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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € uma condigdo neurodivergente
caracterizada por déficits na interagdo social, comunicacdo e comportamentos
repetitivos, com ampla variabilidade clinica. Evidéncias recentes indicam que o
estresse oxidativo e a inflamacédo podem estar envolvidos na fisiopatologia do TEA.
Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores
relacionados ao estresse oxidativo e inflamagéo em criangas com diagnostico de TEA.
Participaram do estudo 22 criangas com TEA (até 12 anos) e 13 criangas neurotipicas,
pareadas como grupo controle, apés aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) (CAAE
70494823.7.0000.0021). Amostras de sangue venoso foram coletadas, com e sem
anticoagulante (EDTA), para a obtencao de soro e sangue total, respectivamente.
Foram analisadas as enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e gama-glutamiltransferase (GGT), os antioxidantes ndo enzimaticos glutationa
reduzida (GSH) e acido urico (AU), os marcadores inflamatérios interleucina-1 beta
(IL-18) e mieloperoxidase (MPO), e os marcadores de dano oxidativo, como
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e proteina carbonilada (PC). A
analise estatistica foi realizada por meio do teste t de Student, considerando
significancia de p < 0,05 a comparagao entre grupo TEA e grupo controle. Os
resultados indicaram aumento da atividade de SOD (p < 0,001), MPO (p <0,01) e IL-
18 (p < 0,01) nas criangcas com TEA, além de aumento de concentracdao de TBARS (p
< 0,05) e PC (p < 0,01) . Observou-se, ainda, reducao significativa da atividade de
CAT (p <0,001) e GGT (p < 0,001), bem como concentragado de GSH (p < 0,01) e AU
(p < 0,05) no grupo TEA. Esses achados reforcam a hipétese do envolvimento do
estresse oxidativo e da inflamagédo na fisiopatologia do TEA e sugerem que a
investigacéo de biomarcadores especificos pode contribuir para o aprimoramento de
estratégias diagndsticas e terapéuticas.

Descritores: Déficits na comunicagao social e interagao social; Diagndstico precoce;
estresse oxidativo; TEA.



ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodivergent condition characterized by
deficits in social interaction, communication, and repetitive behaviors, with broad
clinical variability. Recent evidence indicates that oxidative stress and inflammation
may be involved in the pathophysiology of ASD. In this context, the present study
aimed to evaluate oxidative stress and inflammation biomarkers in children diagnosed
with ASD. The study included 22 children with ASD (up to 12 years old) and 13
neurotypical children, matched as a control group after approval by the Human
Research Ethics Committee of the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS)
(CAAE 70494823.7.0000.0021). Venous blood samples were collected, with and
without anticoagulant (EDTA), to obtain serum and whole blood, respectively. The
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and gamma-
glutamyltransferase (GGT), the non-enzymatic antioxidants reduced glutathione
(GSH) and uric acid (UA), the inflammatory markers interleukin-1 beta (IL-1B) and
myeloperoxidase (MPO), and the markers of oxidative damage, such as thiobarbituric
acid-reactive substances (TBARS) and carbonyl protein (PC), were analyzed.
Statistical analysis was performed using Student's t-test, considering significance at p
< 0.05. The results indicated a significant increase in the activities of SOD (p < 0.001),
MPO (p < 0.01), and IL-1B (p < 0.01) in children with ASD, in addition to an increase
in the concentration of TBARS (p < 0.05) and PC (p < 0.01). A significant reduction in
CAT (p <0.001) and GGT (p < 0.001) activity, as well as GSH (p < 0.01) and UA (p <
0.05) concentrations were also observed in the ASD group. These findings reinforce
the hypothesis of the involvement of oxidative stress and inflammation in the
pathophysiology of ASD and suggest that investigating specific biomarkers may
contribute to improving diagnostic and therapeutic strategies.

Keywords: Autism Spectrum Disorder; Oxidative Stress; Biomarkers.
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1. INTRODUGAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) €& um transtorno do
neurodesenvolvimento caracterizado por déficits persistentes na comunicagao social
e comportamentos repetitivos e restritivos (American Psychiatric Association, 2013).
A prevaléncia global do TEA tem aumentado, com estimativas recentes sugerindo que
aproximadamente 1 em cada 36 criangas é diagnosticada com TEA, conforme os
dados dos Centros de Controle e Prevengao de Doengas (Maenner, 2023). Essa
condicao representa um desafio significativo para as familias e profissionais de saude,
especialmente devido a sua ampla variabilidade clinica e a falta de biomarcadores
especificos que possam auxiliar no diagndstico e monitoramento da gravidade do
transtorno (Phetoe et al., 2023). Embora o diagnéstico do TEA atualmente se baseie
em critérios clinicos e comportamentais, a busca por biomarcadores que possam
auxiliar na avaliagédo e monitoramento do transtorno é uma area de intenso interesse
na pesquisa neurobiolégica (Chen et al., 2021; Liu et al., 2022).

O estresse oxidativo, definido como um desequilibrio entre a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade do organismo de neutraliza-las,
tem sido implicado em diversas condigdes neuropsiquiatricas, incluindo o TEA
(Bjerklund et al., 2020). Estudos mostram que individuos com TEA apresentam
valores alterados de alguns marcadores de estresse oxidativo, tais como o
malondialdeido (MDA) e a redugdao dos valores de glutationa reduzida (GSH),
sugerindo uma disfungdo nos mecanismos antioxidantes e um aumento na
peroxidacao lipidica (Chauhan; Chauhan, 2006; Chen et al., 2021; Frustaci et al.,
2012). Historicamente, a compreensao dos mecanismos patoldgicos subjacentes ao
TEA tem evoluido, com uma énfase crescente na identificacao de biomarcadores que
possam oferecer insights sobre a fisiopatologia do transtorno. Apesar do papel do
estresse oxidativo em criangas com TEA ainda estar sendo desvendado, evidéncias
sugerem que o0 aumento da peroxidagdo lipidica e a redugdo das defesas
antioxidantes podem estar envolvidos na gravidade dos sintomas (Liu et al., 2022).

Além da correlacdo observada entre MDA e GSH com o TEA, outros
biomarcadores relacionados a regulagdo do estresse oxidativo celular, tais como a
atividade da enzima catalase (CAT) e a concentracédo de acido urico (AU), também
podem estar envolvidos e contribuir como potenciais marcadores de progndstico

(Ighodaro; Akinloye, 2018). Ademais, indicadores de dano oxidativo, tais como a


https://www.zotero.org/google-docs/?kaDBK0
https://www.zotero.org/google-docs/?kaDBK0
https://www.zotero.org/google-docs/?kaDBK0
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proteina carbonilada (PC) e a concentragdo de Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), podem fornecer informacgdes sobre a extensao do dano celular
causado pelo estresse oxidativo (Akagawa, 2020; Yui et al., 2020).

Em paralelo ao estresse oxidativo, a inflamacdo também desempenha um
papel importante na fisiopatologia do TEA. Evidéncias sugerem que disfungdes neuro-
imunes e inflamatérias estdo presentes em individuos com TEA, influenciando o
desenvolvimento e a gravidade dos sintomas (Siniscalco et al., 2018). A inflamacéo
cronica pode levar a alteragbes neurobioldgicas que afetam o comportamento e as
fungdes cognitivas. A mieloperoxidase (MPO) tem sido associada a processos
inflamatorios e neuroimunes em TEA, contribuindo para a compreensao das bases
fisiopatoldgicas do transtorno (Ceylan et al., 2021).

Diante desse cenario, a auséncia de biomarcadores validados que possam
auxiliar no diagndstico, progndéstico e monitoramento do TEA representa uma lacuna
critica na pratica clinica, limitando a capacidade dos profissionais de saude de avaliar
com precisao a gravidade do transtorno e a eficacia das intervengdes terapéuticas ao
longo do tempo. Nesse contexto, o presente trabalho tem como obijetivo investigar
biomarcadores de estresse oxidativo e inflamagdo em criangas diagnosticadas com
TEA. A caracterizacdo desses biomarcadores € essencial ndo apenas para a
elucidacao dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes ao TEA, mas também para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais direcionadas e eficazes. Ao
fornecer ferramentas objetivas para o acompanhamento do estado clinico desses
pacientes, tais biomarcadores tém o potencial de aprimorar tanto o manejo clinico
quanto a qualidade de vida das criangas diagnosticadas com TEA, permitindo

intervengdes mais precoces e personalizadas.


https://www.zotero.org/google-docs/?E4YBIE
https://www.zotero.org/google-docs/?E4YBIE
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Transtorno do Espectro Autista (TEA)

2.1.1 Historico

Ao longo das ultimas décadas, o TEA tem sido alvo de estudo, passando por
diversos aprimoramentos em sua definicdo (Lord et al., 2018). Leo Kanner (1943) o
caracterizou como uma dificuldade de comunicacéo social ligada a incapacidade inata
de estabelecer conexdes emocionais, acompanhada por uma solidao intensa, na qual
o individuo demonstra padrées repetitivos e focados de comportamento e interesses
pessoais, dando a definicdo de “disturbio autistico do contato afetivo”. No ano
seguinte, foi relatado o caso de onze criangas que exibiam um padrdo considerado
incomum, marcado pela dificuldade central em estabelecer relagdes interpessoais
desde a primeira infancia levando a substituicdo do termo por “autismo infantil
precoce” (Kanner, 1944).

Atualmente, o Manual de Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-V) identifica dois principais dominios deficientes no TEA: a interagdo social e o
comportamento repetitivo restrito, que séo utilizados como marcadores de severidade
relacionados ao grau de comprometimento (American Psychiatric Association, 2013).
A revisdo dos critérios teve como objetivo tornar a definicdo mais especifica,
resultando em uma abordagem mais restritiva (Halfon; Kuo, 2013). Embora varias
definigdes possam ser encontradas, como a de Lord et al. (2020), que descreve o TEA
como um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por déficits na
comunicagao social e padrées comportamentais repetitivos e sensoriais, os pontos
em comum entre as diferentes abordagens permanecem: a dificuldade na interagéo
social e a persisténcia de padrbes de comportamento restritos e repetitivos.

O TEA foi considerado como um disturbio raro na época da sua descoberta, no
entanto, a prevaléncia do mesmo vem aumentando continuamente, fato que pode ser
incumbido a evolugdo dos diagnédsticos a partir da publicagdo do DSM-5, além da
crescente consciéncia atribuida a populacdo com a oportunidade de tratamento
(Zylstra et al., 2014).

No Brasil, ainda s&o escassos os estudos epidemiolégicos que abordam a
prevaléncia do TEA, os custos financeiros do tratamento e a assisténcia oferecida na

rede publica de saude, com pouco relato disponivel (Garcia; Nascimento; Pereira,
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2017). Por isso, muitas vezes sao utilizados dados estatisticos estimados com base
em estudos epidemiologicos internacionais.

O aumento progressivo na incidéncia do autismo é observado desde o inicio da
década de 60, conforme evidenciado a partir do estudo epidemiolégico com criangas
realizado no condado de Middlesex, no Reino Unido, onde a taxa de prevaléncia foi
de 4,5/10.000, com uma proporgao entre meninos e meninas de 2,6 para 1 (Lotter,
1966). Em 2012, as estimativas de prevaléncia do TEA aumentaram para 62 a cada
10.000 pessoas (Elsabbagh et al., 2012). No entanto, um estudo de maior escala
realizado na Islandia encontrou uma prevaléncia de 120 criangas com TEA a cada
10.000 (Saemundsen et al., 2013). Em 2014, a incidéncia mundial do autismo foi
relatada sendo de aproximadamente 1%, com uma relagcdo de 4 homens a cada 1
mulher (Lai; Lombardo; Baron-Cohen, 2014).

Em 2000, o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) dos Estados
Unidos (EUA) instituiu a Rede de Monitoramento de Autismo e Deficiéncias de
Desenvolvimento (ADDM), deste modo, esse sistema de vigilancia de saude publica
foi implementado com a finalidade de estimar a prevaléncia do TEA, além de outras
deficiéncias. A partir do ADDM foi demonstrado um aumento na prevaléncia do TEA
em criancas de 8 anos em 11 localidades dos EUA nos ultimos anos. Os dados de
prevaléncia revelam que, em 2016, a taxa de TEA era de 1 em cada 54 criangas
(Maenner, 2020). Este numero aumentou para 1 em cada 44 criangas em 2018
(Maenner et al., 2021). De acordo com os ultimos dados, em 2020 chegou a 1 em
cada 36 criangas, sendo que a taxa entre meninos foi aproximadamente 4 vezes maior
do que entre meninas (Maenner, 2023). A diferenga entre o maior diagnéstico entre
homens e mulheres pode estar relacionado a fatores neurobiolégicos, culturais e
sociais (Green et al., 2019; Ochoa-Lubinoff; Makol; Dillon, 2023).

No Brasil, as politicas publicas em prol dos autistas e seus familiares
comegaram tardiamente. Atualmente, o Sistema Unico de Saude (SUS) conta com
300 Centros Especializados em Reabilitacado distribuidos em todo o territério nacional,
oferecendo servicos especializados para o TEA, incluindo avaliagdo e

acompanhamento multiprofissional (Oliveira et al., 2017).

2.1.2 Etiologia

A etiologia do TEA é complexa e influenciada por fatores genéticos, com uma

heterogeneidade poligénica evidenciada pela diversidade na quantidade de variantes
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genéticas envolvidas, de modo que diferentes individuos podem apresentar distintas
combinagbes dessas variantes, cada uma contribuindo de maneira Unica para a
manifestacdo da condi¢cdo, o que ressalta a complexidade do TEA. (Grove et al.,
2019).

Esse transtorno esta associado a uma interagcado entre variagdes genéticas
comuns e mutacdes espontaneas, denominadas variantes de novo, que aparecem
espontaneamente em um individuo e n&do s&o herdadas dos pais, com uma
associagdo a formas mais graves do TEA, especialmente em individuos com
comprometimento intelectual e déficits severos de linguagem (Dong et al., 2023; Mitra
et al., 2020). Por outro lado, o risco poligénico, ou seja, uma combinacao de variagdes
genéticas comuns que, juntas, aumentam a predisposi¢cdo ao TEA, parece ser mais
prevalente em casos menos severos, sem déficits intelectuais marcantes. Esses
fatores genéticos combinados explicam parte da herdabilidade do TEA, embora a
contribuigao total ainda seja parcialmente desconhecida (Dong et al., 2023).

