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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condi¢do neurodesenvolvimental
heterogénea, cuja complexidade clinica tem impulsionado a busca por biomarcadores
periféricos capazes de ampliar a compreensdo de subgrupos bioldgicos. Nesse contexto,
a saliva destaca-se como matriz promissora por seu carater ndo invasivo e boa
aceitabilidade em populacdes pediatricas. Este estudo teve como objetivo analisar o perfil
salivar de citocinas inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) € neurotrofinas (BDNF ¢ B-NGF)
em criancas e adolescentes com TEA atendidos em ambulatdrio especializado, bem como
investigar as associagdes entre esses biomarcadores e sua relacdo com variaveis clinicas
e contextuais. Trata-se de um estudo translacional, analitico, quantitativo e transversal,
realizado com 69 participantes de 2 a 17 anos. Os biomarcadores salivares foram
mensurados por ensaios imunoenzimaticos, e a analise estatistica incluiu o teste de
Shapiro-Wilk e o coeficiente de correlacdo de Spearman. Todos o0s biomarcadores
apresentaram distribuicdo ndo normal. Na amostra total, observou-se correlagdo positiva
forte entre IL-6 e TNF-a (p = 0,85; p <0,001), além de associag¢des positivas entre ambas
e B-NGF (p > 0,71; p < 0,001), configurando um eixo relacional mais estavel entre
inflamacdo e sinalizagdo neurotrofica. Nas analises estratificadas por faixa etaria, esse
padréo permaneceu presente, com maior coesdo no grupo de 2 a 4 anos e manutencao das
associacoes entre 1L-6, TNF-a e B-NGF nos grupos de 5 a 9 anos e de 10 a 17 anos,
enquanto IL-1B e BDNF apresentaram comportamento mais variavel entre os estratos.
Também foram identificadas associa¢fes exploratorias entre biomarcadores e variaveis
clinicas e contextuais, com destaque para a correlagdo negativa entre IMC e B-NGF no
grupo de 2 a 4 anos, a correlacdo positiva entre renda familiar e BDNF em diferentes
faixas etarias, e as associacfes negativas entre seletividade alimentar e IL-6/TNF-a no
grupo de 10 a 17 anos. Conclui-se que os biomarcadores salivares revelaram um padréo
consistente de associacao entre inflamacgéo e neurotrofia, com destaque para o eixo IL-6,
TNF-0 ¢ B-NGF, reforcando a saliva como matriz promissora para a pesquisa

translacional no TEA.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista; biomarcadores; saliva; citocinas; fatores
de crescimento neural.



ABSTRACT

Associations Between Salivary Inflammatory and Neurotrophic Biomarkers in
Children and Adolescents with Autism Spectrum Disorder: A Cross-Sectional Study

at a Reference Outpatient Clinic in Ceara

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a heterogeneous neurodevelopmental condition
whose clinical complexity has driven the search for peripheral biomarkers capable of
broadening the understanding of biological subgroups. In this context, saliva stands out
as a promising matrix due to its non-invasive nature and good acceptability in pediatric
populations. This study aimed to analyze the salivary profile of inflammatory cytokines
(IL-1pB, IL-6, and TNF-a) and neurotrophins (BDNF and B-NGF) in children and
adolescents with ASD treated at a specialized outpatient clinic, as well as to investigate
the associations among these biomarkers and their relationship with clinical and
contextual variables. This was a translational, observational, analytical, cross-sectional
study conducted with 69 participants aged 2 to 17 years. Salivary biomarkers were
measured using immunoenzymatic assays, and statistical analysis included the Shapiro-
Wilk test and Spearman’s correlation coefficient. All biomarkers showed non-normal
distribution. In the total sample, a strong positive correlation was observed between IL-6
and TNF-a (p = 0.85; p < 0.001), in addition to positive associations between both
cytokines and B-NGF (p > 0.71; p < 0.001), configuring a more stable relational axis
between inflammation and neurotrophic signaling. In age-stratified analyses, this pattern
remained present, with greater cohesion in Group 1 (2-4 years) and maintenance of the
associations among IL-6, TNF-a, and B-NGF in Group 2 (5-9 years) and Group 3 (10—
17 years), whereas IL-13 and BDNF showed more variable behavior across strata.
Exploratory associations were also identified between biomarkers and clinical and
contextual variables, notably the negative correlation between BMI and B-NGF in Group
1, the positive correlation between family income and BDNF across different age groups,
and the negative associations between food selectivity and IL-6/TNF-a in Group 3. It is
concluded that salivary biomarkers revealed a consistent pattern of association between
inflammation and neurotrophy, especially involving the IL-6, TNF-a, and B-NGF axis,

reinforcing saliva as a promising matrix for translational research in ASD.

Keywords: autism spectrum disorder; biomarkers; saliva; cytokines; nerve growth
factors.
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1 INTRODUCAO
1.1 Heterogeneidade clinica do Transtorno do Espectro Autista

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condicdo de desenvolvimento
neuroldgico que é caracterizada por déficits persistentes em comunicacdo social e
interacdo social, associados a padroes restritos e repetitivos de comportamento, interesses
ou atividades comegando no periodo do desenvolvimento e com implicagdes funcionais
variaveis (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2022). A expressao
"espectro” refere-se ao grande intervalo de variabilidade da apresentacdo clinica do
transtorno, tanto em intensidade, bem como no perfil funcional. H& criancas que
apresentam linguagem preservada, maior autonomia adaptativa e necessidade mais
localizada de apoio, enquanto outras tém auséncia de linguagem funcional, déficits
cognitivos associados, maior sensibilidade sensorial e limitacdes adaptativas maiores em
nivel diario. Essa heterogeneidade se reflete diretamente na pratica clinica, no
planejamento terapéutico e na pesquisa, ao sugerir que diferentes trajetorias biologicas
podem levar a uma mesma apresentacdo comportamental.

No Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais, 5% edicdo, texto
revisado (DSM-5-TR), os niveis de suporte expressam a gravidade do TEA, organizados
em nivel 1 (requer suporte), nivel 2 (requer suporte substancial) e nivel 3 (requer suporte
muito substancial), em funcdo dos prejuizos nas areas de comunicacdo social e da
gravidade dos comportamentos restritos e repetitivos. Alem disso, o diagnostico do TEA
pode vir acompanhado de especificadores clinicos, como a presenca de deficiéncia
intelectual, de comprometimento de linguagem, condi¢cdo médica ou genética associada
e fatores ambientais relevantes. Esse modelo reforca a natureza dimensional do TEA e
aumenta o potencial descritivo do diagnostico, especialmente em estudos que visam
caracterizar subfenotipos clinicos e biologicos (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2022).

O TEA ¢, essencialmente, avaliado em termos clinicos com base na historia do
desenvolvimento, observacdo da conduta e relatos dos cuidadores, muitas vezes
complementados por instrumentos padronizados. No Brasil, a Escala LABIRINTO de
Avaliagdo do Comportamento Alimentar no Transtorno do Espectro Autista tem sido
utilizada como instrumento para caracterizacdo padronizada de dimens@es alimentares
relevantes do TEA. A escala apresenta 26 itens, agrupados em sete fatores, que tém

respostas pontuadas de 0 a 4 (os valores mais altos decorrendo de maior frequéncia do
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comportamento avaliado). Assim, a pontuacdo de cada fator corresponde a soma dos itens
que o compdem, variando conforme o numero de itens de cada dominio. Desse modo, 0
Fator 1 (motricidade na mastigacdo) varia de 0 a 16 pontos; o Fator 2 (seletividade
alimentar), de 0 a 12 pontos; o Fator 3 (habilidades nas refei¢des), de 0 a 20 pontos; 0
Fator 4 (comportamento inadequado em relacgdo as refeigdes), de 0 a 8 pontos; o Fator 5
(comportamentos inflexiveis em relacdo a alimentagdo), de 0 a 24 pontos; o Fator 6
(comportamento opositor em relacdo a alimentacdo), de 0 a 12 pontos; e o Fator 7
(alergias e intolerancia alimentar), de 0 a 12 pontos. Considerando a totalidade da escala,
a pontuacAo total varia de 0 a 104 pontos (LAZARO; SIQUARA; PONDE, 2019). Ainda
assim, assim como outras métricas padronizadas, a sua funcdo é auxiliar a avaliacdo
especializada, nunca substituindo o diagnostico clinico, que segue sendo o padréo-ouro
(PONDE et al., 2021).

A heterogeneidade clinica também se reflete na alta frequéncia de comorbidades.
Revisdes sistematicas revelam que criancas com TEA podem apresentar, frequentemente,
transtornos de ansiedade, alteracbes do sono, TDAH, epilepsia, sintomas
gastrointestinais, seletividade alimentar, distirbios metabdlicos e manifestacdes alérgico-
imunoldgicas (BOUGEARD et al., 2021; HOLINGUE et al., 2023; LASHERAS et al.,
2023). Essa condigdo aumenta a complexidade do fenémeno autistico, pois o fenotipo
que é observado na pratica resulta, muitas vezes da combinacéo de caracteristicas centrais
do TEA e condicgbes intercorrentes. Além disso, as comorbidades tem potencial para
interferir diretamente em perfis inflamatdrios, neurotréficos e neuroendécrinos, agindo
como varidveis de confusdo, moderacdo ou mediacdo em investigagdes com
biomarcadores.

O impacto do TEA ndo diz respeito apenas a crianca. As familias frequentemente
vivenciam sobrecarga do cuidado, limitacbes econémicas, barreiras de acesso a terapias,
estigma e grandes reorganizacdes da rotina. Esses fatores afetam a qualidade do sono, a
alimentacéo, a continuidade terapéutica e a adeséo as intervengdes, de modo que o suporte
social e os determinantes sociais tornam-se dimensdes centrais para compreender o curso
clinico do quadro e suas possiveis interfaces com estresse, inflamagéo e funcionamento

adaptativo.

1.2 Epidemiologia do TEA

As estimativas de prevaléncia do TEA variam conforme os critérios diagnosticos

adotados, a faixa etaria pesquisada, a estrutura metodologica utilizada, a qualidade dos
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registros dos sistemas de vigilancia e a capacidade desses servicos para identificar os
casos acometidos. N&o obstante, 0 conjunto das evidéncias aponta para um crescimento
expressivo da identificacdo diagnostica nos ultimos anos. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), no ano de 2021, estimou que 1 a cada 127 pessoas no mundo era autista.
Nos Estados Unidos, os dados da Autism and Developmental Disabilities Monitoring
Network (ADDM), ligada ao Centers for Disease Control and Prevention (CDC),
registraram prevaléncia de 32,2 para cada 1.000 criancas com idade de 8 anos em 2022,
isto é, aproximadamente 1 para cada 31. No Brasil, os resultados preliminares do Censo
Demografico 2022 indicaram pela primeira vez 2,4 milhdes de pessoas com diagndstico
referido de autismo, correspondentes a 1,2% da populacdo residente. Esses nimeros tém
sua relevancia epidemiologica, mas devem ser considerados cautelosamente, pois
expressam, ao mesmo tempo, mudanca de fato na deteccdo, ampliacGes de critérios, maior
conscientizacdo, melhora dos mecanismos de triagem bem como persisténcia de
desigualdades de acometimento no acesso ao diagnostico (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2025; SHAW et al. 2025; IBGE, 2025).

