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RESUMO: O Transtorno do Espectro Autista (TEA) envolve déficits cognitivos e sociais associados a alteragdes fisiolégicas do
trato gastrointestinal. Este estudo avaliou a microbiota intestinal, perfis de resisténcia antimicrobiana (ARG), integridade da
barreira epitelial e marcadores inflamatérios em criangas brasileiras com TEA (n=18) e neurotipicas (NT, n=20). Todas as
criangas com TEA apresentaram queixas gastrointestinais. Amostras fecais revelaram menor alfa diversidade microbial (p=0,007)
e diferenciacdo beta significativa (p=0,004) no grupo TEA, com aumento dos géneros Staphylococcus, Haemophilus,
Brevibacterium e Bifidobacterium. As proteinas Zonulina, Claudina e Ocludina e a diversidade de ARGs estiveram
significativamente elevadas no TEA (p<0,001). PBMCs expostos a LPS/PHA produziram maiores niveis de TNF-a e IL-1f3 ap6s
3h no grupo TEA. Conclui-se que criancas com TEA apresentam disbiose, maior permeabilidade intestinal e perfil pro-
inflamatério sistémico.

Palavras-chave: Microbiota intestinal; Transtorno do espectro autista; Permeabilidade intestinal; Citocinas inflamatdrias;
Genes ARG.

| 1. INTRODUGAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é caracterizado como um distirbio do neurodesenvolvimento de
fisiopatologia complexa e multifatorial, cujas manifestacdes clinicas fundamentais envolvem prejuizos na
comunicacdo e interacao social, além da presenca de padrdes restritos, repetitivos e esterotipados de comportamento,
interesses e atividades (Association, 2013). Nos ultimos anos, a prevaléncia do TEA tem registrado um crescimento
expressivo em escala mundial. Estudos epidemiol6gicos conduzidos nos Estados Unidos apontam que a prevaléncia
do autismo atingiu a proporcao de 1 caso para cada 36 criancas com idade de 8 anos (Walensky et al., 2023).
Observou-se um incremento substancial nos niveis de suporte 1 e 2 (aumento de 3,91 para 14,26 casos por 1.000
criangas) e no nivel de suporte 3 (aumento de 2,80 para 4,59 casos por 1.000 criancas) (Hughes et al., 2023). Esse
padrdo de crescimento populacional tem sido verificado em diversos outros paises, tais como India, Israel, China e
Vietna (Salari et al., 2022).

Do ponto de vista etiolégico, o TEA apresenta uma forte contribuicdo genético-hereditaria, evidenciada por
estudos de concordancia em gémeos monozigoticos (70% a 90%) em comparacao a gémeos dizigéticos (0% a 10%)
(Tick et al., 2016). Embora mais de mil genes tenham sido associados ao risco de autismo — atuando sobretudo em
processos de neurogénese, migragcdo neuronal, guia axonal e sinaptogénese (Courchesne et al., 2020) —, variacdes
genéticas tnicas ou mutagdes de nucleotideo tinico (SNVs) ndo sdo capazes de explicar isoladamente a totalidade
dos quadros clinicos (Sanders et al., 2015). Diante disso, investigacdes contemporaneas tém focado no papel
modulador de fatores ambientais pré-natais, nutricionais, epigenéticos e gastrointestinais na determinacdo do
fenotipo autista (Christensen et al., 2014; Schug et al., 2015).
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Em particular, o estudo do eixo cérebro-intestino-microbiota emergiu como uma fronteira cientifica altamente
promissora. A microbiota intestinal humana é composta por trilhdes de microrganismos que mantém relagoes
simbidticas essenciais com o hospedeiro, participando da sintese de vitaminas, fermentacdo de polissacarideos
complexos em Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC), modulacdo imunolégica e regulacio neuroenddcrina
(Thursby e Juge, 2017; Bienenstock et al., 2015). Evidéncias experimentais em modelos animais germ-free
colonizados com microbiota de individuos autistas demonstraram a inducdo de comportamentos anormais de
interagdo social e alteracdo na expressdo génica cerebral (Sharon et al., 2019). No entanto, os estudos em humanos a
respeito do perfil de abundancia microbiana, do resistoma e das assinaturas de microbiota em individuos com TEA

ainda apresentam inconsisténcias na literatura internacional (Cryan e Dinan, 2012; Tomova et al., 2015).