As diferengas sexuais desempenham um papel importante no risco genético do
TEA, com os homens sendo diagnosticados em uma proporgao significativamente
maior do que as mulheres; no entanto, pesquisas recentes sugerem que as mulheres
podem precisar de uma carga genética mais alta para desenvolver o TEA, fendmeno
conhecido como "efeito protetor feminino" (Jacquemont et al., 2014). Esse efeito
implica que, para alcangar o limiar necessario para o diagndstico, as mulheres exigem
uma quantidade maior de fatores de risco genéticos em comparagao aos homens, que
podem manifestar o transtorno com uma carga genética menor, contribuindo assim
para a menor prevaléncia de TEA em mulheres, apesar da presenca de fatores de
risco semelhantes. (Desachy et al., 2015; Jacquemont et al., 2014). Além disso,
diferencas em genes localizados nos cromossomos sexuais podem influenciar o
desenvolvimento do transtorno. Um exemplo € o gene NLGN4X, presente no
cromossomo X, que pode sofrer mutagdes e ter sua fungado prejudicada, afetando
também o NLGN4Y, presente no cromossomo Y. Essa vulnerabilidade genética pode
contribuir para o viés masculino observado no TEA, uma vez que homens, por
possuirem apenas um cromossomo X, nao tém um segundo alelo funcional de
NLGN4X para compensar os efeitos deletérios (Nguyen et al., 2020; Nguyen, Lehr e
Roche, 2020).

Diversos estudos tém identificado outras variantes genéticas associadas ao

TEA, incluindo genes envolvidos na sinaptogénese e fungédo neuronal, como SHANKS,
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NRXN1 e NLGN3, além de regides especificas como o locus 16p11.2 (Liu et al., 2013;
De Rubeis et al., 2014; Chair et al., 2024).

Observa-se também que a prevaléncia do TEA entre irmdos ¢é
significativamente superior a média da populagdo em geral. Pesquisas envolvendo
gémeos revelam uma concordancia substancialmente maior nos sintomas do TEA
entre gémeos monozigoéticos em comparagao com gémeos dizigoticos (Tick et al.,
2016). Ademais, o risco de uma crianga desenvolver TEA foi considerado
proporcional a porcentagem do genoma que ela compartilhava com um irm&o ou
progenitor com o transtorno (Risch et al., 2014; Sandin et al., 2014)

A relagdo entre a microbiota intestinal e o TEA tem sido objeto de crescente
investigacado cientifica, especialmente no contexto do autismo infantil. Estudos
recentes sugerem que a composicao e diversidade da microbiota intestinal podem
influenciar o desenvolvimento neurocomportamental, com impactos significativos na
manifestacdo dos sintomas do TEA (Liu et al., 2019; Zou et al., 2020). Além disso, a
disbiose intestinal, caracterizada por um desequilibrio na microbiota, tem sido
associada a disturbios gastrointestinais comumente observados em criangas com
autismo, potencialmente exacerbando os sintomas comportamentais (Vuong et al.,
2017; Krajmalnik-Brown et al., 2015). O estudo de Gatarek et al. (2020) investigou a
presenca de acidos carboxilicos urinarios (UCAs) em individuos com TEA e sua
possivel associacdo com o crescimento excessivo de bactérias intestinais. Os autores
observaram que a concentracdo elevada de UCAs estava correlacionada com
disbiose intestinal, o que sugere que o crescimento excessivo de bactérias pode estar
envolvido na regulagdo do eixo intestino-cérebro em pacientes com TEA, podendo
contribuir para a inflamacao sistémica e o aumento do estresse oxidativo.

A disfungdo mitocondrial tem sido cada vez mais reconhecida como um
possivel fator subjacente ao TEA (Balachandar et al., 2021). Palmieri e Persico (2010)
discutem a possibilidade de essa disfungcdo ser tanto uma causa quanto uma
consequéncia do transtorno, destacando seu impacto no aumento do estresse
oxidativo e na reducdo da producdo de ATP, elementos criticos para o
desenvolvimento neuronal. Estudos mais recentes, como o de Balachandar et al.
(2021), aprofundam essa hipotese, sugerindo que a disfungdo mitocondrial pode atuar
como um gatilho oculto no desenvolvimento do TEA, descrevendo como a disfungao
energética nas mitocondrias pode prejudicar o metabolismo celular e os processos

neurodesenvolvimentais, contribuindo para a gravidade dos sintomas. Kato et al.
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(2023), utilizando tomografia por emissao de podsitrons (PET), demonstraram uma
menor disponibilidade do Complexo | mitocondrial no cértex cingulado anterior de
individuos com TEA. Essa reducgao na atividade do Complexo |, parte fundamental da
cadeia respiratoria mitocondrial, reforca a ideia de que a disfuncdo mitocondrial afeta
diretamente regides cerebrais associadas a regulagdo do comportamento social e
emocional, caracteristicas centrais no TEA.

Fatores ambientais, como exposicdo a metais pesados, idade avancada dos
pais e complica¢des no parto, como isquemia e hipoxia, também estdo associados a
um risco aumentado de TEA. Outros elementos, como obesidade materna e diabetes,
também se associam ao TEA, embora com menos relevancia, mas ainda de forma

significativa (Modabbernia; Velthorst; Reichenberg, 2017).

2.1.3 Aspectos Clinicos

O TEA é uma condicao de neurodesenvolvimento complexa, caracterizada por
déficits na comunicagao social e comportamentos restritos e repetitivos. Os sintomas
do autismo podem variar amplamente em termos de tipo e gravidade, afetando cada
individuo de maneira unica (American Psychiatric Association, 2013).

Déficits na interagdo social e comunicagdo sao sintomas centrais do TEA,
incluindo dificuldade em responder ao nome, uso limitado de gestos e falta de
brincadeiras imaginativas, além disso, associa-se esses problemas de comunicagao
e interacao social com situagdes como dificuldades em estabelecer amizades, baixa
capacidade de atencéao, fobias, hipersensibilidade e alta seletividade em relacdo a
alimentos e brinquedos (Nadeem et al., 2021). A severidade dos interesses restritos e
comportamentos repetitivos podem mudar ao longo da infancia, afetando cada
individuo de forma unica (Waizbard-Bartov et al., 2024). Intervengdes
comportamentais, como a Analise Aplicada do Comportamento (ABA), podem auxiliar
em fatores tais como a melhora da atencéo, linguagem e envolvimento social, sendo
consideradas uma das abordagens mais eficazes para o tratamento precoce do TEA
(Lord et al., 2020; Smith & ladarola, 2015). Os sintomas do TEA que surgem
precocemente tendem a reduzir com o desenvolvimento, embora, em alguns casos, o
comprometimento possa persistir até a idade adulta. Isso reforga a caracteristica
variavel do transtorno, que se manifesta de maneiras diferentes em cada individuo
(Riglin et al., 2021).
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Sintomas fisiolégicos, tais como disturbios gastrointestinais (constipacao e
diarreia) e disfungdes motoras (hipotonia e dificuldades de coordenagao) sdo comuns
em individuos com TEA, além de comorbidades tais como ansiedade, depressao e
disturbios do sono, o que afeta significativamente a sua qualidade de vida (Nadeem
et al., 2021; Williams & Gotham, 2022; McElhanon et al., 2014).

Estudos recentes também destacam a presenga de alteragdes imunologicas e
inflamatorias em individuos com TEA, sugerindo uma possivel ligagdo entre
disfuncbes do sistema imune e a manifestacdo de sintomas comportamentais
(Ashwood et al., 2011; Gesundheit et al., 2013). Além disso, evidéncias apontam para
a importancia de abordagens multidisciplinares, incluindo terapia ocupacional e
intervengdes nutricionais, para o manejo dos sintomas e melhoria do bem-estar geral
(Hyman et al., 2020).

2.1.4 Diagnostico e Abordagens Terapéuticas

O aumento nos casos diagnosticados pode ser explicado devido a uma
melhoria no reconhecimento do TEA, assim como as mudangas no diagndstico,
incluindo a identificagdo em idades mais precoces (Lai; Lombardo; Baron-Cohen,
2014). O alargamento dos critérios para o diagnostico contidos na quinta e ultima
edicdo do DSM-V ocasionou um crescimento da conscientizagao publica sobre o TEA
em relagdo a seus sintomas, triagem e intervengdes (American Psychiatric
Association, 2013). Por conta do TEA ser uma condigdo genética heterogénea e de
origem complexa, o paciente recebe um tratamento personalizado baseado em
critérios tais como o diagnostico, presenga de outras condicdes meédicas e a
intensidade dos sintomas (Genovese; Butler, 2020).

O TEA pode ser diagnosticado a partir dos 18 meses de idade por meio de uma
triagem padronizada e vigilancia continua do desenvolvimento na atengao primaria
(Hyman et al., 2020). O diagnéstico do TEA é estabelecido por meio de analises
referentes a histéria do desenvolvimento do individuo, geralmente fornecida pelos
responsaveis, em relacdo aos sintomas caracteristicos do autismo, além da
observagéao clinica realizada por profissionais de saude especializados (Shen et al.,
2020). No Brasil, diversos instrumentos desenvolvidos internacionalmente sao
amplamente utilizados para triagem e diagnostico do TEA. A Childhood Autism Rating
Scale (CARS) é uma das ferramentas aplicadas para avaliar a gravidade do autismo
(Pereira; Riesgo; Wagner, 2008). O Modified Checklist for Autism in Toddlers (M-
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CHAT), adaptado para o contexto brasileiro, € amplamente utilizado para triagem
precoce do TEA em criangas pequenas (Losapio; Pondé, 2008). O Autism Diagnostic
Interview-Revised (ADI-R) e o Autism Diagnostic Observation Schedule, Second
Edition (ADOS-2) s&o aplicados em centros especializados para um diagnostico mais
detalhado e sdo mencionados em contextos clinicos (Becker et al., 2012). Além disso,
a Social Responsiveness Scale (SRS) é utilizada para avaliar a gravidade das
dificuldades sociais associadas ao autismo, conforme descrito em pesquisas
brasileiras (Barbosa et al., 2015).

As abordagens farmacoldgicas para o TEA sdo complexas por conta da
variedade de sintomas e causas. A busca pela descoberta de evidéncias cientificas
em relagdo a segurancga e eficacia focado na adogao de protocolos clinicos ainda é
um desafio (Eissa et al., 2018). Atualmente, n&do ha um tratamento especifico capaz
de reverter ou curar os sintomas do TEA, mas medicamentos como os antipsicoticos
atipicos e os inibidores seletivos da recaptagcdo de serotonina (ISRSs) tém
demonstrado eficacia no controle de manifestacbes comportamentais, como
agressividade, irritabilidade, ansiedade e comportamentos repetitivos (Farmer; Thurm;
Grant, 2013; Persico et al., 2021). Segundo Maneeton et al. (2018), o aripiprazol tem
se mostrado eficaz no manejo de sintomas como irritabilidade e hiperatividade em
criangas e adolescentes com TEA, enquanto a risperidona tem efeito positivo sobre
sintomas como letargia e linguagem inadequada (Mano-Sousa et al., 2021). Contudo,
a resposta a esses medicamentos pode variar amplamente entre os individuos, sendo
influenciada por fatores como idade, comorbidades, gravidade do transtorno, perfil
metabdlico e até mesmo predisposigao genética (Biswas et al., 2023).

Estudos recentes tém destacado o papel da farmacogenética na
personalizagao do tratamento para o TEA, com evidéncias de que variantes no gene
CYP2D6 podem afetar o metabolismo de antipsicéticos. Por exemplo, o estudo de
Goodson et al. (2023) identificou que 9% dos pacientes com TEA eram
metabolizadores lentos do CYP2D6, ou seja, apresentavam capacidade reduzida de
metabolizar determinados medicamentos, o que pode levar a maior sensibilidade a
efeitos adversos ou a ineficacia do tratamento. De forma complementar, a reviséo
sistematica de Yoshida et al. (2021) identificou que o gene CYP2D6 esta entre os mais
frequentemente investigados em estudos farmacogenéticos sobre TEA, com
associacdes descritas entre suas variantes e a resposta a risperidona, incluindo

efeitos adversos como hiperprolactinemia.
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A farmacoterapia acompanhada de terapia nutricional, tratamentos
comportamentais com intervengdes educacionais e psicoldgicas fazem parte do
conjunto multidisciplinar de abordagens terapéuticas utilizadas para aliviar os

sintomas e ajudar as criangas e os pais a lidarem com o TEA (Vartanian, 2020).

2.2 Espécies Reativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

As Espécies Reativas de oxigénio (EROs) sdo subprodutos naturais do
metabolismo aerdbio celular, sendo a respiragdo mitocondrial uma fonte significativa
de sua geragao. Este processo ocorre durante a fosforilagado oxidativa, onde o fluxo
de elétrons através dos diferentes complexos proteicos mitocondriais pode levar a
formacgao de EROs (Jitca et al., 2022; Juan et al., 2021; Liu et al., 2018).

O oxigénio, devido a sua estrutura eletrénica, tem a capacidade de formar
radicais livres altamente reativos, sendo o radical hidroxila (HO+) o mais reativo de
todos (Kim et al.,, 2015). As mitocOndrias sdo responsaveis por consumir
aproximadamente a maior parte do oxigénio para a geragao de energia, o que as torna
uma fonte significativa de EROs, com subprodutos como anion superoxido (O2.-),
peréxido de hidrogénio (H202) e HO+ (D’Autréaux; Toledano, 2007; Kowaltowski et al.,
2009). Além das mitocondrias, as EROs também podem ser geradas por varias
enzimas, como xantina oxidase, componentes peroxissomais, NADPH oxidases
(NOXs) e oxido nitrico sintase endotelial. Outras fontes de EROs incluem a
metabolizacdo de medicamentos e a exposi¢ao a luz solar (Collin, 2019; Magnani;
Mattevi, 2019), bem como fatores exdégenos como a exposigdo a metais pesados,
pesticidas, tabagismo, alimentacdo e poluicdo, que também contribuem para o
estresse oxidativo no organismo (Jomova et al., 2023; Mahajan et al., 2018).

