de expresséo génica de cada individuo.
O estresse oxidativo, em niveis elevados, e o metabolismo alterado dos portadores de TEA podem
levar a alteracdes no metabolismo e danos ao DNA/RNA, principalmente na espinha dorsal dos acidos
nucleicos, regido de ligagdo P-O-C, que conecta essas unidades e que vibram neste comprimento de
onda. Nucleotideos livres, como o ATP, também vibram nessa regido e podem ter contribuido com o
pico intenso na amostra TEA (Rekha et al., 2018; Bel’'skaya et al., 2020). O pico em 978 cm também
se destaca como potencial biomarcador para o TEA.

Os resultados também mostraram diferengas em contorno, intensidade e posi¢éo exata do pico no
comprimento de onda 844 cm-1, que podem estar associadas a diferencas no padrdo de expresséo ou
na estrutura de biomoléculas. Estudos mostram que diferencas significativas nessa regido sugerem
alteracao na concentragdo ou no tipo de glicoproteinas presentes na saliva ou, ainda, alteracdo no perfil
da glicosilagdo, na forma como os acUcares se ligam as proteinas, processo esse que tem papel
preponderante na fungéo proteica, incluindo sinalizagéo celular e interagcdes imunoldgicas, alteradas
no individuo portador de TEA (Rekha et al., 2018; Bel'skaya et al., 2020).

Assim, de acordo com a analise dos resultados, foi possivel identificar variagcdes de intensidade e/ou
forma dos picos analisados. Essas diferencas podem servir como indicadores espectroscépicos de
possiveis alteragdes na composicdo e estrutura de importantes biomoléculas na saliva de individuos
com TEA. Diante disso, é possivel compreender que futuros estudos para aprofundar a investigacdo
séo necessérios, confirmando que a espectroscopia por FT-IR da saliva permite reduzir distorcdes e
sustentar o perfil do TEA com particularidades metabdlicas ligadas a esse transtorno.
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Conclusao

A analise da saliva por espectroscopia FT-IR demonstra potencial como ferramenta adjuvante de
baixo custo no diagnéstico do Transtorno do Espectro Autista, identificando alteracdes metabolicas
associadas a essa alteragdo, permitindo contribuir para seu diagnéstico seguro, especifico e ndo
invasivo.
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