Somado a isso, criancas diagnosticadas com autismo apresentam elevada prevaléncia de especificidades
alimentares, caracterizadas por aversdes sensoriais a certas texturas, cheiros, cores e sabores (Lazaro et al., 2018).
Essa conduta resulta em um padrdo alimentar seletivo e retrégrado, marcado pelo baixo consumo de vegetais, frutas
e alimentos in natura ricos em fibras, e pelo consumo aumentado de produtos ultraprocessados de alta densidade
energética, ricos em agticares refinados e gorduras (Sharp et al., 2018). Esse desequilibrio dietético ndo apenas
favorece o desenvolvimento de sobrepeso e obesidade, como também altera a ecologia do microbioma intestinal e

compromete a integridade da barreira epitelial (Valenzuela-Zamora et al., 2022).

O comprometimento da integridade da barreira gastrointestinal — estrutura composta por células epiteliais e
proteinas das juncdes de oclusdo (tight junctions) como Claudinas, Ocludinas e Zonulina (Clayburgh et al., 2004) —
pode permitir a translocagdo de componentes bacterianos imunogénicos (como o lipopolissacarideo - LPS) para a
circulagdo sistémica (White, 2003; Fasano, 2011). Essa permeabilidade aumentada ("gut leakiness") pode disparar
cascatas inflamatérias periféricas com liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (como TNF-o, IL-1f e IL-6),
impactando o sistema nervoso central através da quebra da barreira hematoencefalica (Ferguson et al., 2016; Rose et
al., 2018).

Dado que os dados referentes a essa triade (microbiota, permeabilidade e perfil inflamatério) em populagdes
infantis brasileiras ainda sdo extremamente limitados, este trabalho teve como objetivo caracterizar a microbiota
intestinal e seus genes de resisténcia antimicrobiana (ARG), correlacionando-os com a integridade da barreira

gastrointestinal, o perfil de comportamento alimentar e a resposta inflamatoria celular em criangas com e sem TEA.

I 2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem e Critérios de Selecao

Foi realizado um estudo controlado, transversal e nao randomizado com 38 criancas de ambos 0s sexos, na faixa
etaria de 6 a 12 anos, divididas em dois grupos de estudo:
1. Grupo TEA (n = 18): Criancas com diagnéstico formal de Transtorno do Espectro Autista acompanhadas na
Clinica de Psicologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Campus Anisio Teixeira, Vitéria da Conquista -
BA.
2. Grupo Neurotipico (NT, n = 20): Criancas sem histérico ou sinais de neuroatipias, recrutadas da comunidade e

pareadas por faixa etaria.

Os critérios de exclusdo aplicados a ambos os grupos compreenderam: presenca de doengas genéticas conhecidas
(como Sindrome de Down ou X-Fragil), condi¢des neurolégicas de etiologia definida, doencas inflamatérias

intestinais cronicas (como Doenca de Crohn e Retocolite Ulcerativa), uso de antibi6ticos ou probiéticos nos 3 meses
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que antecederam a coleta de amostras, histérico de cirurgias gastrointestinais e falha na assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPSH/UFBA) sob o protocolo n° 3.532.538.

2.2. Avaliagao Antropométrica e Diagnostico Clinico

As criancas foram submetidas a avaliacdo antropométrica padronizada (massa corporal em kg e estatura em cm).
O Indice de Massa Corporal (IMC = kg/m?) e os indices de Peso/Idade e IMC/Idade foram convertidos em escores-Z
utilizando as curvas de crescimento de referéncia da Organizacdo Mundial da Satide (WHO, 2006). A avaliacdo
neuropsicologica do grupo TEA utilizou a Escala de Inteligéncia Wechsler para Criangas (WISC-IV). O histérico de
sintomas gastrointestinais (constipacdo, dor abdominal, diarreia e flatuléncia) no tultimo més foi obtido por

questionario estruturado padronizado.

2.3. Avaliacao Nutricional e do Comportamento Alimentar

O consumo alimentar do dia anterior a coleta fecal foi investigado por meio do Recordatério Alimentar de 24
horas (R24h). A qualidade nutricional e o nivel de processamento foram avaliados pela metodologia de Andlise
Qualitativa das Preparacoes do Cardapio (AQPC Escolar) adaptada (Veiros e Martinelli, 2012). Alimentos foram
classificados em categorias "Recomendados" (saladas, vegetais ndo amilaceos, frutas, carnes magras) e
"Controlados" (alimentos ultraprocessados, ricos em acucar, frituras, molhos gordurosos e bebidas agucaradas). O
perfil de comportamento alimentar foi avaliado através do questionario validado Children's Eating Behavior

Questionnaire (CEBQ) (Viana e Sinde, 2012), composto por subescalas de interesse e aversdo alimentar.