Embora as EROs desempenhem fungdes benéficas no organismo humano, sua
producao excessiva pode levar a danos oxidativos e contribuir para o desenvolvimento
de doengas neurodegenerativas e outras patologias (Juan et al., 2021; Liu et al.,
2018). O estresse oxidativo ocorre quando ha uma produgdo exacerbada dessas
espécies, que pode resultar tanto do metabolismo normal do oxigénio quanto de
processos inflamatérios que reduzem as defesas antioxidantes do corpo (Biswas,
2016). Esse desequilibrio, no qual a formagéao de radicais livres supera a capacidade
de eliminagdo, esta associado a diversos disturbios organicos (Jomova et al., 2023).
As espécies EROs, sendo quimicamente reativas e altamente toxicas, podem causar

danos significativos a macromoléculas como lipidios, proteinas e acidos nucleicos
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(Alfadda; Sallam, 2012; Ma, 2010). No entanto, as EROs também podem ser geradas
intencionalmente como parte da defesa do organismo contra patégenos. Enzimas
como a NOX transferem elétrons do NADPH para o oxigénio, produzindo o radical
superoxido O,—, que desempenha um papel crucial na destruicdo de bactérias e
outros invasores patogénicos (Aviello; Knaus, 2018; Bedard; Krause, 2007). Essa
producao controlada de EROs é essencial para a sinalizacao celular e a regulacao de
processos fisiolégicos, como a apoptose e a diferenciagao celular (Sies et al., 2017).

Um radical livre € uma espécie que possui um ou mais elétrons nao
emparelhados, permitindo-lhe interagir com outras moléculas ao transferir esses
elétrons para outra molécula ou recebé-los de outra molécula para alcancgar
estabilidade (Juan et al., 2021). O O2--, formado pela transferéncia de um elétron
para o oxigénio molecular (O2), € uma das principais espécies reativas devido a sua
capacidade de gerar outras espécies radicalares (Sies; Jones, 2020). Este radical
pode sofrer dismutacado espontanea ou mediada pela enzima superéxido dismutase
(SOD), produzindo H202 (Jensen, 2003). A presenga de metais de transigdo, como o
ferro, pode catalisar a decomposi¢ao do H202 em HO- através da reacado de Fenton
ou pela combinacdo de O2+— com H202 na reacdo de Haber-Weiss (Halliwell;
Gutteridge, 2015). Devido a sua alta reatividade, o HO+ pode interagir com os
componentes celulares, oxidando residuos de aminoacidos e modificando a estrutura
e funcdo de enzimas e proteinas. Além disso, ele pode induzir mudancgas quimicas
nas bases purinicas e pirimidicas do DNA, resultando em mutag¢des e até mesmo
quebras nas fitas de DNA (Halliwell et al., 2021; Halliwell; Gutteridge, 2015). Em
respostas inflamatdrias, a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) converte H202
e cloreto em &cido hipocloroso (HCIO-), que pode entédo reagir com O2+-, gerando
HO- (Hawkins; Davies, 2021).

Outras EROs sao produzidas durante as reagdes de propagagdo, como 0s
radicais peroxil (ROQO¢) e alcoxil (RO¢), além de derivados reativos do nitrogénio. O
O2+- ndo apenas participa na formacdo do HO-, mas também pode reagir com o
radical livre 6xido nitrico (*NO), resultando na formagao do peroxinitrito (ONOO-), uma
das espécies de nitrogénio mais reativas (Naviliat et al., 2005; Tewari et al., 2021). O
(*NO), um sinalizador celular, é responsavel por importantes processos fisiologicos,
como vasodilatagdo, neurotransmissao e regulacdo do sistema imunoldgico (Amir
Aslani; Ghobadi, 2016). Além disso, por conter um elétron desemparelhado em seu

orbital mais externo, é classificado como uma espécie radicalar. Dessa forma, € o
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principal precursor das espécies reativas de nitrogénio (ERNs), como o ONOO-, citado
anteriormente, altamente reativo, que pode causar a nitragdo de acidos nucleicos,
proteinas e lipidios desempenhando um papel significativo em varias doencgas
inflamatorias (Eddaikra et al., 2021; Goetz; Luch, 2008).

2.3 Defesas antioxidantes de interesse

Devido a formacéo constante de EROs durante os processos metabdlicos do
organismo, é essencial que existam mecanismos de defesa para limitar os seus niveis
intracelulares, controlando assim os danos a elas associados (Eddaikra et al., 2021;
Leverve, 2009).

A triade formada por radicais livres, antioxidantes e doencas é de extrema
importancia nos estudos relacionados ao cuidado da saude (Ighodaro; Akinloye,
2018). O organismo humano dispde de diversos mecanismos para o combate ao
estresse oxidativo, utilizando antioxidantes enddégenos ou obtidos externamente por
meio da alimentacao e/ou suplementacéao (La; H; C, 2008). As defesas antioxidantes
enddgenas sao cruciais para manter o equilibrio redox nos sistemas bioldgicos. Estas
defesas incluem uma variedade de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos que
neutralizam EROs e previnem o estresse oxidativo que esta implicado em inumeras
condi¢cbes patologicas, disturbios neurodegenerativos e inflamacao (Eddaikra et al.,
2021; Ighodaro; Akinloye, 2018). Assim, a falha dessas defesas pode influenciar
negativamente a progressao da doenga em questao (Eddaikra et al., 2021).

O sistema antioxidante endégeno composto por antioxidantes enzimaticos, tais
como a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPXs), as superéxido dismutases
(SODs) e a glutationa redutase (GR); e ndo enzimaticos, tais como o acido urico e a
glutationa reduzida (GSH) fazem com que o organismo, em seu estado saudavel,
esteja em equilibrio na geracao e eliminacdo de EROs; portanto, sédo considerados
importantes marcadores de estresse oxidativo (Mironczuk-Chodakowska; Witkowska;
Zujko, 2018; Neha et al., 2019). As enzimas antioxidantes tais como a SOD, a GPx e
a CAT sao consideradas como parte da primeira linha de defesa e desempenham um
papel crucial na neutralizagdo de EROs, como 0 Oz+- e 0 H202 (Chaudhary et al., 2022;
Ighodaro; Akinloye, 2018).

2.3.1 Enzimas Antioxidantes

As enzimas antioxidantes endégenas desempenham um papel fundamental na

defesa do organismo contra o estresse oxidativo, um estado de desequilibrio entre a
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producao de EROs e a capacidade de neutraliza-las (Ighodaro; Akinloye, 2018).
Estudos recentes revelam que a atividade e a expressao dessas enzimas podem ser
moduladas por fatores internos e externos, influenciando a susceptibilidade a varias
doencas associadas ao estresse oxidativo, tais como doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer (Halliwell, 2024; Jomova et al., 2023).

2.3.1.1 Catalase

A CAT é uma enzima antioxidante endogena que tem a fungéo de neutralizar o
perdéxido de hidrogénio e € ativada em resposta ao estresse oxidativo (Gebicka; Krych-
Madej, 2019). O H202 é predominantemente produzido principalmente nas
mitocdndrias, embora também seja gerado em diferentes compartimentos das células
eucarioticas, tais como os peroxissomos e o reticulo endoplasmatico (Boveris;
Chance, 1973; Chance; Sies; Boveris, 1979). A CAT é uma hemeproteina responsavel
pelo processo de reducao do H202 a H20 e O2 e esta presente em diversos tecidos
do organismo, incluindo os eritrécitos, onde desempenha um papel fundamental na
neutralizagdo do H20:2 (Halliwell; Gutteridge, 2015; Karakus, 2020).

2.3.1.2 Superdéxido Dismutase

A SOD é uma das principais enzimas antioxidantes endégenas responsaveis
pela defesa celular contra o estresse oxidativo. Sua fungao é catalisar a dismutagao
do O2«— em H202 e O2, um processo essencial para a protegdo das células contra
danos causados por EROs (Halliwell; Gutteridge, 2015). Além de neutralizar ROS, ela
também participa da sinalizagdo celular ao converter superoxido em perdxido de
hidrogénio, regulando vias redox essenciais para a proliferagao, diferenciagao e
regeneracao celular, além de contribuir para o metabolismo e o equilibrio funcional
dos tecidos (Fukai e Ushio-Fukai, 2011; Wang et al., 2018). Existem trés tipos
principais de SODs, cada um contendo diferentes ions metélicos: a SOD de
cobre/zinco (Cu/Zn SOD), a SOD de manganés (MnSOD) e a SOD de ferro (FeSOD).
A Cu/Zn SOD é encontrada no citoplasma e em espacgos extracelulares, enquanto a
MnSOD esta localizada na matriz mitocondrial. Ja a FeSOD é predominante em
procariontes e esta também presente em algumas plantas (Bannister et al., 1987;
Azadmanesh & Borgstahl, 2018). Cada tipo desempenha um papel distinto na defesa
celular contra o estresse oxidativo, sendo o MnSOD particularmente importante nas
mitocdndrias, onde uma quantidade significativa de ROS é gerada (Azadmanesh &

Borgstahl, 2018). Quando a atividade da SOD é insuficiente ou desregulada, ha
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acumulo de O2+-, o que pode comprometer a integridade celular e contribuir para

processos patoldgicos diversos (Zelko, Mariani & Folz, 2002; Panda et al., 2024).

2.3.1.3 Gama-Glutamiltranferase

A GGT é uma enzima amplamente utilizada como marcador de fungao
hepatica, sendo frequentemente elevada em condigdes que envolvem lesao
hepatobiliar, como colestase, hepatites e uso cronico de alcool. Entretanto, nas
ultimas décadas, evidéncias tém mostrado que a GGT também pode estar aumentada
em situagdes sem envolvimento hepatico direto, como em estados de estresse
oxidativo sistémico e inflamagao cronica, funcionando como um possivel indicador de
desregulagdo redox (Lee et al., 2007; Franzini et al., 2014; Ndrepepa; Colleran;
Kastrati, 2018). No contexto bioquimico, GGT localiza-se nos microssomos celulares
e exerce a funcao de catalisar a transferéncia de grupos glutamil, fundamentais para
a manutencao do ciclo da glutationa (Avelar et al., 2015). Em meio intracelular, a
atividade da GGT promove o aumento da disponibilidade de aminoacidos,
especialmente a cisteina, essencial para a sintese da GSH. No ambiente extracelular,
essa enzima participa da hidrolise da GSH, facilitando a reciclagem de seus produtos,
como a cisteina e a glicina, os quais podem ser reutilizados na ressintese da GSH
(Avelar et al., 2015; Ndrepepa; Colleran; Kastrati, 2018). Em determinadas condicdes,
a GGT também pode contribuir para a geragdo EROs, particularmente na presenca
de metais de transicdo, como o ferro. Nessa situacdo, os tidis derivados do
catabolismo da GSH podem reduzir o ferro, favorecendo a formacéao do radical HO-

por meio da reacao de Fenton (Halliwell; Gutteridge, 2015; Nakagawa et al., 2012).

2.3.2 Antioxidantes nao-enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos produzidos endogenamente no organismo
incluem a GSH, acido urico, bilirrubina, poliaminas e proteinas de ligacdo a metais,
tais como a ceruloplasmina, a ferritina, a transferrina e a albumina (Mironczuk-
Chodakowska; Witkowska; Zujko, 2018). Proteinas que se ligam a metais
desempenham um papel fundamental na regulagdo do estresse oxidativo em seres
humanos. Elas tém como principal fungdo modular a concentragdo de metais de
transicao, tais como o ferro e o cobre, que podem catalisar a formagao de EROs por
meio de reagdes, como por exemplo a Reagao de Fenton (Halliwell; Gutteridge, 2015;
Oettl; Stauber, 2009).
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2.3.2.1 Glutationa Reduzida (GSH)

A GSH desempenha um papel essencial na neutralizagcdo das EROs e de
outros radicais livres, sendo convertida na sua forma oxidada (GSSG) durante esse
processo. A razado entre GSH e GSSG é um indicador crucial da capacidade celular
de proteger componentes vitais, tais como proteinas, lipidios e DNA, contra danos
oxidativos (Averill-Bates, 2023). No organismo, a GSH atua em sinergia com as
enzimas GPx e GR em um ciclo continuo que é fundamental para a manutencéo do
estado redox celular. A GPx utiliza a GSH como substrato para reduzir peréxidos em
compostos menos prejudiciais, resultando na oxidagdo da GSH em GSSG. Em
seguida, a GR catalisa a regeneragao da GSH a partir do GSSG, utilizando NADPH
como doador de elétrons. Além disso, a GSH também tem um papel importante na
detoxificagdo de xenobidticos, mediada pela enzima glutationa-S-transferase (GST),
facilitando a excrecao dessas substancias pelo organismo (Averill-Bates, 2023;
Halliwell; Gutteridge, 2015). Ainda existem as defesas antioxidantes nao enzimaticas
do tipo exdgenas ou adquiridas nutricionalmente, tais como a vitamina E, a vitamina
C, a vitamina A e os carotendides, além de polifendis derivados de fontes vegetais
(Duncan; Suzuki, 2017; Kumar; Pandey, 2013; Tsao, 2010).

2.3.2.2 Acido urico

O acido urico (AU) é um subproduto do metabolismo das purinas que é formado
pela oxidagao da hipoxantina e da xantina pela enzima xantina oxidase e € eliminado
principalmente pelos rins e, em menor grau, pelo trato gastrointestinal (Gherghina et
al., 2022; Kushiyama et al., 2016). Em situa¢des de equilibrio fisioldgico, atua como
um antioxidante no plasma impedindo a formagdo de oxidantes pela reagdo da
hemoglobina com perdxidos, além de proteger as membranas de eritrocitos da
lipoperoxidagao (Halliwell; Gutteridge, 2015; Song et al., 2019). No entanto, em
condicbes de desequilibrio, como na presenca de hiperuricemia associada ao
estresse oxidativo, pode ter um papel no desenvolvimento de doengas renais crénicas,
doencgas cardiovasculares e sindrome metabdlica (Gherghina et al., 2022; Sautin;
Johnson, 2008).

2.4 Inflamacao e Estresse Oxidativo

A resposta inflamatéria € desencadeada por qualquer perturbacdo na
integridade dos tecidos, com o objetivo de restaurar a homeostase através da ativagao

de processos de reparo (Herold; Mrowka, 2019). Para garantir a eficacia e evitar a
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amplificagdo descontrolada da inflamacgéao, € essencial que a resposta inflamatdria
seja adequadamente regulada, prevenindo danos colaterais e patologias (Adelantado-
Renau; Beltran-Valls; Moliner-Urdiales, 2020). Durante a inflamagé&o, o recrutamento
de células de defesa para o local da lesdo aumenta a captagéo de oxigénio, resultando
em uma produgao elevada de EROs (Coussens & Werb, 2002; Goldszmid & Trinchieri,
2012; Reuter et al., 2010). O estresse oxidativo desempenha um papel crucial no
desenvolvimento e perpetuacdo da inflamacgao, contribuindo para varias doencas
debilitantes, tais como doencgas cardiovasculares, diabetes, cancer e processos
neurodegenerativos (Lugrin et al., 2014). No geral, ha conhecimento de que as
citocinas desempenham um papel em diversos processos associados a inflamagao e
necessitam de regulagdo adequada, porém diversos fatores genéticos e ambientais
podem influenciar a expressao, produgéo ou atividade dessas moléculas (Biobaku et
al., 2019; Hashemi et al., 2021). As EROs, incluindo o radical HO+ e 0 H,O,, podem
ativar vias inflamatdrias, as quais promovem a transcri¢ao de genes pro-inflamatorios,
perpetuando um ciclo que exacerba o quadro inflamatério, o que acarreta danos as
células e tecidos (Djordjevi¢, 2004; Oguntibeju, 2019). Contudo, o organismo dispoe
de citocinas anti-inflamatorias como a IL-4, IL-10, IL-11, IL-13 e o TGF-B, que atuam
no controle da inflamacdo ao inibir a producao ou a atividade de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a e IL-1, contribuindo para o restabelecimento da homeostase
e a prevencao de danos teciduais excessivos (Opal & DePalo, 2000); (Cavaillon,
2001); (Kumar, 2020); (Shaikh, 2011).