Sendo assim, o aumento da prevaléncia observada ndo deve ser lido
automaticamente como crescimento biolégico isolado da incidéncia. Em muitos
contextos, os dados também espelham expansdo da cobertura diagnostica, maior
integracdo entre saude e educacdo, fortalecimento de politicas publicas e diminuicao
progressiva do subdiagnéstico. Ao mesmo tempo, persistem assimetrias relevantes entre
regides, grupos sociais e sistemas assistenciais, tornando a epidemiologia do TEA
indissociavel da discussao sobre desigualdade e acesso ao cuidado. Em escala mundial,
os estudos recentes do Global Burden of Disease também corroboram a magnitude do
TEA enquanto relevante causa de anos vividos com incapacidade sendo, portanto,
condicdo prioritaria para o planejamento de servicos e alocacdo de recursos em salde
(GLOBAL BURDEN OF DISEASE STUDY 2021 AUTISM SPECTRUM
COLLABORATORS, 2025).

1.3 Determinantes sociais, desigualdades e barreiras de acesso ao diagndstico e ao
cuidado no TEA

A identificagdo e o tratamento do TEA tém forte amparo em determinantes
sociais. Em contextos sociais de maior desigualdade, a probabilidade de uma crianca ser
classificada precocemente, ter diagnostico formal e ter acesso a intervengdes continuadas

depende da captacdo territorial de servicos especializados, da renda familiar, da
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escolaridade dos cuidadores, do tipo de cobertura assistencial e da habilidade de
mobilizagdo da rede de suporte. Como resultado, parte do observado como “variacdo na
prevaléncia” pode ser explicada pelas divergéncias na capacidade de reconhecimento e
confirmacéo diagndstica.

No Brasil, tais barreiras enfrentadas pelas familias incluem longas listas de espera,
baixa disponibilizacdo de servicos especializados, altos custos, concentra¢do do recurso
nas capitais e necessidade de locomocao elevada para avaliacdo e tratamento. Os usuarios
urbanos do sistema publico e cuidadores com menor escolaridade, em geral, possuem
maior dificuldade de acesso as intervengbes comportamentais e ao cuidado
multiprofissional, o que pode resultar em diagndstico tardio, descontinuidade terapéutica
e maior carga de trabalho familiar (ARARIPE et al., 2022; BANDEIRA et al., 2024).

Este debate € central, tanto para a construcdo do conhecimento, quanto para uma
analise metodoldgica. Nas investigacdes de clinica, desigualdades de acesso interferem
nas caracteristicas das amostras, na descricao clinica dos participantes e na interpretacdo
dos resultados. Quando grupos de maior renda e de maior acesso a terapias s@o
comparados com os sociais vulneraveis, as divergéncias em biomarcadores podem refletir
as caracteristicas do TEA, mas também os contrastes em cuidado, rotina, nutrigdo, uso de
medicamentos e exposi¢éo a estressores cronicos. Para que possam fazer uma leitura mais
proxima do fenbmeno autistico, a incorporacdo de determinantes sociais e de
caracteristicas de suporte social confere maior realismo a interpretacdo, menos
reducionista e, portanto, mais translacional (ARARIPE et al., 2022; BANDEIRA et al.,
2024).

1.4 Bases etiopatogénicas do TEA: multifatorialidade e vias convergentes

Atualmente, TEA é encarado como uma condicdo multifatorial, produzida pela
juncdo de predisposicOes genéticas e fatores ambientais em janelas criticas do
neurodesenvolvimento. Esta combinagdo pode afetar processos como conectividade
neural, plasticidade sinaptica, regulacéo transcricional, balanceamento entre excitacao e
inibicdo, maturacao cortical e mecanismos neuroimunes (LYALL etal., 2017; ZHUANG
et al., 2024). Ao invés de um Unico mecanismo etioldgico, a literatura atual aponta para
a nocgéo de vias convergentes, nas quais diferentes combinacdes de fatores podem levar a
manifestacdes comportamentais similares.

Parte dos estudos genémicos de larga escala tem mostrado que tanto as variantes

comuns de pequeno efeito quanto as variantes raras ou as variantes de novo de maior
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impacto sdo importantes, principalmente para genes relacionados a processos como a
sinapse, a organizacdo da cromatina, a regulacdo transcricional e o desenvolvimento
cortical (SATTERSTROM et al., 2020). Este cenario reforca a ideia de heterogeneidade
bioldgica, bem como pelo menos parte do motivo pelo qual a identificacdo de marcadores
universais e especificos do TEA ¢é tao dificil.

Estudam-se também associagdes entre 0 TEA e fatores ambientais ou perinatais
como idade paterna avancada, exposicdes a poluentes e condigdes obstétricas e estados
inflamatdrios maternos e alteragdes no metabolismo durante a gestacdo. N&o obstante a
variabilidade das associacGes em coeficiente e a presenga de confundidores residuais, o
modelo explicativo atual sugere que tais fatores atuariam, ndo como causas isoladas, mas
como moduladores de susceptibilidades bioldgicas em janelas criticas do
desenvolvimento cerebral (LYALL etal., 2017).

1.5 Neuroimunologia, neuroinflamacéo e interface cérebro-sistema imune

Ahipdtese neuroimune destaca-se entre as vias biologicas atualmente investigadas
no TEA. Evidéncias conjuntas indicam que alteracGes imunoldgicas periféricas e centrais
podem estar relacionadas a subgrupos do espectro, com eventuais repercussées sobre
poda sinaptica, funcdo glial, microglia, sinaptogénese e plasticidade neural (ESTES;
MCALLISTER, 2015). E relevante mencionar, no entanto, que essa hipotese nio
pressupde homogeneidade. A inflamag@o ndo deve ser considerada marcador universal
do TEA, mas um componente biologicamente plausivel em determinados perfis clinicos
e em determinadas interag0es ambiente-comorbidades.

As meta-analises e as revisGes sistematicas revelam, em média, perfil pro-
inflamatério moderado em parte dos individuos com TEA, principalmente em relacéo a
citocinas e quimiocinas periféricas, ndo obstante a heterogeneidade metodoldgica
significativa (MASI et al., 2015; SAGHAZADEH et al., 2019; ZHAO et al., 2021). Entre
as moléculas mais prevalentes, IL-1p, IL-6 e TNF-a recebem atengdo, em consequéncia
de sua participacdo na sinalizacdo inflamatoria, modulacdo da microglia e interface
imune-cérebro.

Para além disso, a literatura tem ampliado a visao para modelos integrativos como
0 eixo intestino-cérebro, onde microbiota intestinal, permeabilidade intestinal,
mediadores imunes, eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal e sistema nervoso entérico
interagem de maneira dindmica. Como 0s pacientes com TEA, frequentemente,

apresentam sintomas gastrointestinais, seletividade alimentar e exposicao diferenciada a

14



dietas, antibidticos e probioticos, esses elementos podem influenciar a biologia
inflamatoria e, portanto, os perfis de biomarcadores detectaveis em fluidos periféricos,
incluindo saliva (BJORKLUND et al., 2020; KORTENIEMI; KARLSSON; AATSINKI,
2023).

1.6 Biomarcadores, saliva e desafios translacionais

Os biomarcadores sdo indicadores que se podem calcular que indicam processos
bioldgicos normais, processos patoldgicos e respostas a intervencgdes. No que se refere ao
TEA, a busca por biomarcadores baseia-se em sua heterogeneidade clinica, na
necessidade de o entendimento de subgrupos biolégicos e no desejo de encontrar medidas
que possam complementar o acompanhamento clinico. Entretanto, a verdadeira utilidade
de um biomarcador depende da articulacdo entre validade analitica e validade clinica e,
consequentemente, veremos que isso Ndo é apenas uma questdo de mensuracdo adequada,
pois eles devem ser demonstrados como tendo relagdo com o construto em questdo e com
sua efetividade na préatica (FDA-NIH BIOMARKER WORKING GROUP, 2025).

A saliva vem sendo mencionada como uma matriz promissora nessa dire¢do por
sua coleta ndo invasiva, de custo baixo, repetivel e, principalmente, por ser especialmente
adequada a pediatria e a populagdes que tém aversao a punc¢des venosas ou, mesmo, que
possuem maior sensibilidade sensorial. Entretanto, esta ndo pode ser considerada como
uma alternativa direta ao sangue, uma vez que a origem dos analitos pode ser local ou
sistémica, e essa contribuicdo é distinta para cada marcador. Por isso, a interpretacdo de
biomarcadores salivares requer atencdo dedicada a fatores orais, comportamentais e pré-
analiticos.

Estudos metodoldgicos recentes mostram que o valor analitico da saliva depende
da padronizacao do horario de coleta, bem como do controle do jejum ou do intervalo
pos-prandial, da anotagdo da higiene bucal, do uso de medicamentos, da presenca de
infeccgdes recentes, do pH, da taxa de fluxo salivar, de sinais de contaminagao por sangue
e de suas condigdes de armazenamento e de processamento. Na populacdo infantil, o
préprio método de coleta é uma variavel critica, pois drenagem passiva, expectoracgéo,
absor¢do e succ¢do podem criar diferentes perfis de biomarcadores e tém viabilidades
diferentes de acordo com idade, desenvolvimento e cooperacdo da crianga (XU et al.,
2025).

Em uma revisao de escopo com populacéo pediatrica, Fey, Bikker e Hesse (2024)

mostraram que 0s métodos de absorcao e succao tendem a ser mais factiveis em criancas
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menores ou pouco cooperativas e que a drenagem passiva e a expectoragdo podem ser
mais adequadas para as crian¢as maiores. Por outro lado, protocolos metodoldgicos
recentes afirmam que o registro sistematico de taxa de fluxo, pH, contaminacdo por
sangue, dieta, exercicio, sono e medicacBes prévias a coleta ndo constituem um detalhe
operacional, mas constituem parte da confiabilidade do estudo (FEY; BIKKER; HESSE,
2024; XU et al., 2025).

Também € necessario considerar a saude bucal como possivel fonte de
confundimento. Em criancas e adolescentes saudaveis, as concentra¢fes de citocinas
salivares variam conforme a idade, as condi¢Oes orais e a taxa de fluxo salivar, o que
reforca a importancia do controle dessas variaveis em estudos comparativos. Da mesma
forma, revisdes recentes sugerem que criancas e jovens com TEA podem indicar piores
indicadores de saude bucal, enquanto estudos de microbioma oral encontraram diferencas
composicionais entre 0s grupos autistas e nao autistas, com possiveis repercussoes sobre
os mediadores inflamatorios locais. Assim, a interpretacdo dos biomarcadores salivares
no TEA deve incluir registros sobre higiene bucal, historia odontoldgica, condicdes de
inflamacdo gengival e possiveis fontes locais de inflamacdo (RINDERKNECHT et al.,
2022; SAMI et al., 2024; EVENEPOEL et al., 2024).

1.7 Citocinas inflamatorias e neurotrofinas salivares no TEA

Entre os alvos mais estudados para o TEA, citocinas inflamatdrias e neurotrofinas
continuam a ter prioridade. IL-1p, IL-6 e TNF-a constituem mediadores principais da
resposta inflamatdria e tém plausibilidade mecanistica entre a imunidade periférica,
microglia, barreiras biologicas e plasticidade neural. Os estudos periféricos tendem a
denotar um perfil pro-inflamatério em média, em pelo menos uma parcela dos individuos
com TEA, distribuicdo essa marcada por forte heterogeneidade entre amostras e desenhos
(MASI et al., 2015; SAGHAZADEH et al., 2019; ZHAO et al., 2021). No caso da saliva,
essa plausibilidade se mantém, porém a leitura dos resultados se torna mais sensivel a
confundidores locais e pré-analiticos.

As neurotrofinas BDNF e B-NGF também sdo de interesse pela sua participacédo
no neurodesenvolvimento, na plasticidade sindptica, na manutengdo de circuitos neurais
e na interacdo com sistemas endocrino e imune. Metandlises indicam que existem
alteracGes periféricas dessas moléculas em parte das criancas com TEA, embora sem
especificidade de diagndstico e com ampla variabilidade segundo a idade, estagio

puberal, gravidade clinica, comorbidades e matriz biologica utilizada (ZHENG et al.,
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2016; LIU et al., 2021). Neste sentido, o potencial de valor dessas moléculas reside mais
na estratificacdo de subgrupos e na compreensdo da variabilidade clinica do que na
identificacdo de um marcador binario de diagndstico.