2.4. Sequenciamento Metagenémico e Andlise Bioinformatica

Amostras fecais frescas foram coletadas e congeladas a -80 °C. O DNA genomico total foi extraido de 250 mg de
fezes utilizando o kit comercial Genomic DNA from Tissue NucleoSpin® (Macherey-Nagel) seguindo as orientagdes
do fabricante. As bibliotecas metagendmicas foram preparadas e sequenciadas na plataforma Illumina NovaSeq
(leituras pareadas paired-end 151x151 pb) no Penn State College of Medicine Genome Sciences Facility
(Pennsylvania State University, EUA).

O processamento bioinformatico das leituras brutas foi executado via pipeline AMRPIlusPlus (v2.0.2). A filtragem
de qualidade e a remocdo de adaptadores utilizaram o Trimmomatic, e a remocao de contaminantes do genoma
humano foi realizada por alinhamento contra a referéncia GRCh38 via BWA. A classificagdo taxonomica foi
efetuada pelo Kraken2 (v2.1.3) e reestimada pelo Bracken. O perfil de genes de resisténcia a antimicrobianos (ARG)

foi determinado alinhando as leituras de alta qualidade contra o banco de dados MEGARes (v2.0).

2.5. Marcadores de Permeabilidade Intestinal e Citocinas Inflamatérias

A integridade da barreira epitelial fecal foi mensurada através da quantificacdo das proteinas Zonulina,
Claudina-1 e Ocludina por ensaios de imunoensaio enzimatico (ELISA) utilizando kits comerciais padronizados

(Novus Biologicals®, CK-Bio® e IDK®), com leitura em espectrofotdmetro a 450 nm.

Para a analise imunolégica, amostras de sangue periférico foram submetidas ao isolamento de Células
Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs) por gradiente de densidade com Histopaque-1077 (Ficoll). As células
foram ajustadas ($3 imes 10"6$ células/mL) e cultivadas em placas de 24 pocos em meio RPMI-1640. Os cultivos

foram estimulados com Lipopolissacarideo (LPS de E. coli, $1\,\mu ext{g/mL}$) e Fitohemaglutinina (PHA, $10\,
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\mu ext{g/mL}$) nos tempos de 1 hora e 3 horas a 37 °C com 5% de CO,. As concentra¢des das citocinas TNF-q,

IL-1f e IL-6 nos sobrenadantes foram quantificadas pela técnica de ELISA multiplex (ProcartaPlex™, Invitrogen).

2.6. Analise Estatistica

Varidveis continuas foram avaliadas quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk. Comparagdes entre
dois grupos independentes com distribuicdo ndo paramétrica foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney U ou
teste de Wilcoxon. Variaveis categdricas foram analisadas pelos testes Qui-Quadrado de Pearson e Exato de Fisher.
As andlises de diversidade alfa (indices de Shannon, Simpson e Chaol) e beta (distancia de Aitchison em dados
transformados por CLR) foram performadas em ambiente R (pacotes vegan e phyloseq). A significancia estatistica
das matrizes de diversidade beta foi testada por PERMANOVA (ADONIS, 999 permutagdes). A abundancia relativa
diferencial em nivel taxondmico foi calculada pelo pacote ALDEx2 com correcdo de testes multiplos por Benjamini-
Hochberg ($p < 0{,}05%).

| 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao Sociodemografica, Antropométrica e Clinica

A caracterizacdo da amostra demonstrou uma distribuicdo etaria equivalente entre os grupos (55,6% entre 6-8
anos e 44,4% entre 9-12 anos). No grupo TEA, observou-se uma maior proporcao de individuos do sexo masculino
(88,9%), dado que reflete o padrdo epidemiolégico classico do autismo global. No perfil antropométrico, 72,2% das
criangas com autismo apresentaram excesso de peso (sobrepeso ou obesidade), em comparacdao a 40,0% no grupo

neurotipico (Tabela 1).

Achado Clinico Principal: 100% das criancas do grupo TEA relataram a presenca de pelo menos um sintoma
gastrointestinal persistente no més anterior a avaliacdo ($p < 0{,}001$), contra apenas 10% no grupo NT. A constipacdo
intestinal foi a queixa mais expressiva no grupo autista (44,4%), seguida por dor abdominal recorrente (27,7%, $p = 0{,}

019).

Tabela 1. Perfil demografico, antropométrico e de sintomas gastrointestinais de criancas dos grupos TEA e NT.