No processo inflamatorio, diversos mediadores, tais como as citocinas proé-
inflamatorias interleucina 1-B (IL-1B) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sao
liberados com a funcdo de combater patdgenos e remover detritos celulares,
desempenhando um papel central na resposta imunolégica (Ca, 2018; Kany; Vollrath;
Relja, 2019). Nesse contexto, células do sistema imune inato, tais como neutrdfilos,
mondcitos e macréfagos, tém papel essencial na primeira linha de defesa (Kraus;
Gruber, 2021). Neutrdéfilos sdo rapidamente recrutados para o local da inflamacgéo e,
juntamente com macrofagos, eliminam os agentes patogénicos através de
mecanismos como fagocitose e a produgdo de EROs (Pillay et al., 2012). Dentro dos
neutroéfilos, granulos primarios (azurdfilos) e secundarios (acidofilos) contém enzimas
que facilitam a eliminagcdo de patdgenos, entre elas a MPO, que desempenha um
papel crucial na defesa antimicrobiana (Aratani, 2018). A MPO ¢ ativada durante o

processo de fagocitose, principalmente em neutréfilos, mas também, em menor
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propor¢ao, em monacitos e macrofagos. Durante essa fase, a enzima NADPH oxidase
€ ativada, produzindo EROs, tais como o O2", que, ao ser convertido em H202, serve
como substrato para a MPO (Nguyen; Green; Mecsas, 2017). A MPO, por sua vez,
catalisa a formagdo de HOCI a partir de H202 e ions cloreto, um potente agente
microbicida que também pode causar danos oxidativos aos tecidos do hospedeiro
(Klebanoff et al., 2013).

Figura 1 - Inflamagao e estresse oxidativo

Oxidacao de proteinas

Oxi dagzo de lipidios _ Estresse oxidativo
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do sistema imune

Representacdo do ciclo entre inflamagao e estresse oxidativo, no qual a produgdo de EROs leva a
oxidagdo de proteinas, lipidios e danos ao DNA, contribuindo para a ativagdo de marcadores pro-
inflamatérios e o recrutamento de células do sistema imune.

Fonte: Adaptado de Ranneh, Y.; Ali, F.; Akim, A.M. et al. (2017).

2.4.1 Marcadores Inflamatorios

2.4.1.1. Mieloperoxidase (MPO)

A MPO, pertencente a familia das heme-peroxidases, é encontrada
predominantemente nos granulos dos neutrofilos e macréfagos, onde desempenha
um papel crucial na resposta inflamatéria e na defesa contra patégenos (Frangie;
Daher, 2022). A MPO catalisa a conversao de H,O, em HOCI e outros compostos
clorados, os quais sédo considerados potentes agentes antimicrobianos (Khan; Alsahli;
Rahmani, 2018). Durante processos inflamatérios, como a infeccédo ou a leséo
tecidual, os neutrdfilos ativados liberam MPO, resultando em valores elevados de
HOCI que podem contribuir para o estresse oxidativo ao causar dano a lipidios,
proteinas e acidos nucleicos (Hawkins; Davies, 2021; Kopytsia et al., 2020).
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2.4.1.2 Interleucina 1-p (IL-1B)

A interleucina-1, particularmente em suas isoformas IL-1a e IL-1B, desempenha
um papel central na modulagé&o de processos inflamatérios e imunolégicos. A IL-1j3,
sintetizada como uma proteina precursora inativa, € ativada pela clivagem mediada
pela caspase-1 no inflamassoma, destacando-se como uma pecga-chave na resposta
imune inata (Keitelman et al., 2022; Pyrillou et al., 2020). A IL-18 pode induzir a
produgcdo de outras citocinas, como IL-6, particularmente em tecidos envelhecidos,
destacando seu papel nas respostas inflamatérias relacionadas a idade (Starr et al.,
2015). Além disso, a IL-1p esta envolvida na patogénese de varias doencas do
sistema nervoso central, como esclerose multipla e disturbios neurodegenerativos, de
modo a perpetuar respostas imunes e contribuir para a gravidade da doenga,
tornando-a um alvo para intervencao terapéutica em condi¢ées neuroinflamatérias
(Mendiola e Cardona, 2018). O estresse oxidativo € um fator relevante na ativagao do
inflamossomo NLRP3, o qual promove a maturagao e liberagao de IL-13, um processo
observado em varias condi¢gdes neuroinflamatoérias, como na doenca de Alzheimer,
onde contribui ndo s6 para a resposta inflamatéria, mas também para o
comprometimento cognitivo, portanto a liberacdo de IL-18 pode amplificar a
inflamacao, de modo a exacerbar o dano neuronal e agravando o quadro clinico
(Mokarizadeh et al., 2020; Shen et al., 2024).

2.5 Estresse Oxidativo e Consequéncias Biolégicas

2.5.1 Dano ao DNA e as proteinas

O dano ao DNA induzido por estresse oxidativo € um processo critico que pode
afetar tanto o genoma nuclear quanto o mitocondrial, comprometendo a integridade
celular, onde as EROs, ao interagirem com o DNA, podem causar uma série de lesoes,
como quebras de fita simples e dupla, além da oxidacao de bases nitrogenadas, o que
resulta em mutagdes e comprometimento da fungao celular (Gonzalez-Hunt; Wadhwa,;
Sanders, 2018). A geragao de radicais, como HO- se da, principalmente, por meio da
adicdo de dupla ligagdo nas bases pirimidinas e pela abstracdo de hidrogénio da
porcao glicosidica, o que desencadeia uma série de reacdes deletérias nas moléculas
de DNA. A oxidagao das bases nitrogenadas, especialmente a guanina, gera produtos
como a 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80OHdG), um marcador amplamente utilizado
para avaliar o dano oxidativo ao DNA (Graille et al.,, 2020). Criangas autistas

apresentam aumento do dano oxidativo ao DNA e reducédo da taxa de reparo em
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linfocitos, o que pode contribuir para o aumento do risco de cancer e desempenhar
um papel na patogénese do autismo (Attia et al., 2020)

As proteinas sdo particularmente vulneraveis a oxidagdo, com a adi¢cao de
grupos carbonila as cadeias laterais de aminoacidos, tais como arginina, lisina e
prolina sendo uma ocorréncia comum em ambientes com alta concentragao de EROs
(Akagawa, 2020; Davies, 2016; Stadtman; Levine, 2003). Além dessa modificagao,
outros processos oxidativos podem afetar sitios cataliticos e residuos aminoacidos
levando a fragmentacdo das cadeias polipeptidicas e a formagéo de novos grupos
reativos (Cecarini et al., 2007; Hawkins; Davies, 2001). Esta forma de alteragdo nas
proteinas pode causar a perda de suas funcbes, a formacao de agregados e,
eventualmente, sua degradacédo, o que contribui para a disfungdo celular e o
surgimento de diversas patologias, tais como doengas neurodegenerativas e
envelhecimento prematuro das células (Davies, 2016). Pesquisas indicam que a
carbonilagdo de proteinas € um processo irreversivel e esta correlacionado com a
evolucédo de varias enfermidades crénicas, uma vez que as PCs tendem a se acumular
ao longo do tempo, principalmente em situagdes de estresse oxidativo prolongado
(Dalle-Donne et al., 2006; Fedorova; Bollineni; Hoffmann, 2014). Os danos proteicos
nao s6 comprometem a fungdo celular, mas também podem servir como
biomarcadores uteis para a avaliacdo do estado redox das células e da gravidade do

estresse oxidativo em condigdes patologicas (Akagawa, 2020).

2.5.2 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacao lipidica € um processo bioquimico em que os lipidios das
membranas celulares sofrem oxidacao, resultando na formacado de produtos que
podem perturbar a homeostase celular. Esse processo ocorre principalmente em
lipidios contendo acidos graxos poliinsaturados, que sao suscetiveis as EROs (Ayala;
Mufoz; Arguelles, 2014).

Esse fenébmeno tem inicio quando um atomo de hidrogénio € abstraido de um
acido graxo poli-insaturado, que reage rapidamente com oxigénio molecular. A partir
dessa interagao, surge o radical peroxil lipidico (LOO¢), capaz de desencadear uma
cadeia reativa com outros lipidios, levando a formacgao de hidroperéxidos lipidicos
(LOOH) como intermediarios primarios. Se esses intermediarios n&do forem

devidamente neutralizados, eles se decompdéem em compostos téxicos, tais como
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MDA e o 4-hidroxinonenal (HNE), danificando proteinas, DNA e outras
macromoléculas essenciais (Ayala; Mufioz; Arguelles, 2014; Catala, 2009).

Além disso, a peroxidagao lipidica pode ser exacerbada em diversas condi¢des
em que ha um aumento na produg¢do de EROs ou uma falha nas defesas antioxidantes
do corpo. Patologias tais como inflamagao cronica, doengas neurodegenerativas
(Alzheimer e Parkinson), cancer, diabetes, e até mesmo a exposi¢do a toxinas
ambientais ou radiagao ultravioleta (UV) sdo exemplos de situagdes que intensificam
o estresse oxidativo, promovendo danos celulares e teciduais profundos (Birben et al.,
2012; Jenner, 2003).

O estresse oxidativo € um fator central que impulsiona a peroxidagao lipidica,
especialmente em situagdes em que ha uma alta concentracdo de ROS ou uma
deficiéncia de antioxidantes enddégenos, como a GSH, SOD, catalase e as vitaminas
C e E (Halliwell; Gutteridge, 2015). Quando o sistema antioxidante & sobrecarregado
ou comprometido, as EROs reagem com os lipidios das membranas celulares,
desencadeando a cascata de peroxidacao lipidica e, consequentemente, danos
celulares (Yin; Xu; Porter, 2011).

Estudos indicam que criangcas com TEA apresentam valores elevados de
produtos da peroxidacéao lipidica, tais como o MDA, em comparagao com criangas
neurotipicas (Chauhan; Chauhan, 2006). Esse aumento pode estar associado a um
desequilibrio entre a producdo de EROs e a atividade antioxidante, possivelmente
devido a deficiéncias nutricionais, inflamagédo crénica ou disfungdo mitocondrial

comumente observadas em individuos com TEA (Frustaci et al., 2012).

2.6 Estresse Oxidativo e TEA

Embora as bases biolégicas do TEA ainda sejam pouco elucidadas, desde a
ultima década houve uma crescente no interesse em pesquisar evidéncias referentes
a patogénese desse disturbio com um foco nas populagdes pediatricas (Adams et al.,
2009). Biomarcadores clinicos especificos para o TEA ainda nao foram identificados,
devido a escassa compreensao das causas e dos processos subjacentes a condig¢ao.
No entanto, estudos mais recentes comegaram a apontar para uma correlacao entre
0 autismo e o estresse oxidativo, bem como para os danos que esse desequilibrio
redox pode causar ao organismo dos pacientes (Adams et al., 2009; Shen et al., 2020).

De acordo com Liu et al (2022), estudos demonstraram uma relagéo entre o

TEA e o aumento significativo de estresse oxidativo, sugerindo que este poderia ser
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utilizado como um auxilio para possiveis intervengdes terapéuticas. Uma meta-analise
publicada em 2021 mostrou que criangas com TEA apresentam marcadores de
estresse oxidativo mais elevados, tais como GSSG, MDA, S-adenosilhomocisteina
(SAH) e homocisteina, porém, em contrapartida, a concentracdo de defesas
antioxidantes do organismo, tais como glutationa total (tGSH) e reduzida (GSH),
metionina, S-adenosilmetionina (SAM)/SAH, vitaminas (B9, B12, D e E) e calcio foram
reduzidas nestes pacientes (Chen et al., 2021).

Diversos estudos tém correlacionado ao TEA a ocorréncia de disfungdes
mitocondriais, tais como o estresse oxidativo e variagdes no numero de copias do DNA
mitocondrial (mt-DNA) (Balachandar et al., 2020; Singh et al., 2020). A disfungao
mitocondrial, caracterizada por baixo conteudo de mt-DNA e pela presenca de
mutagdes patogénicas no mt-DNA, é frequentemente observada em individuos com
TEA e deficiéncia intelectual. Essas mutagdes sao identificadas principalmente por
sequenciamento do mt-DNA, seguido de analises bioinformaticas e funcionais, que
avaliam o impacto das variantes na eficiéncia da cadeia respiratoria e na producéo de
ATP (Valiente-Palleja et al., 2018). A regressdo no desenvolvimento, presente em
aproximadamente um terco das criangas com TEA, pode estar associada a
anormalidades na funcdo mitocondrial (Singh et al., 2020). Assim, a disfuncao
mitocondrial emerge como um novo alvo molecular no estudo do TEA, com potencial
para melhorar os resultados terapéuticos (Frye, 2020).

O estresse oxidativo pode impactar o TEA de diversas maneiras, incluindo
alteragcbes pos-traducionais de proteinas, metabolismo anormal como a peroxidagao
lipidica e acumulo toxico de EROs, além da relagdo com uma microbiota
desequilibrada e disturbios do trato gastrointestinal (Hu et al., 2020; Liu et al., 2022a).
Além disso, o estresse oxidativo esta ligado a neuroinflamagédo, que € um fator
contribuinte no TEA. A ativagao imunolégica materna (MIA) durante a gravidez pode
induzir estresse oxidativo e inflamagao no cérebro fetal, levando a deficiéncias no
neurodesenvolvimento (Usui; Kobayashi; Shimada, 2023). O estado dos acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs) na mae influencia a atividade das células microgliais
e as vias relacionadas a neuroinflamag¢ao durante o desenvolvimento do cérebro
infantil. Em criancas com TEA, acredita-se que o metabolismo dos PUFAs seja
inadequado ou alterado, o que pode resultar em um aumento na producéo de citocinas
pro-inflamatérias, elevagao do estresse oxidativo e um desequilibrio na sintese e

funcionamento dos neurotransmissores (Veselinovi¢ et al., 2021). Ademais, alguns
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estudos evidenciam que a concentragdo de antioxidantes enzimaticos, como SOD,
GPx e GR, estdo aumentados em células T CD4+ de individuos com TEA em
comparagao com criangas neurotipicas, tanto em termos de expressao proteica
quanto de atividade enzimatica. Esse aumento das defesas antioxidantes parece
desempenhar um papel crucial na modulacdo da sinalizagdo inflamatdria,
particularmente na regulagao da citocina pro-inflamataéria IL-17A (Al-Harbi et al., 2020;
Nadeem et al., 2017, 2020). Além disso, estudos evidenciaram sinais de inflamagéo
em outras células, tais como mondcitos e neutrofilos de criangas com TEA (Nadeem
et al., 2019).