Com relacdo a saliva, existem evidéncias de detectabilidade de BDNF e B-NGF
por métodos imunoenzimaticos, o que reforca a investigacao destas como marcadores ndo
invasivos. De toda forma, por serem proteinas eventualmente presentes em concentragdes
muito baixas, a sua mensuracdo requer rigoroso padrdo de coleta, armazenamento,
processamento e validacdo analitica do ensaio. Em resumo, a incorporacdo conjunta de
citocinas e neurotrofinas possibilitara uma leitura mais integrada sobre as relagdes entre

inflamacao, estresse e plasticidade neural.

1.8 Farmacologia das vias neuroimunes e neurotroficas

Do ponto de vista farmacoldgico e neuroquimico, as citocinas pré-inflamatorias e
as neurotrofinas ndo operam apenas como marcadores periféricos isolados, mas como
potentes neuromoduladores da sinalizagdo intracelular e da plasticidade sinaptica. No
sistema nervoso central (SNC), citocinas como IL-1B, IL-6 e TNF-a sdo sintetizadas
predominantemente pela microglia e por astrocitos ativados. A ligacdo dessas moléculas
aos seus respectivos receptores (como os receptores TNFR e IL-1R) deflagra cascatas
intracelulares classicas, notadamente a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) ¢ das
vias JAK/STAT, que culminam na amplificacdo da resposta imune. A hiperativacdo
sustentada dessas vias esta intrinsecamente ligada a falhas na recaptacdo de glutamato, a
excitotoxicidade e a prejuizos no delicado processo de poda sinaptica neuronal,
mecanismos extensamente documentados pela neuroimunologia classica e atualmente
considerados cruciais na fisiopatologia do TEA (DANTZER et al., 2008).

Em contrapartida, as neurotrofinas atuam como reguladoras vitais da homeostase
e da sobrevivéncia neuronal. O BDNF e o B-NGF exercem seus efeitos biologicos ao se
ligarem aos seus receptores tirosina quinase de alta afinidade, TrkB e TrkA,
respectivamente. Essa interacdo ativa vias intracelulares de sobrevivéncia e plasticidade,
como as cascatas MAPK/ERK, PI3K/Akt e PLCy. Conforme a literatura farmacoldgica
fundamental consolida, tais vias de sinaliza¢éo sdo indispensaveis para a potenciacao de
longa duragdo (LTP), neurogénese e para a estabiliza¢do de circuitos sinapticos saudaveis
(HUANG; REICHARDT, 2001; CHAO, 2003).

A complexa interacdo antagonista entre o excesso de mediadores inflamatérios e

a supressao de fatores neurotréficos tem sido um dos eixos centrais de investigacdo do

17



Laboratério de Neurofarmacologia do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos da Universidade Federal do Ceara (NPDM/UFC). Trabalhos pregressos
do grupo evidenciam que condigdes cronicas de inflamacéo e estresse induzem a elevagéo
persistente de IL-6 e TNF-a, o que se associa de forma direta a uma reducdo na expressao
central de BDNF e ao desenvolvimento de déficits comportamentais mediada pelo eixo
neuroenddcrino (MALLMANN, 2019; FORTE, 2021). Adicionalmente, estudos pré-
clinicos recentes desenvolvidos no laboratério demonstram que a supressdo
farmacologica da neuroinflamacéo, limitando a liberacdo citocinica por astrocitos e
células da glia, é capaz de proteger as redes neurais e mitigar prejuizos neurofuncionais
de forma robusta (CAPIBARIBE, 2024; BANDEIRA, 2025).

Trazendo essa base neurofarmacologica de volta para a realidade da pratica clinica
no autismo, pesquisas recentes apontam que fatores estressores constantes, como a
extrema seletividade e o comportamento alimentar disruptivo, possuem forte interseccao
com o estado nutricional. Esse cendrio pode atuar como um fator metabdlico associado a
manutencdo da neuroinflamagédo cronica de baixo grau, podendo repercutir sobre a
manutencdo da sinalizacdo neurotréfica no TEA (LIMA et al., 2024). Dessa forma, a
compreensdo das cascatas intracelulares ativadas por essas moléculas legitima
cientificamente a pesquisa de biomarcadores salivares capazes de espelhar o perfil de
neuromodulacdo em pacientes no espectro.

O papel especifico do fator de crescimento neural beta (B-NGF) merece destaque
ao se considerar a interface entre a biologia sensorial e a inflamagao. Classicamente, o f3-
NGF é indispensavel para o desenvolvimento, sobrevivéncia e manutengéo funcional dos
neurdnios sensoriais periféricos, em especial 0s nociceptores e termorreceptores. No
entanto, em tecidos maduros, essa neurotrofina assume uma robusta funcdo de mediador
pro-inflamatorio. Em estados de inflamagdo periférica, o B-NGF é ativamente secretado
por células imunes e mastdcitos, ligando-se ao receptor TrkA nas terminagdes nervosas e
induzindo quadros de hiperalgesia e sensibilizagdo sensorial (ALOE et al., 2012). No
contexto do TEA, essa dupla funcdo é compativel com uma hipétese mecanicista
relevante para o entendimento da seletividade alimentar. Considerando que grande parte
das criangas no espectro apresenta hiper-reatividade a estimulos texturais, gustativos e
olfativos, é biologicamente plausivel que a inflamacao sistémica cronica, frequentemente
associada a disturbios gastrintestinais nesse publico, possa estar associada a elevacao dos
niveis periféricos de B-NGF. Esse aumento poderia contribuir para maior sensibilidade

das vias aferentes orais, 0 que poderia tornar o0 ato de mastigar e engolir determinados
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alimentos mais sensorialmente aversivo, achado compativel com a hipotese de
participagdo desses mecanismos na rigidez e na recusa alimentar observadas

clinicamente.

1.9 Escala LABIRINTO do Comportamento Alimentar

A avaliacdo pormenorizada do comportamento alimentar na populacdo com TEA
é imprescindivel, visto que a literatura cientifica demonstra uma forte interseccéo entre
as caracteristicas nucleares do transtorno e a presenca de extrema rigidez, inflexibilidade
rotineira e seletividade nas refeicbes. Tais padrdes dietéticos restritivos ndo apenas
limitam o repertdrio nutricional, mas também predispdem frequentemente esses pacientes
a comorbidades metabdlicas, como a obesidade, que atua como um gatilho para o
estabelecimento de um estado cronico de inflamagé&o sistémica de baixo grau.

Considerando que a inflamacéo periférica e o estado nutricional séo fatores que
interferem diretamente nas vias imunolégicas e neurotréficas, torna-se pertinente
investigar em que medida a gravidade das atipicidades alimentares correlaciona-se com
as concentragdes de citocinas e neurotrofinas salivares. E neste contexto que a escolha da
Escala LABIRINTO de Avaliacdo do Comportamento Alimentar como variavel de
analise se justifica, uma vez que se configura como um instrumento psicométrico
validado no Brasil especificamente para o TEA, possuindo alta funcionalidade para a
pratica clinica e capacidade de tracar um perfil fenotipico fidedigno da amostra
(LAZARO et al., 2019).

Dessa forma, a aplicacdo do instrumento garante que a modulacdo dos
biomarcadores salivares avaliados ndo seja analisada de forma isolada, mas sim ancorada
no real contexto comportamental e metabolico do paciente. Essa integragdo metodologica
confere maior precisdo e robustez aos achados do estudo, alinhando-se a perspectiva

translacional desta investigacao.

1.10 Estresse, suporte social e biomarcadores

Mais um eixo relevante para compreender o TEA e sua heterogeneidade bioldgica
€ 0 estresse. As criangas autistas estdo frequentemente expostas a uma carga elevada de
estressores sensoriais, ambientais e sociais, além de apresentarem, em algumas criancas,
maior reatividade fisiologica. O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e o sistema nervoso

autdbnomo regulam a inflamacdo e as neurotrofinas, tornando-se plausivel que, em
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ambientes e contextos psicossociais especificos, tais condi¢des acarretam modificacfes
em marcadores mensuraveis na saliva (MAKRIS et al, 2022).

Para compreender o impacto bioldgico dessas vivéncias, € fundamental distinguir
as respostas adaptativas e desadaptativas ao estresse. O estresse agudo consiste em uma
reacao fisioldgica de curta duracdo e essencial para a sobrevivéncia. Nessa fase, a ativagdo
transitoria do eixo HHA e do sistema simpatico promove a liberacdo rapida de
glicocorticoides e catecolaminas, preparando o organismo para um desafio imediato e
otimizando temporariamente a funcdo imunoldgica (DHABHAR, 2014). Em
contrapartida, quando a exposi¢do a estressores torna-se continua, imprevisivel ou nao
mitigada, cenario comum diante das sobrecargas sensoriais e barreiras sociais enfrentadas
no TEA, instala-se o estresse cronico. A persisténcia dessa ativacdo leva a chamada
"carga alostatica”, conceituada como o desgaste sistémico resultante da hiperatividade
prolongada das redes alostaticas (MCEWEN, 1998). Nesse estado de esgotamento,
observa-se frequentemente a resisténcia aos efeitos anti-inflamatérios dos
glicocorticoides, o que facilita o estabelecimento de um estado cronico de inflamacéo de
baixo grau (com a elevacdo de citocinas como IL-6 e TNF-a) e interfere negativamente
nas cascatas de neurotrofinas necessarias a plasticidade neural.

Nesse sentido, o apoio social ganha centralidade tedrica. O modelo
biopsicossocial e 0 conceito de carga alostatica sustentam que acumulados estressores
crénicos, na auséncia de recursos adequados de enfrentamento, produzem custos
fisiologicos, envolvidos com disfuncdo neuroenddcrina, autondmica e inflamatoria
(ENGEL, 1977; MCEWEN et al., 1998). A hipdtese do buffering sugere que o apoio
social pode atenuar tanto os efeitos fisiologicos quanto psicoldgicos do estresse, enquanto
a Social Safety Theory argumenta que a sensacdo de ameaca e seguranca social influencia
as respostas neuroimunes e inflamatdrias (COHEN; WILLS, 1985; SLAVICH, 2020).

No contexto do Transtorno do Espectro Autista (TEA), o suporte social ndo é
apenas uma variavel secundaria. Ele se manifesta na disponibilidade de terapias, na
continuidade dos cuidados, na organizacdo das rotinas, na capacidade de manejar
comorbidades, e na diminuicdo da sobrecarga, o que, por sua vez, melhora a adesdo ao
tratamento. Esses elementos podem impactar diretamente fatores como sono,
alimentacéo, uso de medicamentos e exposicdo a estressores do dia a dia, afetando, assim,
os perfis de biomarcadores inflamatorios e neurotréficos. Portanto, a investigacdo de

biomarcadores salivares em associacdo com varidveis contextuais, como indicadores
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sociodemograficos e comportamentais, esta alinhada a uma abordagem contemporanea e
integrativa do TEA.

Nesse contexto, fatores sociais e ambientais afetam néo so o estresse, mas também
a capacidade de acesso aos cuidados e a manutencdo de praticas protetivas diarias. O
estresse gerado por essas variaveis, por sua vez, tem repercussdes nos eixos regulatorios
neuroenddcrinos e autondmicos, que interagem com mediadores inflamatérios e
neurotroficos. Esses, por sua vez, podem estar associados ao perfil clinico, as
comorbidades e ao funcionamento adaptativo do individuo. Ademais, os resultados
observados retroalimentam a dindmica familiar e a demanda por cuidados, formando um
sistema onde biologia e contexto se influenciam reciprocamente.