Idade: 6 a 8 anos /9 a 12 anos (%) 55,6% / 44,4% 55,6% / 44,4% 1,000
Género Masculino (%) 88,9% 61,1% 0,120
Sobrepeso / Obesidade (IMC/T) 72,2% 40,0% 0,180
Sintomas Gastrointestinais Totais 100,0% 10,0% <0,001*
Constipacao Intestinal 44,4% 15,0% 0,070
Dor Abdominal Recorrente 27,7% 0,0% 0,010*

3.2. Consumo e Comportamento Alimentar

Os dados obtidos no Recordatério Alimentar de 24 horas evidenciaram disparidades profundas na qualidade da
dieta entre os grupos. Criangas do grupo TEA apresentaram um consumo significativamente menor de alimentos da
categoria recomendada, com destaque para a auséncia de saladas ($p = 0{,}005%$) e vegetais ndo amilaceos ($p =

0{,}0001%). Em contraposicdo, demonstraram uma ingestdo substancialmente maior de preparagdes ricas em
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acucares adicionados ($p = 0{,}001$), alimentos industrializados prontos e semiprontos ($p = 0{,}003$), bebidas de
baixo valor nutricional ($p < 0{,}0001$) e frituras/carnes gordurosas ($p = 0{,}004$).

A aplicagdo do questiondrio CEBQ corroborou esses achados nutricionais. A subescala de "Seletividade
Alimentar" (Food Fussiness) apresentou escores médios significativamente mais elevados nas criangas com autismo
($p = 0{,}002%). A forte restricio e a neofobia alimentar reduzem drasticamente a diversidade de substratos
prebidticos (fibras soltiveis e polissacarideos complexos) que chegam ao célon, privando bactérias benéficas de

nutrientes e favorecendo a proliferacdo de microrganismos oportunistas.

3.3. Diversidade e Composicao Metagendmica da Microbiota Intestinal

O sequenciamento shotgun mostrou que a arquitetura geral da microbiota em ambos os grupos é dominada pelos
filos Firmicutes (Bacillota) e Bacteroidetes (Bacteroidota), seguidos de Actinobacteria e Proteobacteria. Todavia, a
avaliacdo da diversidade alfa revelou um prejuizo severo na Riqueza e Uniformidade da microbiota do grupo
autista. Conforme ilustrado na Figura 1, os indices de Shannon ($p = 0{,}007%$) e Simpson ($p = 0{,}006%) foram

significativamente menores em amostras de criangas com TEA.

indices de Diversidade Alfa Fecal (Shannon e Simpson)

indice de Shannon (p = 0,0072) indice de Simpson (p = 0,0059)
6.0 1.0
4.0 0.8 —
2.0 0.6
TEA NT TEA NT

Figura 1. Comparacao dos indices de diversidade alfa microbiana (Shannon e Simpson) entre criancas do grupo TEA e
Neurotipicas (NT).

A andlise da diversidade beta por PERMANOVA sobre matriz de distancias de Aitchison indicou
dissimilaridade estatisticamente significante entre as estruturas microbianas dos dois grupos ($p = 0{,}004$). Ao
analisar a abundancia relativa diferencial pelo método ALDEx2 (Figura 2), constatou-se que 0s géneros
Staphylococcus, Haemophilus, Brevibacterium e Bifidobacterium apresentaram-se significativamente enriquecidos
no grupo TEA. Em contrapartida, os géneros comensais Stenotrophomonas e Enterobacter demonstraram maior

abundancia diferencial no grupo NT.

Abundancia Relativa Diferencial de Géneros Bacterianos (ALDEXx2)
Enriquecido em TEA (<0) Enriquecido em NT (>0)
Stenotrophomonas —

Enterobacter —

Staphylocdyeem—
Haemophilu@e——

Brevibacterium (@ —

Bifidobacterium — (@——

Figura 2. Magnitude do tamanho do efeito da abundancia diferencial de géneros bacterianos entre grupos.
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3.4. Anadlise do Resistoma e Genes de Resisténcia Antimicrobiana (ARG)

A prossecucdo da andlise metagendmica permitiu mapear um total médio de 782 genes de resisténcia a
antimicrobianos no microbioma amostrado. Embora a andlise de diversidade beta do resistoma ndo tenha indicado
separacdo estatistica significativa entre os grupos ($p = 0{,}088$), a diversidade alfa de genes ARG dentro de cada
individuo foi significativamente superior no grupo TEA ($p < 0{,}001$). Criancas autistas apresentaram um
espectro genético mais amplo de determinantes de resisténcia, dos quais 81% correspondiam a classes de antibiéticos
comumente utilizados e 8% a determinantes de resisténcia a metais pesados (versus 6% em NT). Esse achado sugere
que a disbiose no autismo seleciona linhagens bacterianas portadoras de um reservatorio plasmidial e integronico de

resisténcia mais robusto.