Segundo Micangeli et al (2022) o estresse oxidativo desempenha um papel
importante em varias sindromes pediatricas, podendo levar ao envelhecimento
precoce e a morte celular. Portanto, o estresse oxidativo e a inflamagao séo fatores
que podem influenciar a patogénese e a gravidade do TEA, apontando para possiveis

novas abordagens terapéuticas (Pangrazzi; Balasco; Bozzi, 2020).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar marcadores de estresse oxidativo e inflamacdo em criangcas com

Transtorno do Espectro Autista (TEA).

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Verificar as diferencas na atividade enzimatica das defesas antioxidantes
intraeritrocitarias, tais como catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), bem como
na atividade sérica da gama glutamil-transferase (GGT), em criangas com TEA,
comparativamente aos controles.

3.2.2 Verificar as diferengas das defesas antioxidantes ndo enzimaticas, tais
como glutationa reduzida (GSH) e acido urico (AU), presentes no extrato sanguineo e
plasma, respectivamente, destas criangas, comparativamente aos controles.

3.2.3 Analisar o comportamento de indicadores de dano oxidativo, tais como
proteina carbonilada (PC) e valores de lipoperoxidagdo ou concentracédo de TBARS,
presentes no plasma destas criangas, comparativamente aos controles.

3.2.4 Avaliar marcadores de inflamacédo, tais como a atividade de
mieloperoxidase (MPO) e a concentracéo de interleucina 1-beta (IL-1p3), presentes no

soro destas criancas, comparativamente aos controles.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo e abordagem dos pacientes

Trata-se de um estudo caso-controle de caracterizacdo de estresse oxidativo
em criangas diagnosticadas com TEA e comparativa aos mesmos biomarcadores em
criangas sem o diagndstico. As criangas, diagnosticadas com TEA, envolvidas no
estudo eram atendidas no Centro Especializado em Reabilitacdo da APAE (CER-
APAE) de Campo Grande/MS, a qual apresenta atendimento por equipe
multiprofissional aos pacientes autistas pediatricos na cidade de Campo Grande/MS.
A abordagem dos pais ou responsaveis acontecia enquanto esperavam a consulta
pré-agendada para as criangas com a equipe CER-APAE. Apods a resolucao de todas
as duvidas, caso existissem, e a concordancia em participar (assinando o
TCLE/TALE), a coleta de sangue era agendada para a data da proxima consulta da

crianca.

4.1.1 Consideracoes éticas

Para a realizagao deste estudo, o presente protocolo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, cujo
Certificado de Apresentacdo e Apreciacdo Etica (CAAE) 70494823.7.0000.0021 e
parecer n° 6.271.737. O protocolo experimental atendeu ao que determina a
Resolugdo n° 466/2012, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisas
envolvendo seres humanos. Os responsaveis pelos participantes preencheram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (ANEXO A) e as criangas

preencheram o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - TALE (ANEXO B).

4.1.2 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo criangas com diagndstico de TEA, com idade de até
12 anos, que, no momento da triagem, estavam em atendimento no Centro
Especializado em Reabilitagdo da APAE de Campo Grande/MS (CER/APAE). A
participagao foi voluntaria, mediante decisao espontanea dos pais ou responsaveis
legais, que receberam informagdes detalhadas sobre o projeto e assinaram o TCLE.
As criancas, por sua vez, foram orientadas de forma apropriada a faixa etaria, por

meio da apresentacédo do TALE.
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4 .1.3 Critérios de exclusao

Nao sao elegiveis para participagdo no projeto: criangas sem diagndstico
confirmado de TEA; uso de suplementos antioxidantes; recebimento de transfuséo

sanguinea nos 90 dias anteriores.

4.1.4 Dados obtidos

As informagdes obtidas dos participantes foram coletadas através de
questionarios contendo dados pessoais relacionados as condi¢des de saude de cada

participante, os quais foram respondidos em entrevista com os responsaveis.

4.1.5 Defini¢oes

Os individuos deste estudo foram admitidos como diagnosticados com TEA
com base na confirmacgao do diagndstico realizada pelo estabelecimento CER/APAE,

bem como pela confirmagao fornecida pelos pais ou responsaveis legais.

4.1.6 Coleta de amostras bioldgicas

Para analise das defesas antioxidantes e biomarcadores de dano oxidativo no
presente trabalho, foram coletadas amostras de sangue em um tubo seco para a
obtencado de soro e tubo com anticoagulante EDTA para a obtencédo de plasma e
sangue total. O material biolégico, apds processado, foi armazenado em ultrafreezer
(-80°C) até a realizagdo das analises propostas, sendo desprezado posteriormente.
Foram observados os mesmos cuidados técnicos de coleta e conservagao do material
biolégico até a analise laboratorial final. Para o grupo controle, foram coletadas
amostras de 13 criangas saudaveis (marcadores inflamatérios dentro da faixa de
normalidade), da mesma faixa etaria, recrutadas pelos pais que séo funcionarios do
Laboratério de Andlises Clinicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(LAC-UFMS). Nenhuma amostra foi excluida e os responsaveis legais de todos os

participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2 Protocolo experimental

A coleta de amostra venosa foi realizada em tubos contendo anticoagulante
EDTA, e sem anticoagulante para obtengao de soro. Logo em seguida, procedeu-se
a separacgao do material da seguinte forma: do tubo com anticoagulante EDTA, uma
aliquota de 200 pL de sangue total foi precipitada em 800 pL &cido tricloroacético

(TCA) 12% (1:5, viv) com processo de centrifugagdo em seguida, amostra esta
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denominada extrato acido, que foi utilizada para a determinacéo do conteudo de GSH
e estocada imediatamente em ultrafreezer (-80°C). Na sequéncia, a separagao dos
eritrocitos e plasma que foram utilizados para os ensaios dos marcadores de estresse
oxidativo/defesas antioxidantes, foi realizada por centrifugac&o (5000 g durante 3 min)
do sangue total, para obtencao da fragdo plasmatica (para determinagao de TBARS,
PC e AU) e eritrécitos. Apos a retirada do material coletado (plasma), os eritrocitos
foram lavados duas vezes com solugao salina e depois centrifugadas (5000 g durante
3 min), para posteriormente, sofrerem lise em agua destilada (dilui¢ao 1:5, v:v) e por
dois sucessivos congelamentos e descongelamentos. Uma ultima centrifugacao (5000
g, durante 5 min) forneceu o sobrenadante (hemolisado). Para a determinacédo da
atividade da CAT e SOD, utilizou-se o sobrenadante do hemolisado (diluigdo 1:5, v:v).
As analises de todos os marcadores foram mensuradas em duplicata. Dos tubos sem
anticoagulante, foi obtido o soro separado para a determinagao da atividade da GGT,
MPO e IL-1B. No final do processamento, as amostras foram fracionadas em extrato
acido, plasma, hemolisado e soro, e armazenadas em ultrafreezer (-80°C) até a

analise correspondente.
4.3 Defesas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

4.3.1 Analise das defesas antioxidantes enzimaticas

4.3.1.1 Gama Glutamil Transferase (GGT)

A atividade da enzima GGT foi determinada utilizando o método cinético-
colorimétrico conforme descrito no kit comercial da Analisa®. A GGT catalisa a
transferéncia do grupamento gama-glutamil da gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida
para a glicilglicina, liberando p-nitroanilina. A p-nitroanilina possui elevada absorc¢ao a
405 nm, sendo que a quantidade liberada é diretamente proporcional a atividade da
GGT presente na amostra. A atividade catalitica foi determinada a partir da velocidade
de formacdo da p-nitroanilina, medida em absorbancia a 405 nm. Preparou-se o
reagente de trabalho misturando-se 4 volumes do tampé&o (glicilglicina 197 mmol/L)
com 1 volume do substrato (gama-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 21 mmol/L). O
procedimento experimental consistiu na adigdo de 1000 uL do reagente de trabalho a
cubetas, seguidos pela adicdo de 50 pL de soro. Apds a homogeneizagao, a cubeta
foi inserida no fotdmetro e a leitura da absorbéancia foi realizada em 405 nm. A leitura

inicial foi feita ap6s 1 minuto (AO), e leituras subsequentes foram realizadas apés 1, 2
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e 3 minutos. A variagao média da absorbancia por minuto (AA/min) foi calculada para
garantir a linearidade do método. Os resultados foram expressos em U/L, onde uma

unidade corresponde a formagao de 1 micromol de p-nitroanilina por minuto.
4.3.1.2 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito por
Aebi (1984), que quantifica a velocidade de decomposi¢cao do perdxido de hidrogénio,
em 240 nm durante 20 s, pela enzima presente na amostra. Utiliza-se a solugdo de
peréxido de hidrogénio 10 mM em tampéo fosfato 50 mM pH 7,0 preparada e titulada
no dia da analise. Para isso, adicionou-se 2 mL desta solugdo na cubeta, com
acréscimo de 20 yL da amostra, em seguida realizou-se leitura da queda da
absorbancia. Os resultados da atividade da enzima catalase foram expressos em pmol

de peroxido de hidrogénio (H,O,) decompostos por minuto, por mililitro de amostra.

4.3.1.3 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada por espectrofotometria, com leitura em 480 nm,
utilizando o método descrito por Misra e Fridovich (1972), posteriormente modificado
por Boveris et al. (1983). Esse método baseia-se na autoxidagdo da adrenalina em
meio alcalino (pH elevado), que leva a formagdo do anion superdxido e,
consequentemente, do composto colorido adrenocromo. A presenca da SOD na
amostra reduz a taxa de formacao do adrenocromo, permitindo inferir sua atividade
enzimatica. As amostras foram previamente tratadas com uma solucdo de
cloroférmio:etanol (3:5, v/v) para eliminar a interferéncia da hemoglobina e evitar a
producao artefactual de anion superéxido durante o ensaio. A reacao foi realizada em
uma cubeta contendo 1,95 mL de tampao glicina 50 mM (pH 10,2), a qual foram
adicionados 50 pL de solugao de adrenalina 60 mM (preparada em pH ~2,0, mantida
sob refrigeracéo e protegida da luz). A formagéao do adrenocromo foi monitorada por
aproximadamente 100 segundos, com leituras de absorbancia registradas a cada 15
segundos. Em seguida, uma aliquota da amostra (variando de 20 a 100 uL, conforme
a concentragao e atividade da enzima) foi adicionada a mistura reacional. A atividade
da SOD foi determinada com base na reducdo da velocidade de formagao do

adrenocromo, e os resultados foram expressos em unidades de SOD por mililitro


https://www.zotero.org/google-docs/?H28iaY
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(USOD-mL™), sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima capaz de

reduzir a metade a velocidade da reacéo.

4 .3.2 Analise das defesas antioxidantes ndo enzimaticas

4.3.2.1 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentragdo de GSH no sangue total foi determinada através dos tidis ndo
proteicos, ja que a GSH representa aproximadamente 95% destes tiois (BEUTLER;
DURON; KELLY, 1963). Para avaliar a concentragdo eritrocitaria de pequenos tiois
em precipitado acido (TCA 12%, 1:5, v:v), foi empregado o método de Beutler e
colaboradores (1963), onde a adi¢cao de 0,2 ml de acido 2-nitrobenzdéico (DTNB) 2,5
mM nas cubetas contendo 1,9 ml de tampao fosfato 0,2 M pH 8,0 e 0,1 ml da amostra,
permite, apds cerca de 3 min e agitagao intermitente da cubeta, a obtengdo maxima
de formagao do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em 412 nm. Os
valores foram expressos em micromoles de grupos tiol (-=SH) por mililitro de amostra
(umol.mL™).