Esse encadeamento tedrico destaca a importancia de conduzir estudos em
ambientes clinicos reais, especialmente em servicos publicos, onde diversas variaveis
podem ser analisadas de maneira integrada. Nesse sentido, os biomarcadores devem ser
considerados como partes de uma rede mais ampla que abrange relacées clinicas, sociais
e bioldgicas. Sob essa perspectiva, sua analise pode enriquecer a estratificacao clinica dos
participantes, permitindo uma melhor compreensdo dos niveis de suporte e de suas

possiveis associa¢fes com outras variaveis.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Apesar da evolugdo em triagem e do aperfeicoamento dos critérios diagndsticos,
a deteccdo do TEA ainda depende principalmente da observacdo clinica e de escalas
comportamentais, que sdo valiosas, mas muitas vezes a sua aplicacédo é dificultada em
servigos publicos com grande demanda, em contextos de diversidade sociocultural e em
criancas com importante sensibilidade sensorial, intolerdncia ao ambiente clinico e
comprometimento funcional que limita a comunicagéo; nessas condiges, fica evidente o
abismo entre a demanda assistencial e a possibilidade de avaliacdo, ressaltando assim a
relevancia da investigacdo de medidas complementares que sejam objetivas, viaveis e
potencialmente aplicaveis ao cotidiano da pratica.

Nesse sentido, biomarcadores ndo devem ser considerados substitutos do
diagnostico clinico, mas, ao contrario, ferramentas auxiliares que podem fornecer a
informacdo necessaria para estratificacdo de risco, entendimento dos subgrupos e
acompanhamento longitudinal. A saliva, em particular, destaca-se como uma alternativa
promissora nesse campo, por ser um método ndo invasivo, de baixo custo, facilmente
repetivel e melhor aceito em pediatria, aspecto especialmente relevante no caso de
criangas autistas, que frequentemente apresentam desconforto diante de exames
invasivos, o que pode comprometer a adesdo. Portanto, a escolha da saliva ndo se
apresenta apenas como uma conveniéncia técnica, mas como uma necessidade pratica de
adequacao metodoldgica a realidade do cuidado.

Em termos bioldgicos, ha plausibilidade relevante em estudar citocinas
inflamatorias e neurotrofinas no TEA: IL-1p, IL-6 e TNF-a estdo interligadas a vias
centrais da sinalizacdo inflamatdria e podem se interligar a neurodesenvolvimento,
funcao glial e comunicacdo imune-cérebro; por outro lado, BDNF e B-NGF estdo ligadas
a plasticidade sinaptica, manutencao do circuito neural e modulagdo neuroimune. Além
disso, estressores e suporte social podem atuar como moduladores relevantes para esses
sistemas, principalmente em contextos mais vulneraveis e sob alta demanda assistencial.

Apesar do cenario promissor, existem lacunas. Existem poucos estudos que
realizam a avaliacdo simultdnea de citocinas inflamatdrias, neurotrofinas salivares e
variaveis psicossociais, de forma integrada e metodologicamente estruturada. Além disso,
grande parte da produgé&o ainda se concentra em ambientes experimentais ou em amostras

pouco representativas da pratica real dentro dos servigos publicos.
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Nesse sentido, produzir evidéncias em um ambulatério de referéncia do Ceara
possui valor cientifico e translacional. Esse ambiente permite investigar a viabilidade de
biomarcadores salivares em ambiente do SUS, marcado pela diversidade clinica, social e
assistencial, aproximando a pesquisa da realidade na qual essas ferramentas apresentardo

maior utilidade.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil salivar de citocinas inflamatérias (IL-1pB, IL-6 e TNF-a)
e neurotrofinas (BDNF e 3-NGF) em criancas e adolescentes com Transtorno do Espectro
Autista atendidos em ambulatdrio especializado, investigando as associagdes entre esses

biomarcadores e sua relacdo com variaveis clinicas e contextuais.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar as associacOes entre o perfil salivar das citocinas inflamatdrias IL-1p, IL-
6 e TNF-a e das neurotrofinas BDNF e B-NGF em criancgas e adolescentes com
Transtorno do Espectro Autista.

e Analisar a distribuicdo desses biomarcadores em diferentes grupos etérios (2-4, 5-
9 e 10-17 anos), com vistas a identificacdo de padrbes bioldgicos relacionados ao
desenvolvimento.

e Examinar a relacdo entre os biomarcadores salivares e varidveis clinicas e
contextuais, como idade materna, renda familiar, indice de massa corporal e
comportamento alimentar, buscando compreender possiveis interfaces entre

parametros bioldgicos periféricos e aspectos do fenotipo clinico do TEA.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento do estudo

E um estudo translacional, analitico, quantitativo e de delineamento transversal,
realizado em ambiente ambulatorial especializado e em laboratério de pesquisa. O
protocolo foi concebido para avaliar, na saliva, biomarcadores cuja relacdo com a
inflamacdo e a neuroplasticidade (as interleucinas IL-1p e IL-6, 0 TNF-a, o BDNF ¢ o -
NGF) foi integrada a varidveis clinicas, nutricionais e comportamentais das criangas e
adolescentes com Transtorno do Espectro do Autismo (TEA), buscando investigar
possiveis associacdes entre parametros biolodgicos periféricos e aspectos do fenétipo
clinico.

A selecdo dos analitos abarcou dois eixos bioldgicos complementares. O primeiro
estd relacionado as citocinas inflamatorias IL-1B, IL-6 e TNF-a, reconhecidas como
mediadores centrais da ativacdo imune e frequentemente estudadas em investigacGes
sobre TEA, particularmente por serem implicadas em trajetdrias inflamatorias, na
resposta de fase aguda e na sinalizagcdo neuroimune (ZHAO et al., 2021; HUGHES et al.,
2023). O segundo eixo é composto pelas neurotrofinas BDNF e -NGF, moleculares
relacionadas a plasticidade sinaptica, desenvolvimento neurocognitivo e interface entre
neurodesenvolvimento e imunomodulagéo, o que as inclui como marcadores de interesse
nos estudos que buscam uma leitura integrada da inflamacdo periférica com a
neurobiologia do TEA (PANVINO et al., 2025; SPOTO et al., 2025).

A escolha da saliva como matriz bioldgica teve como base seu carater
minimamente invasivo, maior aceitabilidade em populacGes pediatricas e neurodiversas
e maior aplicabilidade para investigacdes translacionais. Porém, por se tratar de uma
matriz biologicamente sensivel a fatores pré-analiticos, o estudo considerou a necessidade
de controle rigoroso das variaveis como o horario da coleta, ingestdo alimentar, higiene
oral, uso de medicamentos, bem como condi¢des de saude bucal, como recomendam as
mais recentes revisdes metodoldgicas (SZABO; SLAVISH, 2021; RIIS et al., 2021;
MORTAZAVI et al., 2024).

Além das anélises salivares, foram coletadas informacgdes sociodemogréficas,
clinicas, antropométricas e comportamentais, para a contextualizacdo dos resultados
laboratoriais e a minimizacdo de potenciais fatores de confusdo na interpretacdo dos

biomarcadores. Essa estratégia permitiu uma abordagem mais abrangente do fendtipo
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clinico ao considerar a propria heterogeneidade do TEA e a possivel influéncia das
condicBes associadas sobre os marcadores biologicos periféricos.

4.2 Periodo e local do estudo

A fase clinica deste estudo, composta por triagem, consentimento, coleta de dados
e obtencdo de amostras bioldgicas foi realizada no Ndacleo de Atencdo a Infancia e
Adolescéncia (NAIA) do Hospital de Saude Mental Professor Frota Pinto (HSM), em
Fortaleza, Ceara, servico de referéncia para 0 manejo de criancas e adolescentes com o
diagnostico de Transtorno do Espectro Autista (TEA).

As amostras foram coletadas entre 31 de julho de 2024 e 10 de setembro de 2024.
O processamento inicial da saliva e as dosagens laboratoriais dos biomarcadores foram
conduzidos no Laboratério de Neurofarmacologia do Nducleo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Medicamentos da Universidade Federal do Cearda (NPDM/UFC) em
condi¢cdes adequadas a analise biomolecular e com rastreabilidade das etapas pre-

analiticas e analiticas.

4.3 Populagéo e amostra

O alvo populacional deste estudo foram criangas e adolescentes com
diagnostico clinico de TEA atendidos em servico ambulatorial especializado em saude
mental do Ceara.

De acordo com o banco de dados final do projeto, foram registrados 69
participantes Unicos, constituidos por criangas com idades de 2 a 17 anos. O recrutamento
foi feito por amostragem por conveniéncia consecutiva, em conformidade com o fluxo
assistencial do servico, foram incluidos os elegiveis durante o periodo de coleta. Também
foram registrados as perdas amostrais e 0s motivos de ndo inclusdo ou exclusdo, tais
como: volume insuficiente da amostra de saliva, intercorréncias clinicas ou
impossibilidade de cumprir as restri¢cGes antes da coleta.

A caracterizagdo clinica contemplou, quando disponivel na rotina
assistencial, a estratificacdo da gravidade dos sintomas do TEA por alguns instrumentos
padronizados, como escalas. Também foram consideradas outras condi¢des clinicas

potencialmente relevantes para a interpretacdo dos biomarcadores salivares.
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4.4 Critérios de inclusao e exclusdo

Considerou-se elegivel participante com idade entre 2 e 17 anos, atendido no
servigo de referéncia, com diagnostico clinico de TEA registrado no fluxo assistencial e
possibilidade de obter amostra salivar por drenagem passiva, com auxilio do dispositivo
Salivette. Também se exigiu a presenca de responsavel legal em condicGes de fornecer o
consentimento e as informacdes clinicas e comportamentais necesséarias ao estudo.

Adotaram-se como critérios de exclusdo ou adiamento da coleta: presenca de
sinais de infeccdo aguda, febre ou inflamacéo oral intensa no dia da coleta; sangramento
gengival perceptivel; lesdes orais extensivas; tratamento odontoldgico recente;
impossibilidade de atendimento das restricdes pré-coleta, como intervalo minimo ap06s
alimentacdo, escovacao dentaria ou uso de medicacdo via oral; e uso recente de farmacos
com potencial para afetar de forma relevante a resposta imune sistémica, como
corticosteroides sistémicos, conforme avaliacdo clinica e registro no questionario
(AKUTSU et al., 2025).

Igualmente foram registradas condigfes potencialmente interferentes, tais como
xerostomia, doenca periodontal aparente, uso de enxaguatorios antissépticos e presenca
de sangue visivel na amostra. Quando identificadas, tais condi¢es foram tratadas como
ndo conformidades pré-analiticas, podendo acarretar a exclusdo da amostra e, quando

viavel, o reagendamento da coleta.

4.5 Coleta de dados dos participantes

A coleta de dados dos participantes compreendeu informacdes
sociodemogréficas, clinicas, antropométricas e comportamentais, colhidas mediante
registro em protocolo padronizado, entrevista com o responsavel legal e consulta as
informagdes que constam do acompanhamento no servigo.

Foram coletadas as seguintes varidveis: faixa etaria, renda familiar, idade
materna, indice de massa corporal (IMC), informagdes sobre seletividade alimentar e 0s
escores da Escala LABIRINTO de Avaliagio do Comportamento Alimentar no
Transtorno do Espectro Autista. Na analise da escala, consideraram-se 0s sete fatores e 0
escore total.