3.5. Integridade da Barreira Gastrointestinal

As dosagens fecais de proteinas constitutivas e moduladoras do complexo de junc¢des oclusivas indicaram um
comprometimento marcante da barreira epitelial intestinal nas criancas com TEA. As concentracoes fecais de
Zonulina, Claudina-1 e Ocludina estiveram significativamente elevadas no grupo TEA ($p < 0{,}001$) em

relacdo ao grupo controle NT (Figura 3).

A zonulina é o modulador fisiolégico responsavel pela desmontagem reversivel das jungOes estreitas
intercelulares. A perda fecal aumentada de zonulina, ocludina e claudina sinaliza dano fisico as pontes epiteliais,
conduzindo ao aumento da permeabilidade paracelular ("sindrome do intestino permedvel"). Essa falha na barreira
permite que macromoléculas dietéticas parcialmente digeridas, fragmentos bacterianos e endotoxinas como o LPS

atravessem o epitélio e alcancem o tecido linfoide associado ao intestino (GALT) e a circulacdo sanguinea.

3.6. Resposta Inflamatoéria Celular e Dosagem de Citocinas

A avaliagdo da resposta imune celular in vitro via cultivo de PBMCs isolados evidenciou que as células
imunolodgicas de criangas com autismo encontram-se em um estado de pré-ativagdo ou sensibilidade aumentada.
Quando submetidas a estimulos mitogénicos e imunogénicos (LPS $1\,\mu ext{g/mL}$ e PHA $10\,\mu ext{g/mL}
$), as células do grupo TEA produziram concentracdes significativamente mais elevadas das citocinas pro-
inflamatérias TNF-a e IL-18 no tempo de 3 horas ($p < 0{,}05$, Tabela 2).

Tabela 2. Concentracao de citocinas pro-inflamatdrias no sobrenadante de PBMCs apos 3 horas de estimulo com
LPS e PHA.

Citocina (pg/mL) m Grupo TEA (Média + DP) Grupo NT (Média + DP)

TNF-a LPS ($1\,\mu ext{g/mL}$) 1450,8 + 210,4 890,2 + 145,1 0,012%*
TNF-a PHA ($10\,\mu ext{g/mL}$) 1120,5 + 180,3 640,7 + 110,8 0,021*
IL-1B LPS ($1\,\mu ext{g/mL}$) 820,4 £+ 95,2 410,6 *+ 65,3 0,008*
IL-1B PHA ($10\,\mu ext{g/mL}$) 650,1 + 88,4 320,3 + 54,1 0,015*
IL-6 LPS ($1\,\mu ext{g/mL}$) 980,2 + 150,6 810,4 £ 130,2 0,140

A hipermotilidade imune e a sintese exacerbada de TNF-a e IL-1f corroboram o modelo integrativo no qual a
disbiose e a permeabilidade intestinal sustentam um tonus inflamatério sistémico de baixo grau. O extravasamento
continuado de LPS endotoxico ativa receptores Toll-like (TLR4) em mondcitos e macréfagos periféricos. Citocinas

pro-inflamatérias em niveis elevados podem transpassar a barreira hematoencefalica ou sinalizar via nervo vago,
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ativando a micréglia e promovendo neuroinflamacdo, o que pode agravar prejuizos cognitivos e sintomas

comportamentais no autismo.

| 4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram de forma consistente que criancas brasileiras diagnosticadas com Transtorno
do Espectro Autista apresentam alteragcdes fisiologicas severas e interconectadas no eixo cérebro-intestino-
microbiota. O grupo autista caracteriza-se por:

1. Presenca universal de queixas gastrointestinais (100%), sobretudo constipacdo e dor abdominal;

2. Seletividade alimentar acentuada, com consumo reduzido de vegetais/fibras e consumo aumentado de
ultraprocessados;

3. Reducdo marcante na diversidade alfa e alteracdo da estrutura beta da microbiota intestinal (disbiose);

4. Maior diversidade de genes de resisténcia a antimicrobianos (ARGs) por individuo;

5. Perda da integridade da barreira gastrointestinal, evidenciada pela elevacdo expressiva das proteinas Zonulina,
Claudina-1 e Ocludina no meio fecal;

6. Perfil celular imunolégico hiperresponsivo, com liberagdo aumentada das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e
IL-1f ap6s estimulo com LPS e PHA.

Esses achados enfatizam a relevancia do trato gastrointestinal na fisiopatologia do TEA e abrem caminho para
estratégias terapéuticas adjuvantes baseadas em readequacdo nutricional, modulacdo de microbioma por prebidticos/

probioticos e restauracdo da integridade epitelial intestinal.
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