4.3.2.2 Acido urico (AU)

O conteudo de AU foi determinado através de kit comercial da Analisa®. O AU
€ oxidado pela uricase em alantoina, CO2 (gas carb6Onico) e peréxido de hidrogénio.
Através de uma reagao de copulagao oxidativa, catalisada pela peroxidase, o perdxido
de hidrogénio formado reage com o diclorohidroxibenzeno sulfonato (DHBS) e 4-
aminoantipirina (4-AMP), produzindo uma antipirilquinonimina, de cor vermelha. A
absorbancia do complexo formado, medida em 520 nm, & diretamente proporcional a
concentracdo de AU da amostra. A realizacdo da dosagem de AU foi realizada de
acordo com as instrugdes do Kit utilizado. Assim, foram adicionados 20 pL do plasma
e padrdao nos seus respectivos tubos contendo 1 ml de reagente de trabalho,
constituido de tampao e uricase (4:1). Em seguida, os tubos foram homogeneizados
e incubados por 10 min, a 37°C. Na sequéncia foi realizada leitura das absorbancias
em 520 nm, acertando o zero com o branco (1 ml do reagente de trabalho). A analise
de todas as amostras foram feitas em duplicata e os resultados foram expressos em

mg de &cido Urico.dL™".
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4.3.3 Determinacao dos marcadores de dano oxidativo

4.3.3.1 Lipoperoxidagao tecidual (TBARS)

A avaliagdo da peroxidacao lipidica foi realizada através da detecgao no
plasma, dos produtos derivados de oxidacdo decorrentes do processo de
lipoperoxidacdo, por meio de TBARS, destacando-se como produto majoritario o
MDA, produzindo uma base de Shiff de coloragao rosa (Bird; Draper, 1984). O método
consiste na precipitacdo de 100 pyL de plasma em 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
a 12%, seguido de agitagao e incubagéo em tampao Tris-HCI 60 mM pH 7,4 (0,1 mM
DPTA) e 1 mL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,73% durante 60 min a 100°C. O material
€, entdo, resfriado durante 30 minutos a 5°C, centrifugado (5 min a 10000 g) e a
mensuragao do cromaoforo rosa foi detectada em 535 nm, sendo os valores calculados

expressos em nmol de MDA.ml~"

4.3.3.2 Proteina Carbonilada (PC)

A concentracao plasmatica de PC foram determinados conforme o método
descrito por Levine et al. (1990). Em microtubos tipo Eppendorf contendo 600 uL de
2 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), foram adicionados 100 pL de plasma e a mistura foi
homogeneizada em vortex. A seguir, as amostras foram incubadas por 1 hora, a
temperatura ambiente, protegidas da luz e sob agitacdo. Apds esse periodo, foram
adicionados 600 pL de TCA a 20%, seguido de agitacao e resfriamento em banho de
gelo por 10 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas a 800 g por 5 minutos,
formando um pellet. O pellet foi lavado trés vezes com 600 pyL de uma solugéo
etanol:acetato de etila (1:5, v/v), com nova centrifugagdo a cada lavagem (800 g, 5
min). Apos a ultima lavagem, o excesso de solvente foi cuidadosamente removido
com auxilio de um cotonete estéril, e 800 uL de solug¢do de guanidina foram
adicionados ao pellet. A mistura foi incubada a 37 °C por 60 minutos e, em seguida, a
absorbancia foi medida em 360 nm. Para fins de normalizagdo, a concentragédo de
proteinas totais foi determinada utilizando o método de Bradford (1976). Esse método
baseia-se na interagdo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 com residuos
basicos das proteinas, promovendo uma mudanga de cor cuja intensidade, medida
em 595 nm, é proporcional a concentragdo proteica. Os resultados da proteina
carbonilada foram expressos em mmol-mg™, levando-se em consideragdo a

quantidade de proteinas totais da amostra.
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4.3.4 Determinacao de marcadores de inflamacéao

4.3.4.1 Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi mensurada segundo o método descrito por Rao e
colaboradores (1993). Primeiramente, as amostras foram descongeladas
gradualmente e 20 yL foram transferidos para placas contendo 150 pL de meio de
reagdo (0,167 mg.mL~" de odianisidina 2HCI, 0,0005% de H202, H20 destilada e
NaH2PO4 50 mM). Apds 15 minutos de incubagado em temperatura ambiente a reacéo
foi interrompida com a adi¢cado de 30 uL de azida sddica 1%. Apds incubagéo de 10
minutos a temperatura ambiente, a densidade optica foi medida em 450 nm em
microplacas e comparadas com uma curva padrao de atividades conhecidas de MPO
(0,7 a 140 mU.mL""). Os resultados foram expressos em mU.mL"" , com auxilio da
equacao da reta.

4.3.4.2 Interleucina-1B (IL-1B)

A concentragao sérica de IL-1[3 foi determinada utilizando o kit Human IL-1 beta
ELISA Kit (Sigma-Aldrich, RAB0273), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Trata-se de um ensaio imunoenzimatico tipo sandwich, quantitativo, baseado na
técnica de ELISA. As amostras foram previamente diluidas em Assay Diluent A,
conforme orientagdo do protocolo. Em seguida, 100 yL de cada amostra ou padrao
foram adicionados aos pocos da placa previamente sensibilizada com anticorpo anti-
IL-18. Apds incubacgao por 2,5 horas a temperatura ambiente com agitagao suave, os
pocos foram lavados quatro vezes com solugdo tampdo de lavagem 1X.
Posteriormente, foram adicionados 100 pL de anticorpo biotinilado anti-IL-13 e a placa
foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Ap6s nova lavagem, 100 yL de
solugdo de estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP-Streptavidina) foram
adicionados, com incubagao por mais 45 minutos. Apds nova etapa de lavagem,
adicionou-se 100 pL de substrato cromogénico TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine)
a cada poco, incubando-se no escuro por 30 minutos. A reacéao foi interrompida com
50 uL de solugado de parada (acido sulfurico 0,2 M), e a leitura da absorbéancia foi
realizada imediatamente a 450 nm em leitor de microplacas. As concentragdes de IL-
1B foram calculadas com base na curva padrdo gerada por diluicbes seriadas do
padrdo fornecido pelo kit (intervalo de 0 a 100 pg/mL), utilizando-se software
especifico para analise de ELISA.
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4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica empregada foi teste t de Student nado pareado,
considerando um nivel de significancia de p <0,05. O teste foi empregado para
comparar os valores dos marcadores entre o grupo controle saudavel e o grupo com
TEA. Todas as analises foram conduzidas no software GraphPad Prism 8.0.1, com os
resultados apresentados como média, erro padrao da média (SEM) e namero de

amostras (N).

5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos participantes da pesquisa

Os 22 participantes com TEA deste estudo tém idade média de 6,14 + 1,32
anos (4 a 9 anos), sendo 17 do género masculino (77,27%) e 5 do género feminino
(22,73%). No grupo com TEA, 3 faziam uso de Aripiprazol 5 mg/dia e 2 estavam
tomando Risperidona 1,5 mg/dia. Nao foram encontradas diferengas significativas nos
resultados dos parametros bioquimicos avaliados entre os participantes que faziam
uso de medicamentos e o restante do grupo. Os 13 participantes do grupo controle
saudavel tém idade média de 9,46 anos * 2,44 (5 a 12 anos), sendo 7 do género
masculino (53,85%) e 6 do género feminino (46,15%). Nenhum dos participantes
estava realizando algum tipo de tratamento e alegaram estar em perfeito estado de

saude.
5.2 Analise das defesas antioxidantes

5.2.1 Criangcas com TEA apresentam redu¢ado em defesas antioxidantes enzimaticas

€ nao-enzimaticas em relagéo ao grupo controle

A concentracdo média de atividade da CAT no grupo controle foi de 273,18 +
21,03 pmol.min~".mL~", enquanto no grupo com TEA foi menor, com média de 88,49
+ 13,59 ymol.min~".mL"". A diferenga entre os grupos (p < 0,001), indica uma redugao
acentuada na atividade da catalase em individuos com TEA em comparac¢ao ao grupo
controle. A atividade da catalase no grupo TEA foi reduzida em aproximadamente
67,6% em comparagao ao grupo controle.

A concentragao média de atividade da GGT no grupo controle foi de 11,73 %

0,30 ymol.min~*.mL"~", enquanto no grupo com TEA foi menor, com média de 8,54 +
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0,39 ymol.min~*.mL"". A diferenga entre os grupos (p < 0,001), indica uma redugéo de
27,2% na atividade da GGT em individuos com TEA.

A concentragdo media de atividade da SOD no grupo controle foi de 9,99 + 1,43
U/mL, enquanto no grupo com TEA foi maior, com média de 26,37 + 1,39 U/mL. Houve
diferenca entre os grupos (p < 0,001), indicando um aumento de 164,4% na atividade
da SOD em individuos com TEA.

Figura 2 - Atividade das defesas antioxidantes enzimaticas nos grupos controle e TEA
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(A) Atividade média da CAT: controle = 273,18 + 21,03 ymol'min™-mL™" (n = 13); TEA = 88,49 + 13,59
pgmol-min™"-mL™" (n = 22). (B) Atividade média da GGT: controle = 11,73 £ 0,30 U/L (n = 13); TEA = 8,54 £ 0,39
U/L (n = 22). (C) Atividade média da SOD: controle = 9,99 + 1,43 U-mL™" (n = 13); TEA =26,37 £ 1,39 U-mL™" (n =
22). Os dados sao apresentados como média + erro padrao da média. Diferengas significativas determinadas pelo
teste t de Student (***p < 0,001).

+

A concentracdo média de GSH no grupo com TEA foi de 0,599 + 0,045
umol.ml~'. Em comparagdo aos individuos do grupo controle (0,799 + 0,047
umol.ml™"), o grupo TEA apresentou uma diminuigdo (p < 0,01) para as quantidades
de GSH no sangue total, em torno de 25%.

A concentragdo média de AU no grupo com TEA foi de 0,982 + 0,086 mg/dL™".
Em comparagéo aos individuos do grupo controle (1,282 + 0,047 mg/dL™"), o grupo
TEA apresentou uma diminuigéo (p < 0,05) nas concentragbes de acido urico no

sangue, correspondendo a uma redugao de aproximadamente 23,4%.
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Figura 3 - Defesas antioxidantes nao-enzimaticas
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(A) Concentragdo média de GSH: controle = 0,799 + 0,047 pmol-mL™" (n = 13); TEA = 0,599 + 0,045 pmol-mL™" (n
= 22). (B) Concentragdo média de acido urico: controle = 1,282 + 0,047 mg/dL (n = 13); TEA = 0,982 £ 0,086 mg/dL
(n = 22). Os dados s&o apresentados como média * erro padrao da média. Diferencas significativas determinadas
pelo teste t de Student com *p < 0.05 e **p < 0,01.

5.3 Analise dos marcadores de dano oxidativo

5.3.1 Criancas com TEA apresentam aumento de marcadores de dano oxidativo em
relagdo ao grupo controle

O nivel médio de concentragao de TBARS no grupo com TEA foi de 0,504 *
0,011 mmol.ml~". Ja o grupo controle apresentou um uma concentragdo média de
0,456 + 0,015 mmol.mI~'. O grupo TEA demonstrou um aumento (p < 0,05) para
TBARS presentes na amostra, em torno de 10,53% em comparagdo ao grupo

controle.
A concentracdo média de PC no grupo com TEA foi de 0,959 % 0,049

+

mmol/mg~'. Em comparagdo aos individuos do grupo controle (0,760 * 0,032
mmol/mg"), o grupo TEA apresentou um aumento (p < 0,01) nas concentragdes de

proteina carbonilada no sangue total, em torno de 26%.

Figura 4 - Marcadores de dano oxidativo
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(A) Concentragdo média de TBARS: controle = 0,456 + 0,015 mmol-mL™" (n = 13); TEA = 0,504 + 0,011 mmol-mL™"
(n = 22). (B) Concentragdo média de PC: controle = 0,760 + 0,032 mmol-mg~" (n = 13); TEA = 0,959 * 0,049
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mmol-mg™ (n = 22). Os dados sédo apresentados como média * erro padrao da média. Diferencas significativas
determinadas pelo teste t de Student com *p < 0,05 e **p < 0,01.

5.4 Determinacao de marcadores de inflamagao

5.4.1 Criangcas com TEA apresentam valores aumentados de marcadores

inflamatdrios em relagéo ao grupo controle

A concentragao média de atividade de MPO no grupo com TEA foi de 157,18
9,37 mU.ml™". Ja o grupo controle apresentou uma concentragdo média de 116,77
9,21 mU.mlI™'. O grupo TEA demonstrou um aumento significativo (p < 0,01) para
atividade de MPO, em torno de 34,6% em comparagéo ao grupo controle.

A concentracdo média de IL-1B no grupo controle foi de 1,25 + 0,59 pg/mL,
enquanto no grupo com TEA foi maior, com média de 3,90 + 0,93 pg/mL. A diferenca
entre os grupos foi estatisticamente (p < 0,001), indicando um aumento de 212,0% na

concentracao de IL-1p em individuos com TEA.

Figura 5 - Marcadores de inflamagao
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(A) Atividade média de MPO: controle = 116,77 + 9,21 mU/mL (n = 13); TEA = 157,18 + 9,37 mU/mL (n = 22), com
diferenca significativa (p < 0,01). (B) Concentragdo média de IL-1B: controle = 1,25 + 0,59 pg/mL (n = 13); TEA =

3,90 + 0,93 pg/mL (n = 22), com diferenca significativa (p < 0,001). Os dados sdo apresentados como média * erro
padrao da média. Diferencas significativas determinadas pelo teste t de Student com **p < 0,01.

A figura a seguir apresenta um esquema ilustrativo que sintetiza os principais
achados deste estudo, destacando as alteracdes observadas nos biomarcadores de
estresse oxidativo e inflamagdo em criancas com TEA. O diagrama organiza os
resultados em trés eixos centrais: defesas antioxidantes, estresse oxidativo e
inflamacédo. Redugbes significativas em GSH, AU, CAT e GGT, associadas ao
aumento de SOD, sugerem um desequilibrio no sistema antioxidante. Esse cenario
favorece o acumulo de EROs, levando ao aumento de TBARS, PC e MPO. Esses

processos interligados reforgam a hipotese de que o estresse oxidativo e a inflamagao
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estdo envolvidos na fisiopatologia do TEA, possivelmente contribuindo para dano
cerebral e neuroinflamacéo.
Figura 6 - Resultados das defesas antioxidantes, marcadores de dano oxidativo e inflamagao

em criangas com TEA
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Fonte: Elaborado pela autora.

6. DISCUSSAO

A predominancia de participantes do género masculino (77,27% no grupo TEA)
esta de acordo com a literatura existente, que sugere uma maior prevaléncia de TEA
em meninos em comparagao com meninas (Maenner, 2023). Estudos sugerem que
fatores genéticos e hormonais podem contribuir para essa disparidade de género
(Werling; Geschwind, 2013).

As mulheres podem ser subdiagnosticadas devido as diferengcas na
apresentacao dos sintomas e ao uso de ferramentas de diagndstico que nédo sao
totalmente adaptadas para capturar manifestacées especificas do TEA em mulheres
(Beggiato et al., 2017; Loomes, Hull e Mandy, 2017). As meninas, geralmente, exibem
menos comportamentos restritos e repetitivos, o que pode levar ao subdiagnostico do
transtorno (Werling e Geschwind, 2013).

A teoria do "efeito protetor feminino" sugere que mulheres possuem um limiar
mais alto para fatores de risco genéticos e ambientais associados ao TEA, devido a
diferencas biolégicas como os efeitos protetores do estrogénio e influéncias

hormonais (Enriquez, Gupta e Hoffman, 2021).
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Além disso, a exposicao precoce a horménios androgénicos e a ativagao
imunoldgica materna, aliada a diferengas na sinalizagao celular e na expressao génica
entre os sexos, indica uma interacdo multifatorial de fatores biologicos e ambientais
que afetam a predominancia masculina no TEA (Schaafsma e Pfaff, 2014). No
entanto, a amostra relativamente pequena e a faixa etaria restrita sao limitagées que
devem ser consideradas ao interpretar os resultados.

Os resultados deste estudo indicam que criangas com TEA apresentam um
desequilibrio oxidativo sistémico, evidenciado pela diminuicdo das defesas
antioxidantes, tanto enzimaticas quanto ndo enzimaticas, e pelo aumento de
marcadores de dano oxidativo e inflamagao. Esses achados sugerem uma possivel
relacédo entre o estresse oxidativo e a fisiopatologia do TEA, indicando que processos
inflamatdérios e alteracbes nas defesas antioxidantes podem contribuir para os
sintomas observados no transtorno.