A Escala LABIRINTO e composta por 26 itens distribuidos em sete fatores,
cujas respostas sdo pontuadas de O a 4, onde valores mais elevados indicam maior

frequéncia do comportamento avaliado. Assim, a pontuacao de cada fator é a soma dos
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itens que o compdem, e varia conforme o numero de itens de cada dominio. Assim, 0
Fator 1 - Motricidade na Mastigacéo, varia de 0 a 16 pontos; o Fator 2 - Seletividade
alimentar, de 0 a 12 pontos; o Fator 3 - Habilidades nas refeicdes, de 0 a 20 pontos; o
Fator 4 - Comportamento inadequado relacionado as refeicdes, de 0 a 8 pontos; o Fator 5
- Comportamentos rigidos relacionados a alimentacdo, de 0 a 24 pontos; o Fator 6 -
Comportamento opositor relacionado a alimentacdo, de 0 a 12 pontos; e o Fator 7 -
Alergias e intolerancia alimentar, de 0 a 12 pontos. Considerando-se o conjunto da escala,

a pontuacéo total pode variar de 0 a 104 pontos (Tabela 1).

Tabela 1 — Estrutura fatorial e intervalos de pontuacdo da Escala LABIRINTO de Avaliagdo do
Comportamento Alimentar no TEA

Fator Dominio N° de Pontuacéo Pontuacéo
itens minima maxima
Fator 1 Motricidade na mastigacao 4 0 \ 16
Fator 2 Seletividade alimentar 3 0 12
Fator 3 Habilidades nas refeicoes 5 0 \ 20
Fator 4 Comportamento inadequado relacionado 2 0 8
as refeicdes
Fator 5 Comportamentos rigidos relacionados a 6 0 24
alimentacéo
Fator 6 Comportamento opositor relacionado a 3 0 12
alimentacéo
Fator 7 Alergias e intolerancia alimentar 3 0 \ 12

Fonte: Adaptado de Lazaro, Siquara e Pondé (2019).

4.6 Coleta e andlise das amostras de saliva
4.6.1 Coleta e processamento da saliva

A coleta de saliva foi realizada por equipe qualificada, tendo a presenca do
responsavel legal e, no periodo da manha, entre 08h00 e 10h30, a fim de minimizar
variacgdes circadianas e efeitos agudos causados pela alimentacéo e pela higiene oral.

A amostra foi obtida por drenagem passiva, utilizando-se o dispositivo Salivette,
evitando-se a realizacdo de qualquer ato que estimulasse a salivagdo ou mastigagdo, uma
vez que estes atos poderiam alterar a composicdo proteica da saliva e prejudicar a
recuperacdo dos analitos de interesse (SZABO; SLAVISH, 2021; R1IS et al., 2021). Antes
da coleta, foi respeitado um intervalo minimo de 60 minutos sem ingesta alimentar ou
hidrica, sem escovacao dentaria e sem uso de medicamentos via oral, além de pelo menos
10 minutos apds o ultimo enxague com agua. Quando necessario, as orientacbes foram
adaptadas a realidade comportamental e sensitiva dos participantes, mas sem prejudicar

as exigéncias minimas para o controle pré-analitico.
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O horario de coleta e dados do dia, como uso de medicamentos, intercorréncias
clinicas e comportamentos que poderiam interferir nos biomarcadores foram registrados.
Na presenca de sangramento oral visivel ou quando ndo foi possivel obter o volume
minimo de saliva necessario, a coleta foi suspensa e agendada novamente.

Apoés a coleta, as amostras foram mantidas refrigeradas até o processamento
inicial. O eluato salivar foi obtido por centrifugacdo, com a forca de 1.000 x g por 2
minutos, a 20 °C, e a saliva clarificada foi distribuida em microtubos devidamente
identificados. A alicotagem foi feita para minimizar ciclos de congelamento e
descongelamento que, por sua vez, podem comprometer a estabilidade proteica e
aumentar a variabilidade analitica, principalmente em marcadores de baixa concentracao
(MORTAZAVI et al., 2024).

As amostras foram guardadas em -80 °C até a realizacdo dos ensaios. Também foi
feito o registro de informacdes relacionadas a integridade da amostra, como turbidez,
presenca de sangue visivel e nimero de ciclos de descongelamento, de acordo com
recomendacfes metodolégicas para estudos de biomarcadores salivares (SZABO;
SLAVISH, 2021; RIIS et al., 2021).

Foram adotados critérios para rejeicdo as amostras: identificacdo incompleta,
volume insuficiente, atraso superior ao limite operacional estabelecido antes do
congelamento e evidéncias de contaminacgdo. As amostras que ndo apresentaram esses

critérios de qualidade foram excluidas das analises biomoleculares.

4.6.2 Dosagem dos biomarcadores salivares

Os niveis salivares de IL-1p, IL-6 e TNF-a foram medidos com o uso de ensaios
imunoenzimaticos do tipo ELISA sanduiche, utilizando kits comerciais da plataforma
Quantikine (R&D Systems / Bio-Techne), de acordo com as instrucdes do fabricante e
com o procedimento operacional padrdo (POP) institucional. Nesse sistema, placas ja
sensitizadas com anticorpo de captura foram adicionados os padrfes, controles e as
amostras; apés incubacéo e lavagens, adicionava-se o anticorpo de deteccdo conjugado a
enzima, permitindo a reacdo cromogénica proporcional a concentracao do analito.

As leituras foram feitas em leitor de microplacas a 450 nm, com correcdo por
comprimento de onda de referéncia entre 540 e 570 nm, e os valores de densidade dptica
(DO) foram corrigidos pela subtragdo do sinal de referéncia e adicionalmente do branco
de reagente, estratégia que contribui para reduzir interferéncias opticas e melhorar

linearidade e reprodutibilidade das medic¢des, principalmente na saliva, matriz que pode
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apresentar maior variabilidade de viscosidade e composicao proteica (RIIS et al., 2021;
SZABO; SLAVISH, 2021).

Para BDNF e B-NGF foram utilizados ensaios ELISA do tipo DuoSet, também da
R&D Systems/Bio-Techne. Nesse sistema, placas de alta ligacdo foram sensibilizadas
com anticorpo de captura, seguidas das etapas de bloqueio, incubagdo com padrdes e
amostras, aplicagdo do anticorpo de deteccdo e revelacdo com estreptavidina-HRP e
substrato cromogénico. Embora esse modelo possua flexibilidade metodoldgica e melhor
custo-beneficio, exige rigoroso controle sobre as condi¢Ges de padronizacdo incluindo
concentracOes dos anticorpos, bloqueio, diluentes e lavagens, de forma a evitar aumento
de background e perda de sensibilidade analitica.

Em todos os ensaios foram incluidos branco de reagente e curva padréo obtida por
diluicdo seriada. O ajuste da curva foi feito por regressao logistica de quatro parametros
(4PL), metodologia correta para curvas sigmoides de ELISA, com as concentracdes finais

calculadas ap6s a aplicacdo do fator de diluicdo, sendo expressas em pg/mL.

4.7 Plano de andlise estatistica
4.7.1 Analise descritiva e distribui¢do dos dados

A analise descritiva das variaveis biologicas e das caracteristicas clinicas
e sociodemograficas da amostra foi realizada primeiramente. Para a verificagdo da
distribuicdo dos biomarcadores salivares, utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk e a inspecédo
gréfica de histogramas e graficos Q-Q. Como foi verificada a auséncia de normalidade

das variaveis, optou-se por métodos ndo paramétricos na analise da correlagéo.

4.7.2 Escala de Magnitude das Correlacdes

A interpretacdo da forca das associacbes observadas, tanto para o
coeficiente de Pearson (r) quanto para o de Spearman (p), obedece a critérios de
magnitude predefinidos. Embora a significancia estatistica (p < 0,05) indique a
probabilidade de a associagdo ocorrer ao acaso, a magnitude descreve a relevancia clinica
ou bioldgica do fendmeno. Adotou-se a classificacdo para a intensidade da correlagdo em
valores absolutos como apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Classificagdo da magnitude das correlagdes (|r| ou |p|).

Coeficiente (|r| ou |p|) Interpretagéo
[0,9al] Muito forte
|0,7 a 0,89 Forte

[0,5a 0,69 Moderada

[0,3 20,49 Fraca

|0 a 0,29 Desprezivel

Fonte: Adaptado de Mukaka (2012).
4.7.3 Teste de Hipdtese e Significancia

As associacOes entre biomarcadores e entre biomarcadores e variaveis
clinicas/contextuais foram examinadas por meio do coeficiente de correlacdo de
Spearman (p), com testes bicaudais e nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
Considerando o caréater exploratério do estudo e o tamanho reduzido de alguns estratos
etarios, os resultados foram interpretados de forma integrada a magnitude dos

coeficientes, ao valor de p e ao contexto clinico da amostra.

O teste de significancia baseia-se na estatistica t de Student, distribuida

com n - 2 graus de liberdade, calculada por:

pvn — 2
J1—p?

As analises foram apresentadas para a amostra total e para 0s subgrupos

t =

etarios definidos no protocolo analitico.

4.8 Aspectos éticos

Este estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes éticas vigentes para
pesquisas com seres humanos, com aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa. Foram
obtidos o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido dos responsaveis legais e, quando
aplicavel, o assentimento das criancas. A coleta de saliva foi realizada de modo a
minimizar o desconforto, respeitando as particularidades sensoriais e comportamentais

de criangas com Transtorno do Espectro Autista (TEA).
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A pesquisa integra um projeto mais amplo, aprovado pela Plataforma
Brasil (parecer n°® 5.230.635), em conformidade com a Resolu¢do n° 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude. Aos responsaveis, foram fornecidas informacdes claras
sobre os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios, sendo garantido o direito de

desisténcia a qualquer momento, sem prejuizo do acompanhamento no servico.
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5 RESULTADOS
Considerando a presenga de campos ndo preenchidos no banco de dados, 0s
denominadores variaram conforme a disponibilidade de informacdes vélidas para cada
variavel analisada. Nas andlises correlacionais, 0 nimero de observacGes também variou
segundo a completude de cada biomarcador e de cada par de variaveis investigado; assim,
o0s tamanhos amostrais por grupo etario devem ser interpretados como 0 nimero maximo
de participantes elegiveis em cada estrato (Figura 1).
Figura 1 — Diagrama de fluxo da composicéo da amostra final e critérios

de exclusao.

102 Registros Iniciais

Total de tentativas e coletas
registradas originalmente na
planilha de controle,

99 Participantes Unicos
Reducgdo de 3 registros apés

unificagio de recoletas e remogdo
de duplicidades.

—

30 Participantes Excluidos

Participantes removidos que ndo
compuseram o banco analitico final
por diversos motivos.

Detalhamento dos motivos de
exclusdo (n):

Motivo explicito no diario {17)
Necessidade de recoleta /
Amostra inadequada (15)

Sem motivo explicito na planilha (13)
DRagnostico nio fechado (4)

Nota: ¢
ses

Roras de motves de exciusdo podem
ebrepor. 3 soma dos submotivos nio
substitul o total de 30 excluidos

v
69 Participantes na Amostra Final

Volume total de participantes incluidos no banco
analitico para os resultados finais.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1 Caracterizacao sociodemogréafica da amostra

A amostra foi composta por 69 criancas e adolescentes com transtorno do espectro
autista, com idades entre 2 e 17 anos. Observou-se predominio do sexo masculino,
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correspondente a 76,8% da amostra (n = 53), enquanto o sexo feminino representou
21,7% (n = 15), com um caso sem informacdo registrada. Em relagdo a distribuicao etaria,
20,3% dos participantes tinham entre 2 e 4 anos (n = 14), 42,0% entre 5 e 9 anos (n = 29)
e 37,7% entre 10 e 17 anos (n = 26).