Foi identificado uma reducgao significativa nos valores de GSH no grupo TEA
em comparagdo ao grupo controle. A diminuigdo nos valores de GSH em
aproximadamente 25% nos individuos com TEA corrobora estudos anteriores que
relataram uma reducao das defesas antioxidantes em pacientes com TEA. Chauhan
e Chauhan (2006) investigaram o estresse oxidativo em individuos com autismo, com
amostras de sangue de 30 criangas com autismo e 30 criangas controles, utilizando
ensaios enzimaticos para medir a concentracdao de GSH, observando uma redugao
significativa nas defesas antioxidantes. Chen et al. (2021), em uma meta-analise de
87 estudos envolvendo 9109 criangas, analisaram diversos marcadores de estresse
oxidativo, incluindo GSH, e encontraram uma reducéao significativa na concentracao
de GSH em criancas com TEA, corroborando com os achados da literatura. da mesma
forma, Frustaci et al. (2012), realizaram uma revisao sistematica e meta-analise de 16
estudos com 864 pacientes, investigando biomarcadores relacionados ao estresse
oxidativo em individuos com TEA, observando uma diminuicdo nas concentragdes de
GSH.

Sendo um antioxidante intracelular essencial, a GSH protege as células contra
danos oxidativo, pois exerce papel crucial na protecéo celular ao atuar como cofator
para enzimas detoxificantes como a GPx e a GST, além de sequestrar espécies
reativas de oxigénio como o H202 e o 'Oz, facilitar o transporte de aminoacidos pelas
membranas celulares e regenerar antioxidantes importantes como as vitaminas C e

E, restaurando-os as suas formas reduzidas. (Halliwell, Gutteridge, 2015).
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Estudos recentes sugerem que a redugado dos valores de GSH pode estar
associada a um aumento na producdo de EROs e a uma capacidade antioxidante
prejudicada, o que pode contribuir para os danos neurolégicos observados no TEA
(Bjerklund et al., 2020; Liu et al., 2022b). Um estudo post-mortem mostrou que a GSH
estava significativamente reduzida no cérebro de pacientes com TEA em relagdo aos
controles, sugerindo uma diminuigdo notavel na capacidade redox associada ao
sistema de glutationa no cérebro desses pacientes contribuindo para o quadro de
estresse oxidativo nestes pacientes (Rose et al., 2012). Evidéncias sugerem que a
suplementagao com precursores da GSH, tais como a N-acetilcisteina (NAC), pode
ajudar a restaurar os valores de GSH e melhorar os sintomas comportamentais em
pacientes com TEA (Hardan et al., 2012; Lee et al., 2020; Wink et al., 2016).

A reducao observada nos valores de GGT no grupo com TEA, em comparagao
ao grupo controle saudavel, pode indicar uma disfungdo no metabolismo de GSH,
potencialmente contribuindo para um ambiente de estresse oxidativo elevado
frequentemente associado ao TEA. A GGT desempenha um papel crucial na
homeostase da glutationa, sendo responsavel pela transferéncia de grupos gama-
glutamil de peptideos para aminoacidos ou peptideos, e na catalise da quebra de
glutationa, portanto a diminuicdo na atividade da GGT pode resultar em uma reducgao
na disponibilidade de GSH, exacerbando o quadro de estresse oxidativo no organismo
(Avelar et al., 2015; Raj Rai et al., 2021). Embora este estudo forne¢ca dados sobre a
concentracdo de GGT em criangas com TEA, ainda faltam evidéncias cientificas
solidas que esclaregam o papel desse marcador no contexto do autismo. No entanto,
em outras doengas neurodegenerativas, tais como a deméncia, a variabilidade na
concentracdo de GGT tem sido associada a um risco maior de desenvolvimento da
doenca. Estudos de Lee et al. (2020) e Hong et al. (2020) indicam que a elevagao da
GGT esta relacionada a disfuncao do sistema antioxidante e ao aumento do estresse
oxidativo, fatores cruciais na patogénese de condigdes neurodegenerativas. Portanto,
este achado, no presente estudo, pode fazer relacdo com os valores de GSH neste
grupo com TEA, evidenciando a interdependéncia entre a fungdo da GGT e a
capacidade antioxidante do organismo (Raj Rai et al., 2021).

Observou-se uma reduc¢ao significativa na atividade da catalase em individuos
com TEA, com uma diminuigao de aproximadamente 67,6% em comparagao ao grupo
controle. Esta reducao pode indicar uma disfuncdo no sistema antioxidante desses

individuos, sugerindo uma capacidade diminuida para lidar com o estresse oxidativo.
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A CAT é um tetramero composto por quatro subunidades, cada uma contendo um
grupo heme, essencial para sua fungéo de converter o H,O, em H,0 e O,, utilizando
NADPH como equivalente redutor para evitar a inativagdo oxidativa da enzima pelo
H,O, a medida que é reduzido a agua (Manivasagam et al., 2020). Estudos anteriores
demonstraram consistentemente uma reducado na atividade da CAT em individuos
com TEA, reforgando que o desequilibrio antioxidante é um fator relevante na
fisiopatologia do transtorno (Frustaci et al., 2012; Kondolot et al., 2016; Vergani et al.,
2011; Zoroglu et al., 2004).

Além disso, um estudo recente de Zhang et al. (2023) encontrou que a
diminuicdo da atividade da CAT em criancas com TEA estd associada a um
encurtamento do comprimento dos telébmeros, sugerindo que o estresse oxidativo
pode desempenhar um papel no envelhecimento celular precoce e na disfungao
metabdlica nesses individuos. Essa diminuicao pode estar associada ao aumento do
estresse oxidativo e a uma possivel disfuncédo na homeostase de metais no sangue
de pacientes com TEA, de modo a exacerbar a producdo de EROs e reduzir a
capacidade do organismo de neutralizar esses compostos nocivos, contribuindo para
0 quadro de estresse oxidativo (Vergani et al., 2011).

Neste presente estudo, observou-se um aumento significativo na atividade da
SOD em criangas com TEA em comparagdo ao grupo controle. Esse achado é
consistente com investigacdes clinicas que relatam elevagao da SOD em individuos
com TEA, sugerindo uma resposta compensatéria ao aumento das EROs
(Manivasagam et al., 2020; Thorsen et al., 2021; Nadeem et al., 2019). Essa resposta,
embora inicialmente protetora, pode tornar-se disfuncional caso nao seja
acompanhada de uma atividade proporcional de outras enzimas antioxidantes, como
a CAT e a GPx. De acordo com Kowald, Lehrach e Klipp (2006), a superexpressao
isolada da SOD pode levar ao acumulo de H,0,, favorecendo a formacao de OHe que
intensificam o estresse oxidativo e a peroxidacao lipidica. De forma semelhante, Su et
al. (2019) ressaltam que a peroxidagao lipidica induzida por EROs esta fortemente
associada a inducao de vias de morte celular programada, como apoptose e autofagia.
Assim, o aumento da SOD em conjunto com a redugdo de CAT e GSH, como
observado em nosso estudo, corrobora um cenario de desbalanceamento funcional
no sistema antioxidante de individuos com TEA, no qual a elevagcdao da SOD
isoladamente pode nao ser suficiente para mitigar os efeitos do estresse oxidativo e,

ao contrario, contribuir para danos celulares adicionais.
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A reducdo da concentracdo de GSH, como observado em nosso estudo, é
compativel com evidéncias anteriores que apontam para o esgotamento do sistema
antioxidante em pacientes com TEA (Imataka et al., 2021). Esse esgotamento pode
ser reflexo de um esfor¢o continuo para regenerar antioxidantes e neutralizar o
excesso de H,0O, gerado pela agdo da SOD. Além disso, a diminuicdo da atividade da
CAT observada em nosso estudo reforga esse quadro de sobrecarga redox, sugerindo
um desequilibrio funcional que agrava a vulnerabilidade ao dano oxidativo (Lu et al.,
2020; Manivasagam et al., 2020).

Os valores aumentados de TBARS no grupo TEA indicam uma elevagao
significativa na lipoperoxidagdo, um marcador de dano oxidativo lipidico. O aumento
de aproximadamente 10,53% nos valores de TBARS em criangas com TEA, em
comparagao com o0 grupo controle, corroboram com outros estudos que relataram
aumentos semelhantes na peroxidagao lipidica em individuos com TEA (Chen et al.,
2021; Yui et al., 2020). A lipoperoxidagéo resulta na formagéo de aldeidos toxicos,
como o MDA, que pode danificar proteinas, lipidios e DNA, contribuindo para a
neuroinflamacéao e neurodegeneragao associadas ao TEA (Akagawa, 2020). Kondolot
et al. (2016) relataram que a concentragdo de TBARS foram significativamente
maiores no grupo autista em comparagdo ao grupo controle. Ademais, estudos
sugerem que o aumento da peroxidacao lipidica pode estar associado a deficiéncias
cognitivas e comportamentais observadas em criangas com TEA (Pangrazzi; Balasco;
Bozzi, 2020). Foi observado em um estudo que a neuroinflamagdo pode estar
relacionada a liberagdo de peroxirredoxina-2 (PRDX2) apds a oxidagéo de proteinas
nos individuos com TEA, e a acdo das EROs causam peroxidacao lipidica e de
proteinas/DNA, que por sua vez induzem a este quadro inflamatério, podendo
provocar a morte do neurdnio (Salzano et al., 2014).

Também foi observado um aumento nos valores de PC no grupo TEA
(aproximadamente 26% maior em relagéo ao grupo controle). As PCs sao formadas
quando as EROs atacam as cadeias laterais dos aminoacidos nas proteinas, levando
a sua disfuncéao e contribuindo para a intensificacdo do quadro de estresse oxidativo
no organismo (Akagawa, 2020). Kondolot et al. (2016) relataram uma correlagcéo
significativa entre a concentracdo aumentada de PC e a elevagédo dos valores de
TBARS em criangas autistas, evidenciando um desequilibrio oxidante/antioxidante, no
qual subprodutos da peroxidacao lipidica podem atacar diversos alvos celulares,

incluindo proteinas.
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Corroborando esses achados, Feng et al. (2017) identificaram, por meio da
abordagem de protedmica redox, concentragdes elevadas de carbonilagéo proteica
em individuos com TEA. O estudo destacou, de maneira especifica, a carbonilacédo
elevada em duas proteinas presentes no plasma: a cadeia alfa do componente C8 do
sistema complemento (C8A), envolvida na resposta imune inata, e a cadeia constante
kappa da imunoglobulina (IGKC), associada a resposta imunolégica adaptativa. A
modificagdo oxidativa dessas proteinas reforca a hipotese de que o estresse oxidativo
contribui para alteragbes imunoldgicas observadas no TEA, ampliando o impacto
funcional dessas proteinas na imunorregulacéao e defesa do organismo.

Além disso, Sajdel-Sulkowska et al. (2011) revelaram uma correlagdo uma alta
concentracéo de neurotrofina-3 (NT-3) e 3-nitrotirosina, um marcador de nitratagédo de
proteinas associado ao estresse oxidativo e inflamacéo, no cérebro de individuos com
TEA. A presenca de 3-nitrotirosina indica danos oxidativos significativos nas proteinas,
enquanto o aumento de NT-3 pode refletir uma resposta adaptativa do cérebro frente
ao estresse oxidativo.

Em estudo conduzido por Melnyk et al. (2012), foi observada uma
reducdo da concentracido de cisteina, aminoacido essencial para a sintese da
glutationa, associada a um aumento da concentracdo de cistina, sua forma
dissulfeto oxidada, indicando uma possivel disfuncéo no equilibrio redox celular,
além de desregulagéo dos processos de metilagao e desequilibrios metabdlicos,
fatores que podem contribuir para a oxidacdo de proteinas e outros danos
celulares. Os resultados do presente estudo corroboram esses dados da
literatura, ao demonstrarem uma correlagao entre a concentracao elevada PC e
a diminuicdo da concentracdo de GSH em criangas com TEA.

Os valores reduzidos de acido urico observados no grupo de criangas com TEA
(aproximadamente 23,4%) quando comparados ao grupo controle, sugerem um
potencial comprometimento do equilibrio redox nesses pacientes. E importante
destacar que o acido urico, o produto da degradacédo das purinas, atua como um
antioxidante hidrofilico e exerce propriedades neuroprotetoras, portanto valores
diminuidos de AU nesses pacientes podem indicar uma menor capacidade de
neutralizagcdo de EROs de modo a agravar o quadro de estresse oxidativo nesses
individuos (Dai et al., 2023; Singh et al., 2022; Wang et al., 2016). Pesquisas recentes
indicam que o AU oferece beneficios durante o estresse oxidativo causado por H202,

protegendo contra a peroxidagcdo lipidica nas membranas dos eritrocitos,
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interrompendo a lise peroxidativa e funcionando como um eliminador de Oz e HO-
(Halliwell, 1990; Halliwell et al., 2021; Pallavi et al., 2023). Um estudo demonstrou a
inibicdo da peroxidagéo lipidica a partir de analogos metilados do acido urico, deste
modo, os valores reduzidos de acido urico observados neste estudo corroboram com
a concentragao elevada de TBARS no grupo TEA, sugerindo uma deficiéncia no
sistema antioxidante que resulta em um aumento da peroxidagado lipidica no
organismo desses individuos (Nishida, 1991).

O aumento significativo nos valores de MPO no grupo TEA (34,6% maior do
que no grupo controle) sugere a presencga de inflamacéao crénica nos individuos com
TEA. A MPO é uma enzima produzida por neutréfilos e monécitos ativados e esta
envolvida na resposta inflamatoria, contribuindo para a produgao de radicais (Ceylan
et al., 2021; Khan; Alsahli; Rahmani, 2018). Um estudo demonstrou que os valores de
MPO sao mais elevados em individuos com TEA em comparagao ao grupo controle
saudavel, associando esse aumento com marcadores de estresse oxidativo e
inflamacéao (Ceylan et al., 2021). Outras pesquisas indicam que a inflamacéao crénica
e a ativacao de células microgliais estdo presentes em individuos com TEA e podem
afetar o desenvolvimento neurocognitivo (Siniscalco et al., 2018). A peroxidacao
lipidica é estimulada por intermediarios reativos produzidos pela MPO, onde a
capacidade de oxidar tirosina e nitrito, na presenca de H,O,, para produzir didéxido de
nitrogénio (NO,) e radical tirosil, faz com que esses intermediarios reativos tenham a
capacidade de oxidar os lipidios presentes na membrana celular (Zhang et al., 2002).
A interferéncia na membrana leva a peroxidacao de fosfolipidios de lipoproteina, que
resulta na disfungéo celular (Khan; Alsahli; Rahmani, 2018).