Entre os participantes com informacdo vélida sobre renda familiar (n = 48),
verificou-se maior frequéncia de familias com renda de até 1 salario minimo,
correspondendo a 60,4% (n = 29), seguidas daquelas com renda entre 1 e 2 salarios
minimos, com 33,3% (n = 16), e entre 2 e 3 salarios minimos, com 6,3% (n = 3). Quanto
aos beneficios sociais, entre os 50 registros validos, o Beneficio de Prestacdo Continuada
foi o mais frequente, presente em 58,0% (n = 29), seguido do Bolsa Familia, em 32,0%
(n = 16), e da combinacdo Bolsa Familia + Beneficio de Prestacdo Continuada, em 8,0%
(n = 4). Entre os 58 participantes com informacéao sobre aposentadoria, 91,4% nédo eram
aposentados (n = 53) e 8,6% recebiam aposentadoria (n = 5). A Figura 2 sintetiza a
composi¢do da amostra segundo sexo e faixa etéria.

Figura 2 — Distribuicdo da amostra segundo sexo e faixa etaria.

A. Distribuicio por sexo B. Distribuigao por faixa etaria
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Estado nutricional

A classificacdo do indice de massa corporal para a idade esteve disponivel para
67 participantes. Nessa analise, observou-se predominio de eutrofia, presente em 49,3%
dos casos (n = 33), seguida de obesidade, em 31,3% (n = 21), sobrepeso, em 14,9% (n =
10), magreza, em 3,0% (n = 2), e obesidade grave, em 1,5% (n = 1).

Na estratificacdo por faixa etaria, entre as criancas de 2 a 4 anos predominou a

eutrofia, observada em 71,4% (n = 10), seguida de sobrepeso, em 21,4% (n = 3), e
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obesidade, em 7,1% (n = 1). Na faixa de 5 a 9 anos, observou-se maior concentracdo de
obesidade, em 40,7% (n = 11), seguida de eutrofia, em 33,3% (n = 9), sobrepeso, em
14,8% (n = 4), magreza, em 7,4% (n = 2), e obesidade grave, em 3,7% (n = 1). Entre 10
e 17 anos, manteve-se predominancia de eutrofia, em 53,8% (n = 14), embora a obesidade
também tenha sido frequente, em 34,6% (n = 9), seguida de sobrepeso, em 11,5% (n = 3).

Quanto a estatura para a idade, considerando 67 registros validos, 86,6% dos
participantes apresentaram estatura adequada, enquanto 10,4% (n = 7) apresentaram
muito baixa estatura e 3,0% (n = 2), baixa estatura. Ja para o indicador peso para a idade,
disponivel em 41 participantes, 65,9% (n = 27) apresentaram peso adequado para a idade,
31,7% (n = 13) peso elevado e 2,4% (n = 1) muito baixo peso. A Figura 3 apresenta a

distribuicdo do IMC/idade segundo faixa etaria.

Figura 3 — Distribuicdo do IMC/idade segundo faixa etaria.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Sintomas gastrointestinais

A presenca de pelo menos um sintoma gastrointestinal foi observada em 79,4%

dos participantes com alguma informacao disponivel para esse bloco de variaveis. Na
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andlise individual dos sintomas, os achados mais frequentes foram gases, presentes em
39,7% dos respondentes (25/63), dores abdominais, em 36,1% (22/61), distensdo
abdominal, em 30,0% (18/60), e dor ap6s a ingestdo de alimentos, em 28,9% (13/45).
Também foram observadas constipagdo em 27,9% (17/61), diarreia em 25,8% (16/62),
refluxo em 24,6% (15/61), vomitos em 21,7% (13/60) e azia em 6,6% (4/61).

Esses achados evidenciam frequéncia relevante de queixas gastrointestinais na
amostra, especialmente relacionadas a desconforto abdominal e alteracdes do habito

intestinal. A Figura 4 resume a frequéncia desses sintomas na amostra estudada.

Figura 4 — Frequéncia dos sintomas gastrointestinais na amostra.

Frequéncia dos sintomas gastrointestinais na amostra

Gases 25/63 (39,7%)

Dores abdominais 22/61 (36,1%)

Distensé@o abdominal 18/60 (30,0%)
Dor apos ingestdo de alimentos 13/45 (28,9%)
Constipagédo 17/61 (27,9%)
Diarreia 16/62 (25,8%)
Refluxo 15/61 (24,6%)
Vomitos 13/60 (21,7%)

Azia 4/61 (6,6%)

0.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0%
Frequéncia entre respondentes validos (%)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4 Comportamento alimentar

Na avaliagdo do comportamento alimentar pela Escala LABIRINTO, o escore
total esteve disponivel para 43 participantes, com média de 46,4 + 17,9 pontos. Entre
esses casos, predominou a classificacio “sem dificuldade”, observada em 74,4% (n = 32),
seguida de dificuldades leves, em 16,3% (n = 7), e dificuldades severas, em 9,3% (n = 4).

Na Escala LABIRINTO, os dominios com maior comprometimento relativo,
considerando a proporgéo do escore maximo possivel para cada fator, foram seletividade
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alimentar, com média equivalente a 50,8% do escore maximo, habilidades nas refeicGes,
com 48,7%, e comportamento opositor relacionado a alimentagdo, com 46,4%.

Na estratificacdo etaria, entre 2 e 4 anos destacou-se o fator habilidades nas
refeicbes, com média correspondente a 70,0% do escore maximo, seguido de seletividade
alimentar, com 60,9%. Na faixa de 5 a 9 anos, a seletividade alimentar foi o dominio mais
proeminente, com 55,2%, seguida de habilidades nas refei¢cdes, com 48,1%. Entre 10 e
17 anos, o maior destaque ocorreu para comportamento opositor relacionado a
alimentacdo, com 46,4%, seguido de seletividade alimentar, com 39,5%, e

comportamentos rigidos relacionados a alimentacéo, com 37,5%.

5.5 Distribuicéo das variaveis bioldgicas

Inicialmente, procedeu-se a definicdo da amostra analitica utilizada nas anélises
correlacionais, considerando a excluséao de registros classificados como ndo coletados ou
invalidos. Assim, foram mantidos, para fins analiticos, 69 participantes, distribuidos em
trés grupos etarios, conforme apresentado na Tabela 3.

Por se tratar de um conjunto amplo de correlagdes, e como nao foi aplicada
correcdo formal para multiplas comparacdes nesta etapa exploratoria, os resultados
foram interpretados de forma integrada a magnitude dos coeficientes, aos valores de p e
a plausibilidade bioldgica, com cautela especial para associac6es limitrofes.

Tabela 3 — Composi¢do da amostra analitica por faixa etaria

Grupo etéario Numero de amostras
Grupo 1 (2-4 anos) 14
Grupo 2 (5-9 anos) 29
Grupo 3 (10-17 anos) 26
Total analitico 69

Fonte: Dados da pesquisa.

Antes da realizacdo das analises correlacionais, foi verificada a aderéncia das
variaveis bioldgicas a distribuicdo normal por meio do teste de Shapiro-Wilk, escolhido
em funcéo de sua adequacéo para amostras de tamanho moderado. Na amostra total (N =
69), todos os biomarcadores apresentaram distribuicdo ndo normal, com valores de p
inferiores a 0,001. As estatisticas W observadas foram 0,542 para IL-1p, 0,618 para IL-
6, 0,695 para TNF-a, 0,812 para B-NGF e 0,884 para BDNF (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste de Shapiro-Wilk para os biomarcadores na amostra total (N = 69)
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Biomarcador W P

IL-1B 0,542 <0,001
IL-6 0,618 <0,001
TNF-o, 0,695 <0,001
B-NGF 0,812 <0,001
BDNF 0,884 <0,001

Fonte: Dados da pesquisa.

A avaliacdo grafica por histogramas e gréficos de probabilidade normal (Q-Q
plots) corroborou os resultados do teste, evidenciando assimetria positiva e presenca de
valores extremos. Em razdo desse perfil distribucional, optou-se pela utilizagdo do
coeficiente de correlacdo de postos de Spearman (p), considerado apropriado para a
avaliacdo de associa¢bes monotbnicas entre varidveis que ndo seguem distribuicéo
gaussiana. Os resultados do diagnoéstico de normalidade estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5 — Diagnostico de normalidade por histogramas e graficos Q-Q.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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5.6 Associagdes entre biomarcadores na amostra total

Na andlise da amostra total, observou-se, de forma exploratdria, um padréo de
associacdo consistente entre 1L-6, TNF-a ¢ B-NGF. Foi encontrada uma correlagédo
positiva forte e estatisticamente significativa entre IL-6 e TNF-a (p = 0,85; p < 0,001).
Da mesma forma, IL-6 e TNF-a mostraram correlagdes positivas com B-NGF, com
coeficientes iguais ou superiores a 0,71 e valores de p < 0,001.

Em contraste, IL-1p ¢ BDNF ndo apresentaram correlacdes estatisticamente
significativas com os demais biomarcadores na analise global. Assim, na amostra total,
IL-6, TNF-a e B-NGF configuraram o principal eixo de associagcdo entre 0S
biomarcadores analisados, conforme sintetizado na Tabela 5.

Tabela 5 — Correlac6es entre biomarcadores na amostra total

Variavel 1 Variavel 2 p de p Observagéo
Spearman

IL-6 TNF-a 0,85 <0,001 Correlacao
positiva forte

IL-6 B-NGF >0,71 <0,001 Correlagéo
positiva forte

TNF-a B-NGF >0,71 <0,001 Correlacao
positiva forte

Nota: a tabela sintetiza apenas as principais correla¢cdes da amostra total. Para IL-6 x [3-
NGF e TNF-a x B-NGF, manteve-se a faixa de magnitude observada na matriz de
correlacdo, com coeficientes iguais ou superiores a 0,71 e p < 0,001.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.7 Associagdes biomarcador—biomarcador por faixa etaria

A andlise por faixa etaria revelou particularidades marcantes no padrdo de
correlacdo entre os biomarcadores, evidenciando que a natureza dessas associacdes se

modifica ao longo do desenvolvimento.

5.7.1Grupo 1 (2 a4 anos; n = 14)

No Grupo 1, notou-se maior coesdo entre os biomarcadores, especialmente entre

IL-6 e TNF-a, cuja correlacao foi p = 0,937. Nesse grupo, também foram observadas

correlagBes positivas entre 1L-6 e B-NGF (p = 0,79), entre TNF-a ¢ B-NGF (p = 0,82),
entre IL-6 e BDNF (p = 0,512) e entre TNF-a e BDNF (p = 0,58).
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As correlagdes envolvendo IL-1B mostraram magnitudes mais contidas, variando
de p=-0,049, com BDNF, até p= 0,387, com IL-6. Em conjunto, esses resultados indicam
que, entre os individuos de menor idade, as associa¢cdes entre os marcadores inflamatérios
e neurotréficos foram mais coesas, sendo particularmente forte a associacao entre 1L-6,
TNF-a e B-NGF.

5.7.2 Grupo 2 (5 a9 anos; n = 29)

No Grupo 2, o padrdo de correlacdo positiva entre IL-6, TNF-a ¢ B-NGF
permaneceu presente, com coeficientes de p = 0,825 para IL-6 e TNF-a, p = 0,609 para
IL-6 e B-NGF e p = 0,604 para TNF-a e B-NGF. Nesse grupo, ainda se evidenciou uma
correlacéo negativa entre IL-1p ¢ TNF-a (p =-0,411; p =0,04). Por se tratar de associacéo
limitrofe em um conjunto amplo de comparag6es exploratorias, esse resultado deve ser
interpretado com cautela.

As demais interacdes envolvendo IL-1p e BDNF apresentaram magnitudes fracas,
com valores proximos de zero ou discretamente negativos, como demonstrado para IL-
1B e B-NGF (p = 0,004), B-NGF e BDNF (p = 0,021), IL-6 ¢ BDNF (p = -0,108) e TNF-
a e BDNF (p =-0,077). Assim, no Grupo 2, o eixo composto por IL-6, TNF-a e B-NGF

permaneceu presente, embora com menor integracdo com os demais biomarcadores.

5.7.3 Grupo 3 (10 a 17 anos; n = 26)

No Grupo 3, o padrdo de associacdo também indicou forte relagcdo entre os
biomarcadores inflamatérios e B-NGF. As correlagdes observadas foram de p = 0,736
entre IL-6 e TNF-a, p = 0,755 entre IL-6 e B-NGF e p = 0,824 entre TNF-a e B-NGF.

Em contrapartida, as associacdes entre BDNF e os demais marcadores foram
reduzidas, com p = 0,178 para IL-6, p = -0,039 para TNF-a ¢ p = 0,008 para B-NGF. As
correlag@es envolvendo IL-1B permaneceram de baixa a moderada magnitude, variando
entre p = 0,286 e p = 0,38. Esses achados demonstram que, no grupo etario mais velho,
persistiu a organizacdo de um eixo robusto entre IL-6, TNF-a e B-NGF, enquanto BDNF
e IL-1P apresentaram menor participacao relativa na rede de associagdes observada.

De maneira geral, a analise por grupos mostrou que a associacao entre IL-6 e TNF-
a permaneceu elevada em todas as faixas etarias, acompanhada por correlagdes positivas
com B-NGF. Em contraste, IL-1p e BDNF apresentaram comportamento mais variavel
entre os grupos, com menor uniformidade na magnitude e na direcdo das correlacdes.

Esses resultados reforcam a existéncia de um padrdo de associacdo mais estavel entre IL-
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6, TNF-a ¢ B-NGF, sobretudo nas correlacbes de maior magnitude e menor valor de p,
enquanto as associacdes limitrofes devem ser lidas como achados exploratérios (Figura
6).

Figura 6 — Matriz de correlagGes de Spearman (p) entre biomarcadores,

por faixa etaria.

IL-1 IL-6 TNF-a B-NGF BDNF

IL-1 - - 0,387 0,197 0,067 -0,049
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— - - - - - - 0,021
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—-0.75
IL-1- - 0.3 0,38 0,286 0,327

Grupo 3 TNF-a - - - - - -0,039
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Fonte: Dados da pesquisa.
5.8 Associagdes entre biomarcadores e variaveis clinicas, sociodemograficas e
antropométricas

Além das correlagdes entre biomarcadores, foram investigadas, de forma
exploratoria, associagbes entre marcadores biolégicos e varidveis clinicas e
sociodemograficas, incluindo renda familiar, indice de massa corporal (IMC),

seletividade alimentar e idade materna.

5.8.1 Grupo 1 (2 a4 anos; n = 14)

No Grupo 1, verificou-se correlagdo negativa forte entre IMC e B-NGF (p =-0,71),

assim como correlacdo positiva moderada entre renda familiar e BDNF (p = 0,62).
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5.8.2 Grupo 2 (5 a9 anos; n = 29)

No Grupo 2, ndo se observaram correlagcdes de maior magnitude, predominando

coeficientes situados aproximadamente entre 0,3 e 0,4.

5.8.3 Grupo 3 (10 a 17 anos; n = 26)

No Grupo 3, identificou-se correlagdo positiva entre renda familiar e BDNF (p =
0,75), correlagdo negativa entre seletividade alimentar e TNF-a (p = -0,58), correlagédo
negativa entre seletividade alimentar e IL-6 (p = -0,41) e correlacdo negativa moderada
entre idade materna e BDNF (p =-0,51).

Esses achados sugerem que as associacGes entre biomarcadores e varidveis
clinicas e sociodemograficas também n&o se distribuiram de maneira homogénea entre as
faixas etarias, sendo mais expressivas nos grupos de menor e de maior idade. Ainda assim,
tais resultados devem ser entendidos como exploratorios, sobretudo em razéo do tamanho
reduzido de alguns subgrupos e do nimero elevado de comparac@es realizadas (Figura
7).

Figura 7 — Matriz de correlagdes de Spearman (p) entre

biomarcadores e variaveis clinicas e sociodemogréficas.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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5.9 Associagdes entre fatores da Escala LABIRINTO e biomarcadores salivares

A anélise exploratdria das correlagfes entre os fatores da Escala LABIRINTO de
Avaliacdo do Comportamento Alimentar no TEA e os biomarcadores salivares revelou
padrdes contrastantes entre os grupos etarios. Os coeficientes de Spearman a seguir
indicam a direcdo e a forca das associa¢fes encontradas entre citocinas inflamatérias,
neurotrofinas e os dominios da escala e devem ser interpretados em conjunto com o
carater exploratorio da analise.

No Grupo 1 (2 a 4 anos), os coeficientes mais expressivos concentraram-se em
correlagdes positivas entre IL-1p ¢ o Fator 4 (p = 0,501), TNF-a e o Fator 5 (p = 0,456),
B-NGF e o Fator 7 (p = 0,415), além de associacdes positivas entre BDNF e os Fatores 2
(p=0,462), 3 (p =0,498) e 5 (p = 0,424). Em sentido inverso, destacou-se a correlacdo
negativa entre B-NGF e o Fator 1 (p = -0,567), sugerindo que o padréo alimentar nos
participantes mais jovens pode se relacionar de maneira heterogénea com os marcadores
avaliados.

No Grupo 2 (5 a 9 anos), observou-se predominio de correlacBes de baixa a
moderada magnitude. B-NGF apresentou correlagao positiva com o Fator 2 (p =0,379) e
correlagdo negativa com o Fator 7 (p = -0,446). O BDNF mostrou associag0es positivas
distribuidas entre os Fatores 1, 2, 3 ¢ 6 (p entre 0,314 e 0,344), enquanto TNF-a ¢ IL.-6
exibiram correlagdes inversas de maior magnitude com o Fator 4 (p = -0,394) e com 0
Fator 7 (p = -0,385), respectivamente.

No Grupo 3 (10 a 17 anos), as correlagdes tenderam a assumir direcdo negativa
para parte dos marcadores inflamatérios, sobretudo entre TNF-a e o Fator 2 (p =-0,610),
TNF-a e o Fator 5 (p = -0,490), IL-6 ¢ o Fator 2 (p =-0,498) e IL-6 ¢ o Fator 3 (p = -
0,443). Em contraste, B-NGF apresentou correlagdes positivas com o Fator 1 (p = 0,448)
e o Fator 6 (p = 0,393), bem como correlagdo negativa com o Fator 5 (p = -0,437). O
BDNF mostrou associagdo inversa mais evidente com o Fator 7 (p = -0,494).

No geral, os achados sugerem que os dominios do comportamento alimentar
obtidos pela Escala LABIRINTO nédo se relacionaram de forma uniforme com os
biomarcadores salivares. Em contrapartida, observou-se variagdo entre 0s grupos etarios
e entre fatores especificos da escala, indicando que, de forma exploratoria, a relagao entre
comportamento alimentar, inflamacéo e sinalizacdo neurotréfica no TEA pode apresentar

diferentes padrbes associados as caracteristicas do desenvolvimento. Associacfes de
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baixa magnitude ou com significancia limitrofe ndo foram interpretadas como evidéncia
conclusiva (Figura 8).
Figura 8 — Matriz de correlagdes de Spearman (p) entre fatores da
Escala LABIRINTO de Avaliacdo do Comportamento Alimentar no
TEA e biomarcadores salivares, por grupo etario.
FATOR 1 FATOR 2 FATOR 3 FATOR 4 FATOR 5 FATOR 6 FATOR 7
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IL-1- 0375 0178 -0,049 -0169 0171 0,159  -0,239
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Grupo 3 TNF-o - -0,207

10-17 anos
( ) B-NGF - 0,448 -0,387 0,312 0,099 -0,437 0,393 -0,009

-0,136 0,044 0,490 0,269 -0,146

BDNF - -0,246  -0,069  -0,140  -0,200 -0,273 = -0,368 = -0,494

Legenda dos fatores

Fator 1 — Motricidade na mastigagao

Fator 2 — Seletividade alimentar

Fator 3 — Habilidades nas refeicdes

Fator 4 — Comportamento inadequado relacionado as refeigdes
Fator 5 — Comportamentos rigidos relacionados a alimentagao
Fator 6 — Comportamento opositor relacionado a alimentacéo
Fator 7 — Alergias e intolerancia alimentar

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

Os achados deste estudo indicam, como eixo central, a presenca de uma correlagao
positiva consistente entre IL-6, TNF-a e B-NGF, observada tanto na amostra total quanto,
com variacGes de magnitude, nas analises estratificadas por faixa etaria. Na analise global,
a correlagdo forte entre IL-6 e TNF-a, acompanhada das associagdes positivas entre
ambas e B-NGF, sugere que esses mediadores ndo se comportaram como marcadores
isolados, mas como componentes de uma mesma rede bioldgica. Esse padrdo desloca a
interpretacdo de uma légica centrada em analitos individualizados para uma perspectiva
de organizacdo neuroimune-neurotréfica, mais compativel com a heterogeneidade
bioldgica do TEA e com a nogdo contemporanea de subgrupos fisiopatoldgicos dentro do
espectro (ESTES; MCALLISTER, 2015; MASI et al., 2015; SAGHAZADEH et al.,
2019).

Essa leitura é coerente com a literatura sobre neuroinflamacdo no TEA.
Evidéncias acumuladas indicam que a ativagdo imune inata, a disfuncdo de micrdglia e
astrdcitos e a liberacdo de citocinas pré-inflamatorias podem participar de alteracfes de
plasticidade sinaptica, poda neuronal e homeostase do desenvolvimento cerebral. Em
termos mecanisticos, IL-1f, IL-6 e TNF-a estdo ligadas a ativagdo de vias como NF-kB,
JAK/STAT, MAPK e inflamassoma NLRP3, que amplificam a resposta inflamatdria e
podem manter um estado de neuroinflamacdo de baixo grau, com repercussdes sobre
excitabilidade neuronal, comunicacéo neurénio-glia e dindmica sinéptica. Assim, a forte
associacdo entre IL-6 e TNF-o observada nesta pesquisa ndo parece representar mera
coexisténcia casual, mas possivelmente a expressdo periférica de um eixo inflamatorio
coordenado (DANTZER et al., 2008; HUGHES; MILNER; ASHWOOD, 2023; XIONG
etal., 2023).

A presenca do B-NGF nesse eixo merece destaque especial. Embora classicamente
reconhecido por seu papel no crescimento, sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal, o
NGF também participa ativamente da comunicagdo entre sistema nervoso e sistema
imune. Estudos experimentais e revisdes translacionais mostram que TNF-a ¢ NGF
podem estabelecer circuitos de retroalimentagdo positiva, nos quais mediadores
inflamatdrios favorecem a expressao de neurotrofinas e, em contrapartida, estas também
contribuem para a manutencédo da inflamacg&o. Em outras palavras, o B-NGF pode operar,
ao mesmo tempo, como molécula neurotrofica e como modulador inflamatorio, o que

torna biologicamente plausivel sua associacdo positiva com IL-6 e TNF-o na saliva de
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criangas e adolescentes com TEA (MINNONE; DE BENEDETTI; BRACCI-
LAUDIERO, 2017; TAKEI; LASKEY, 2008; ALOE et al., 2012).

Do ponto de vista farmacoldgico, essa interface pode ser compreendida a luz dos
sistemas receptoriais envolvidos. As neurotrofinas exercem seus efeitos principalmente
por meio dos receptores tirosina-quinase Trk, especialmente TrkA e TrkB, acionando vias
intracelulares relacionadas a sobrevivéncia neuronal, plasticidade, remodelamento
sinaptico e transcricdo génica dependente de atividade. Paralelamente, a sinalizacdo
inflamatdria por citocinas depende de receptores préprios e de cascatas que convergem
para programas transcricionais inflamatorios. Quando inflamacdo e neurotrofia
permanecem persistentemente ativadas, a resposta biologica final tende a refletir ndo
apenas estimulacdo, mas também mecanismos de adaptacdo, retroalimentacdo e
compensacdo (HUANG; REICHARDT, 2001; CHAO, 2003).