Nossos resultados indicam que criancas com TEA apresentam uma
concentracao significativamente elevada de IL-13 em comparagédo com os individuos
do grupo controle saudavel. Este achado esta alinhado com estudos anteriores que
identificaram um perfil inflamatério exacerbado em individuos com TEA, caracterizado
por aumentos em citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IL-1p, IL-6, IL-17, TNF-a e IFN-
y (Saghazadeh et al.,, 2019; Wared et al., 2022). Uma pesquisa conduzida por
Shmarina et al. (2020) teve como objetivo explorar a interagcdo entre DNA celular
oxidado livre e marcadores inflamatérios, incluindo a IL-13, em pacientes com TEA. O
estudo buscou compreender como o DNA oxidado, um fator de sinalizacdo de
estresse, poderia contribuir para a ativacdo de processos inflamatorios no TEA,

especialmente por meio da regulacao de citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1B. Os
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resultados sugerem que a concentragéo elevada de IL-1p observados em pacientes
autistas podem estar relacionados a presenga de DNA oxidado, destacando o papel
de vias inflamatérias e de estresse oxidativo na fisiopatologia do TEA. Outra pesquisa
demonstrou que polimorfismos nos genes Interleucina-13-511 (IL-13-511) e
Antagonista do Receptor de Interleucina-1 (IL-1RA) estdo associados a uma
concentracao elevada de IL-1B8 em criangas com TEA, indicando que essas variagdes
genéticas podem aumentar o risco de desenvolvimento do transtorno (Saad et al.,
2020). A IL-1B-511 € um polimorfismo localizado no gene que codifica a IL-1(3 situada
na posi¢cao 511 da regiao promotora, o qual pode influenciar a produgao desta citocina
pré-inflamatéria, de modo a contribuir para a alta concentragdo encontrada em
pacientes com TEA (Saad et al., 2020). A IL-1RA é um antagonista natural da IL-1(3,
que regula a sua agao e diminui a intensidade da resposta inflamatéria (Dayer, Oliviero
e Punzi, 2017). O aumento de IL-1RA observado no TEA pode refletir um mecanismo
compensatorio frente a elevada concentragao de IL-1[3, onde estudos indicaram, em
modelo animal, que a administracdo de IL-1RA durante periodos do
neurodesenvolvimento pode impactar de forma adversa processos como
neurogénese, memoria, comportamento e a estrutura cerebral (Goines e Ashwood,
2013; Spulber et al., 2011).

Diante dos achados apresentados, observa-se que os individuos com TEA
apresentam um perfil de estresse oxidativo caracterizado por desequilibrio entre a
producdo de EROs e a capacidade antioxidante, além de um estado inflamatdrio
cronico evidenciado por alteragcbes marcadores inflamatérios. Esses resultados
reforcam a hipotese de que processos oxidativos e inflamatérios desempenham papel
central na fisiopatologia do TEA, contribuindo n&o apenas para os danos celulares,
mas possivelmente para manifestagdes clinicas e comportamentais do transtorno.

Apesar das limitagées relacionadas ao tamanho amostral e a auséncia de
biomarcadores especificos para diagnéstico, os dados deste estudo contribuem para
ampliar o entendimento sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos no TEA e
sinalizam a importancia de abordagens terapéuticas que considerem a modulagéo do
estresse oxidativo e da inflamagdao como potenciais estratégias de suporte ao

tratamento.



95

7. CONCLUSOES

Esta pesquisa evidenciou um desequilibrio oxidativo sisttmico em criangas
com TEA. Os resultados demonstraram uma redugado significativa das defesas
antioxidantes, tanto nos componentes nao enzimaticos, como GSH e AU, quanto nos
enzimaticos, com diminuicdo da atividade de CAT e GGT. Em contrapartida,
observou-se um aumento na atividade de SOD, possivelmente refletindo uma
resposta compensatéria ao estresse oxidativo exacerbado. Paralelamente, a alta
concentracdo de TBARS e PC indicam intensificacdo da peroxidagao lipidica e do
dano oxidativo as proteinas. O aumento de MPO e IL-1p refor¢a a presenca de um
estado inflamatdrio, demonstrando a interconexdo entre estresse oxidativo e
inflamac&o na fisiopatologia do TEA. A reducdo de GSH e GGT aponta para um
possivel comprometimento no metabolismo da glutationa, essencial para a
neutralizacdo de EROs. Da mesma forma, a diminuicdo da concentragdo de AU pode
estar associada a uma menor capacidade antioxidante sistémica, agravando o
desequilibrio redox. Esses achados sustentam a hipotese de que o estresse oxidativo
e a inflamacdo desempenham papéis centrais na fisiopatologia do TEA. A
identificacdo de alteragbes em multiplos marcadores reforca a necessidade de
estudos adicionais, que contribuam para a validagao de biomarcadores capazes de
auxiliar no diagndstico precoce e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

eficazes para criangas com TEA.
8. LIMITAGCAO DO ESTUDO

Este estudo apresenta algumas limitacbes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados. A principal limitacdo esta relacionada ao numero
reduzido de amostras de sangue analisadas, o que pode restringir a generalizagao
dos achados, além de dificultar a realizacdo de analises mais abrangentes, como
possiveis correlagdes entre o grau de comprometimento clinico do TEA e os
biomarcadores investigados. Outro ponto limitante foi a dificuldade no acesso e na
analise de prontuarios médicos dos participantes, em virtude de entraves
administrativos internos na instituicdo parceira (CER-APAE), o que inviabilizou a
obtencdo de dados clinicos complementares. Tais restricbes comprometem a
possibilidade de analises mais aprofundadas e de correlagdes clinicas entre os dados

bioquimicos obtidos e os perfis individuais dos participantes.
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ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO APROVADO
PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

esta sendo convidada(o) a participar da pesquisa
intitulada “AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE
(G6PD) E ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM O TRANSTORNO
DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)”, desenvolvida pelos pesquisadores Renata Trentin Perdomo e lara
Duenha Garanhani.

O objetivo central do estudo é realizar uma avaliagdo da atividade da enzima glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD) e alguns marcadores de estresse oxidativo em pacientes diagnosticados com
o Transtorno do Espectro Autista (TEA) para futuramente podermos correlacionar ou ndo essa
deficiéncia com o grau de autismo do paciente.

O convite para a participacéo dele/a se deve ao fato do mesmo ser diagnosticado com o Transtorno
do Espectro Autista (TEA) e estar em acompanhamento pela equipe do CER/APAE. Além disso, o
participante ndo podera ter recebido transfusdo sanguinea nos ultimos 90 dias.

Nao poderdo participar da pesquisa os pacientes que possuem o diagndstico, porém nao séo
acompanhados pela equipe do CER/APAE.

O consentimento dele € um ato voluntario, isto €, ndo obrigatério, e ele tem plena autonomia para
decidir se quer ou néo participar, bem como retirar a anuéncia do mesmo a qualquer momento. O
participante ndo tera prejuizo algum caso decida n&o consentir com a participagéo, ou desistir da
mesma. Contudo, ela é muito importante para a execugdo da pesquisa. Serdo garantidas a
confidencialidade e a privacidade das informagbes prestadas pelo participante.

Qualquer dado que possa identificar o participante sera omitido na divulgagdo dos resultados da
pesquisa, e o material sera armazenado em local seguro. A qualquer momento, durante a pesquisa,
ou posteriormente, o responsavel e/ou participante poderao solicitar do pesquisador informacdes
sobre a participagao e/ou sobre a pesquisa, 0 que podera ser feito através dos meios de contato
explicitados neste Termo.

A participagao dele consistird em uma coleta de 5 mL sangue total sem tratamento e 3 mL de sangue

total com anticoagulante. As amostras serdo armazenadas para a realizagdo da pesquisa da
atividade da enzima G6PD e dos marcadores enzimaticos e nao enzimaticos. A coleta tera duragao
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de, aproximadamente, 5 minutos e o material bioldégico sera armazenado de modo que apenas a
equipe de pesquisa tera acesso, bem como os dados do participante.

Ao final da pesquisa, todo material sera mantido em arquivo, sob guarda e responsabilidade do
pesquisador responsavel, por pelo menos 5 anos, conforme Resolugdo CNS n° 466/2012.

Existe a possibilidade de que o local da coleta no corpo do participante fique arroxeado, podendo
ocasionar edema e desconforto local. Como forma de minimizagdo, o mesmo podera colocar gelo
durante 15 minutos apds a coleta, além de realizar compressas geladas nas proximas 24 horas no
caso de roxidao. Além disso, ha o risco relacionado a quebra de sigilo das informagdes coletadas
referente aos dados dos participantes. Para isso, sera utilizada uma planilha no Excel para tabulagao
de dados onde a amostra do paciente recebera uma numeracao e somente a equipe de pesquisa
podera ter acesso a esses dados.

O beneficio relacionado com a participagao nesta pesquisa € a contribuicdo com a sociedade
vinculada com a possibilidade de muitos pacientes diagnosticados com TEA serem auxiliados através
de diagndsticos precoces e procedimentos terapéuticos eficazes de forma a ajudar de forma direta os
pacientes e seus familiares. Ha ainda a contribuigdo com a sociedade, tanto pela elucidagao cientifica
e auxilio aos profissionais envolvidos no atendimento destes pacientes.

A participagdo dele/a nao tera custo, sendo todo o processo de forma gratuita. Em caso de gastos
decorrentes da participagéo na pesquisa relacionados a transporte e alimentagao, o participante (e
seu acompanhante, se houver) sera ressarcido, porém as coletas serao feitas preferencialmente em
dias em que o ele/a ja tenha atendimento marcado no CER/APAE. Em caso de eventuais danos
decorrentes da participagdo na pesquisa, o participante sera indenizado.

Rubrica Responsavel

Rubrica Pesquisador

Os resultados desta pesquisa serdo divulgados em palestras dirigidas ao publico participante,
relatérios individuais para os entrevistados, artigos cientificos e no formato de dissertagao/tese.

Este termo é redigido em duas vias, sendo que uma ficara com o participante e outra com o
pesquisador. Em caso de duvidas quanto a sua participagao, o responsavel e/ou participante pode
entrar em contato com o pesquisador responsavel através do email iaraduenhagaranhani@gmail.com,
do telefone (67) 984881007, ou por meio do endereco Rua Araujo Lima, 315, bairro Vilas Boas, CEP:
79051330, Campo Grande — MS.

Em caso de duvida quanto a condugéo ética do estudo, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMS (CEP/UFMS), localizado no Campus da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, prédio das Pro-Reitorias ‘Hércules Maymone’ — 1° andar, CEP: 79070900. Campo Grande — MS;
e-mail: cepconep.propp@ufms.br; telefone: 67-3345- 7187; atendimento ao publico: 07:30-11:30 no
periodo matutino e das 13:30 as 17:30 no periodo vespertino. O Comité de Etica é a instancia que
tem por objetivo defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade
e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Dessa forma, o comité
tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa respeite 0s
principios éticos de protecao aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da ndo maleficéncia,
da confidencialidade e da privacidade.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu,

, de forma livre e esclarecida, manifesto meu
consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi copia deste termo de consentimento, e
autorizo a realizagédo da pesquisa e a divulgagéo dos dados obtidos neste estudo.

Campo Grande, / /

Telefone:

Participante:
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Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador
Renata Trentin Perdomo
Telefone de contato/Whats: (67) 98403-7393
Email: renata.trentin@ufms.br
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Av. Costa e Silva, s/n° — Bairro Universitario
CEP: 79070-900 — Campo Grande — MS

ANEXO B — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA
GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE (G6PD) E ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM O TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)”, coordenada por lara
Duenha Garanhani. Seus pais ou responsaveis permitiram que vocé participe.

Para a pesquisa vamos precisar pegar um pouquinho de sangue no seu dedo para procurar uma
enzima chamada G6PD e alguns outros constituintes relacionados ao estresse oxidativo.

Vocé nao precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu, nao tera problema nenhum se
desistir.

A pesquisa sera feita no CER/APAE (CENTRO ESPECIALIZADO EM REABILITACAO DA APAE DE
CAMPO GRANDE) localizado na rua Carlinda Tognini, 251 - Vila Progresso, Campo grande - MS,
79050-140, onde uma enfermeira deste estabelecimento ir4 coletar 2 tubinhos (8 mL) do seu sangue,
utilizando uma seringa, no dia em que vocé possuir uma consulta particular agendada no CER/APAE
para que ndo necessite vir em outro horario. A coleta sera segura, mas é possivel que fique arroxeado.
Caso isso acontega, vocé pode colocar uma compressa de gelo em cima do local.

Mas ha coisas boas que podem acontecer, como ajudar outros pacientes diagnosticados com
Transtorno do Espectro Autista (TEA) na descoberta de possiveis tratamentos.

Caso aconteca algo de errado, vocé pode ligar para o telefone (67) 98488-1007 da pesquisadora lara
Duenha Garanhani, além disso, se precisar de alguma ajuda vocé pode entrar em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) localizado na Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul. Vocé pode pedir ajuda dos seus pais ou responsaveis para fazer isso.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos para outras pessoas, nem
daremos as suas informagdes para pessoas estranhas. Os resultados da pesquisa serdo publicados,
mas sem identificar as criangas que participaram. Caso vocé queira saber os resultados da pesquisa
podera falar com a pesquisadora lara através do numero de telefone.
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Vocé possui a garantia de indenizacao diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa estabelecida
pela Resolugdo n° 466/2012, isso significa que se alguma coisa ruim acontecer vocé podera ser
ajudado na hora de resolver esses problemas.

EU ACEITO PARTICIPAR EU NAO ACEITO PARTICIPAR

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa “AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA
GLICOSE-6-FOSFATO-DESIDROGENASE (G6PD) E ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES
DIAGNOSTICADOS COM O TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)".

Entendi o que pode acontecer de ruim.

Entendi que posso aceitar participar, mas se eu ndo quiser mais, posso dizer “n&o” e desistir de fazer
parte da pesquisa sem ninguém ficar chateado comigo.

Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0s meus pais ou responsaveis.
Recebi uma coépia deste termo de assentimento, li e concordo em participar da pesquisa.

Campo Grande, / /

Assinatura do menor Assinatura do pesquisador responsavel
HORA DA COLETA - Como vamos coletar seu sangue!

1°: Vamos limpar seu dedinho com alcool 70%:
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2°: Vamos colocar uma agulhinha para tirar um pouco de sangue:



4°: Prontinho!
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