Nesse contexto, a variabilidade do BDNF e da IL-1p na presente amostra pode ser
interpretada de forma particularmente relevante. Enquanto IL-6, TNF-a e B-NGF
configuraram um eixo mais estavel, BDNF e IL-1 mostraram comportamento menos
uniforme entre os grupos. Uma hipotese plausivel é que essas duas moléculas sejam mais
sensiveis a fatores moduladores, como estdgio do desenvolvimento, exposicdo a
estressores, condicdes clinicas associadas, padrdo alimentar, sono, uso de medicamentos
e mecanismos de adaptacao receptorial. A literatura mostra que a exposi¢édo prolongada
a determinados estimulos pode induzir dessensibilizacdo funcional, downregulation de
receptores ou regulagéo negativa das vias downstream. No caso do BDNF, alteracOes da
responsividade de TrkB ja foram descritas em situagdes de ativacao sustentada; para IL-
6, a propria via JAK/STAT sofre modulacdo negativa por proteinas como SOCS3, que
limitam a sinalizacdo em contextos de estimulo persistente. Assim, mais do que
“tolerancia dos receptores” em sentido estrito, pode haver regulagdo compensatoria da
sensibilidade bioldgica, o que ajudaria a explicar por que algumas associa¢fes perdem
linearidade em contextos de estresse e inflamacao cronicos (GAO et al., 2018).

A estratificacdo por faixa etaria acrescenta densidade a interpretacdo dos
resultados. O grupo de 2 a 4 anos mostrou maior coesdo entre os biomarcadores, inclusive
com correlacdo muito forte entre IL-6 e TNF-a e maior integracdo relativa do BDNF. Ja
nos grupos de 5 a 9 anos e de 10 a 17 anos, o0 eixo IL-6/TNF-o/B-NGF permaneceu
presente, mas 0 BDNF tornou-se menos integrado, e IL-1B passou a ocupar posi¢ao mais
periférica. Esse padrdo é compativel com a nocdo de que os perfis inflamatorios e
neurotréficos no TEA sdo modulados pelo desenvolvimento. Metanalises em TEA ja
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apontaram que idade, sexo e outras variaveis amostrais influenciam a magnitude e até a
direcdo de alteracOes de citocinas periféricas, o que reforca a importancia de interpretar
os biomarcadores dentro de uma perspectiva desenvolvimental, e ndo como marcadores
fixos ao longo da infancia e da adolescéncia (SAGHAZADEH et al., 2019; MOLLOY;
GALLAGHER, 2022).

Outro resultado que merece discussao aprofundada € a correlacdo negativa entre
IMC ¢ B-NGF no grupo de 2 a 4 anos. Esse achado é particularmente instigante porque
ndo acompanha, de forma direta, parte da literatura pediatrica geral, na qual BDNF e f3-
NGF salivares mostraram associacao positiva com medidas antropométricas em criangas
com obesidade. Em criancas e adolescentes com TEA, também ja foi descrita associacao
entre excesso de peso e aumento de mondcitos, reforcando a ideia de que sobrepeso e
inflamacdo periférica podem caminhar juntos. O presente resultado, portanto, ndo deve
ser interpretado como contraditorio de maneira simplista, mas como indicativo de que,
em criangas mais novas com TEA, a relacdo entre estado nutricional, neurotrofia e
inflamacdo pode seguir dindmica propria, talvez mais dependente de janela
desenvolvimental, padrdo alimentar, composicdo corporal ainda em transicdo e
heterogeneidade clinica do grupo (SELVARAJU; BABU; GEETHA, 2022;
GONCALVES et al., 2023).

A partir disso, uma hipotese gerada por este estudo € a existéncia de dois padrdes
simultaneos dentro da amostra. O primeiro seria um padrdo relativamente estavel,
representado pelo eixo IL-6/TNF-o/B-NGF, possivelmente associado a uma resposta
neuroimune mais robusta e integrada. O segundo seria um padrdo mais sensivel a
moduladores contextuais, representado sobretudo por BDNF e IL-1B, no qual variaveis
como idade, IMC, alimentacdo, renda familiar e caracteristicas clinicas individuais
exerceriam maior influéncia. Essa hipotese é relevante porque sugere que a biologia
periférica do TEA pode ndo ser unificada, mas organizada em camadas: um nucleo de
correlacdo mais consistente e uma periferia mais sujeita a regulacdo ambiental,
farmacologica e desenvolvimental.

A possivel influéncia do tratamento clinico e do uso de medicamentos também
precisa ser considerada. Em populagdes com TEA, farmacos como risperidona e
aripiprazol permanecem entre os mais utilizados para irritabilidade e disfuncdes
comportamentais associadas. Ha evidéncia de que o tratamento com risperidona em
criangas com autismo pode modificar mediadores inflamatérios plasméticos ao longo do

tempo, 0 que sustenta a hip6tese de que o inicio do tratamento, o tempo de uso e o perfil
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farmacoterapéutico do participante possam interferir no padrdo de biomarcadores
observado em estudos transversais. Portanto, é biologicamente plausivel que parte da
heterogeneidade entre os grupos, sobretudo nos marcadores menos estaveis, reflita ndo
apenas o fenotipo do TEA, mas também a modulacdo farmacoldgica em curso. Como o
presente estudo ndo foi desenhado para estratificar formalmente os participantes segundo
tempo de tratamento e medicacdo, essa interpretacdo deve ser lida como hipdtese
plausivel, e ndo como conclusao causal (CHOI et al., 2014).

Essa hipoOtese farmacoldgica dialoga, inclusive, com a ideia de adaptacédo
receptorial. Em contextos de estimulagdo bioldgica persistente, seja por mediadores
inflamatorios, seja por neurotrofinas, o sistema tende a acionar mecanismos de contencédo
para evitar hiper-resposta sustentada. Assim, a menor integracdo de BDNF e IL-1p em
alguns estratos pode refletir um estado de regulacdo compensatéria, no qual a exposicédo
crbnica a estresse, inflamacédo, alteragdes metabdlicas e tratamento medicamentoso leve
a modulacdo da sensibilidade receptorial e das vias intracelulares. Em linguagem
farmacoldgica, isso se aproxima de um modelo de dessensibilizacdo funcional, ainda que
essa hipotese precise ser testada em estudos longitudinais com acompanhamento clinico
e terapéutico mais detalhado.

Também merece atencdo o fato de as associa¢Bes com renda familiar, seletividade
alimentar e idade materna terem se concentrado mais nos grupos extremos de idade. 1sso
sugere que a expressao periférica dos biomarcadores talvez seja mais permeavel ao
contexto em fases especificas do desenvolvimento. A associacdo positiva entre renda
familiar e BDNF, observada em mais de um estrato, pode ser lida como marcador indireto
de um contexto material e assistencial potencialmente mais favoravel, enquanto as
associacOes entre seletividade alimentar e menores niveis de IL-6 e TNF-a em
adolescentes reforcam que o comportamento alimentar pode influenciar o fendtipo
bioldgico de forma ndo linear. Em um transtorno tdo heterogéneo quanto o TEA, essas
interacGes entre biologia e contexto provavelmente sdo mais informativas do que a busca
de um Unico biomarcador do autismo.

A escolha da saliva como matriz biolégica permanece um dos pontos de maior
originalidade e aplicabilidade translacional desta dissertagdo. Em criancas e adolescentes
com TEA, a coleta salivar oferece vantagem préatica inequivoca por ser ndo invasiva,
melhor tolerada e mais factivel em ambiente ambulatorial. Ao mesmo tempo, essa matriz
exige cautela analitica, porque fatores orais e pré-analiticos podem influenciar os niveis

detectados. Ainda assim, justamente por sua viabilidade clinica, a saliva se destaca como
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alternativa promissora para estudos de estratificacdo bioldgica em populacGes pediatricas
neurodiversas, o que confere relevancia particular a esta pesquisa (SZABO; SLAVISH,
2021; HUGHES; MILNER; ASHWOOD, 2023).

Em sintese, esta dissertacdo contribui para o campo ao demonstrar, em uma
amostra clinica real de criangas e adolescentes com TEA atendidos em servi¢o publico de
referéncia, que 0s biomarcadores salivares podem revelar um padrdo relacional
biologicamente plausivel entre inflamacao e sinalizacdo neurotréfica. O principal achado
foi a identificacdo de um eixo robusto entre IL-6, TNF-a e B-NGF, ao passo que IL-1p e
BDNF apresentaram comportamento mais varidvel e potencialmente mais sensivel a
moduladores clinicos, farmacoldgicos e desenvolvimentais. Mais do que propor um
biomarcador diagndstico, os resultados sugerem a utilidade de painéis relacionais e de
uma leitura integrada entre imunidade, neurotrofia, desenvolvimento e contexto.

As limitagOes do estudo devem ser reconhecidas. O delineamento transversal
impede inferéncias causais, a amostra de conveniéncia e de centro Unico limita a
generalizacdo dos achados, a auséncia de grupo controle restringe comparagées com
criancas neurotipicas, e 0 nimero reduzido em alguns estratos aumenta a sensibilidade a
oscilacBes amostrais. Além disso, a falta de estratificacdo sisteméatica por medicacao,
tempo de tratamento, estagio puberal e satde bucal impede avaliar o peso de alguns
confundidores relevantes. Ainda assim, o estudo apresenta originalidade por investigar
simultaneamente citocinas inflamatdrias e neurotrofinas na saliva de criancas e
adolescentes com TEA, em contexto ambulatorial real, o que ainda é pouco explorado na
literatura translacional.

Por fim, os dados apontam para a necessidade de estudos longitudinais, com
amostras maiores, multicéntricas e com registro sistematico de medicagdes, tempo de
tratamento, alimentacdo, sono, puberdade e salde bucal. A hip6tese mais promissora
gerada por esta pesquisa é a de que exista, no TEA, um nucleo neuroimune mais estavel,
representado por IL-6, TNF-a e B-NGF, e um conjunto de mediadores mais sensiveis ao
contexto clinico e terapéutico, como BDNF e IL-1p. Testar essa hipdtese podera ajudar a
compreender melhor subgrupos bioldgicos dentro do espectro e aproximar a pesquisa

com biomarcadores da pratica clinica de precisdo.
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7 CONCLUSAO

Este estudo identificou, na amostra analisada, um padrdo consistente de
associacao entre os biomarcadores salivares IL-6, TNF-o e B-NGF, tanto na analise global
quanto nas estratificacdes por faixa etaria. Em contraste, IL-1p ¢ BDNF apresentaram
comportamento mais variavel entre os grupos, sugerindo menor estabilidade relacional
dentro da rede de biomarcadores investigada. Também foram observadas associacfes
exploratorias entre biomarcadores e variaveis contextuais, especialmente IMC, renda
familiar, seletividade alimentar e idade materna, o que reforca a necessidade de interpretar
esses achados a luz do desenvolvimento e do contexto clinico.

Conclui-se que a saliva € uma matriz promissora para a investigacao translacional
de biomarcadores em criangas e adolescentes com TEA, especialmente por sua
viabilidade e boa aplicabilidade em contexto ambulatorial pediatrico. A originalidade
deste trabalho reside justamente em demonstrar, em populacéo clinica real, que a analise
salivar pode revelar uma interface biologicamente plausivel entre inflamacdo e
sinalizacdo neurotrofica no TEA. Ainda assim, os resultados devem ser considerados
exploratérios e insuficientes para inferéncias diagnosticas ou causais, devendo ser
aprofundados em estudos longitudinais e com melhor controle de variaveis clinicas e

terapéuticas.
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