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RESUMO

DE SANT'ANNA, J.D. A modulagao terapéutica da microbiota intestinal no
transtorno do espectro autista. 2024. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

Introdugao: A comunicagao entre o intestino e o cérebro é complexa e bidirecional.
Modulagdes intestinais influenciam aspectos cognitivos, o que proporciona um novo
campo de estudo para doengas neuroldgicas como o Transtorno do Espectro Autista
(TEA). Um regulador chave do eixo intestino-cérebro € a microbiota intestinal.
Objetivo: Analisar criticamente os estudos que almejam, através da modulagéo da
microbiota intestinal, melhorar a qualidade de vida de pessoas com TEA. Material e
Métodos: Foi realizada uma revisdo bibliografica no banco de dados PubMed,
levantando artigos sobre estudos intervencionistas, com as palavras chave:
(("microbiome"[All Fields] OR "microbiota"[All Fields]) AND ("autism spectrum
disorder"[All Fields] OR "autistic disorder"[All Fields] OR "asperger syndrome"[All
Fields] OR "pervasive developmental disorder not otherwise specified"[All Fields])
NOT ("oral microbiota"[All Fields] OR "oral microbiome"[All Fields]) AND (“adaptive
clinical trial’[Publication Type] OR “clinical study’[Publication Type] OR “clinical
trial”[Publication Type] OR “controlled clinical trial’[Publication Type] OR “randomized
controlled trial’[Publication Type])). Resultados: Foram selecionados doze estudos
reportando resultados de ensaios clinicos com as intervengdes: probidticos,
suplementos, transplante de microbiota fecal e uma molécula sintética. Sete estudos
reportaram melhora significativa em sintomas comportamentais, e quatro estudos
também reportaram melhora significativa em sintomas gastrointestinais. Conclusao:
Apesar dos resultados positivos observados, ainda ha um extenso caminho a ser
percorrido na determinagdo de uma modulagéo terapéutica da microbiota intestinal
para o TEA. Deve-se investir em mais estudos duplo-cego, randomizados e
controlados por placebo, com tratamento de longa duracdo e acompanhamento

subsequente.

Palavras-chave: microbiota; microbioma; eixo intestino-cérebro; Transtorno do
Espectro Autista (TEA)



ABSTRACT

DE SANT'ANNA, J.D. Therapeutic modulation of the gut microbiota in autism
spectrum disorder. 2024. Pharmacy-Biochemistry Final Paper - Faculty of

Pharmaceutical Sciences — University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2024.

Introduction: The communication between the gut and the brain is complex and
bidirectional. Gut modulations influence cognitive aspects, which provides a new field
of study for neurological diseases such as Autism Spectrum Disorder (ASD). A key
regulator of the gut-brain axis is the gut microbiota. Objective: To critically analyze
studies that aim to improve the quality of life of people with ASD through modulation
of the gut microbiota. Material and Methods: A literature review was conducted in
the PubMed database, gathering articles on interventional studies using the
keywords: (("microbiome"[All Fields] OR "microbiota"[All Fields]) AND ("autism
spectrum disorder"[All Fields] OR "autistic disorder"[All Fields] OR "asperger
syndrome"[All Fields] OR "pervasive developmental disorder not otherwise
specified"[All Fields]) NOT ("oral microbiota"[All Fields] OR "oral microbiome"[All
Fields]) AND (“adaptive clinical trial’[Publication Type] OR “clinical study’[Publication
Type] OR “clinical trial’[Publication Type] OR “controlled clinical trial’[Publication
Type] OR “randomized controlled trial’[Publication Type])). Results: Twelve studies
reporting results of clinical trials with the following interventions were selected:
probiotics, supplements, fecal microbiota transplantation and a synthetic molecule.
Seven studies reported significant improvement in behavioral symptoms, and four
studies also reported significant improvement in gastrointestinal symptoms.
Conclusion: Despite the positive results observed, there is still a long way to go in
determining a therapeutic modulation of the gut microbiota for ASD. More
double-blind, randomized, placebo-controlled studies with long-term treatment and

subsequent follow-up should be invested in.

Keywords: microbiota; microbiome; gut-brain axis; Autism Spectrum Disorder (ASD)
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1. INTRODUGAO

O transtorno do espectro autista (TEA) pode ser definido como um conjunto
de déficits na comunicagao social, além de comportamentos motores repetitivos e
incomuns (LORD et al., 2018). Com a revisdo mais atual apontando uma estimativa
global de prevaléncia mediana de TEA como sendo 65 a cada 10.000 pessoas
(ZEIDAN et al., 2022), tem-se uma parcela da populagdo com necessidades unicas
a serem atendidas pelos governos e sistemas de saude, considerando ainda a
grande heterogeneidade apresentada pelos portadores deste disturbio de
neurodesenvolvimento (LORD et al., 2020).

Embora haja uma maior sensibilizacdo do publico sobre o transtorno,
mudangas nos critérios de diagndstico e melhor desempenho dos métodos de
rastreio (HIROTA; KING, 2023), ainda ha muitas lacunas a serem preenchidas, tais
como: uma melhor relagdo entre os fatores de risco genéticos e ambientais ja
descritos e a aplicagdo pratica de tais resultados (LORD et al, 2018), seja em
relacdo ao diagnostico ou ao tratamento da TEA. Dessa maneira, tem-se que o
diagnostico é feito somente através de uma avaliagdo da apresentagao
comportamental (LORD et al., 2020, p.9), e até o momento n&o foram descobertos
biomarcadores especificos para o transtorno (HIROTA; KING, 2023). Ja a primeira
linha de tratamento séo intervengdes comportamentais, enquanto a farmacoterapia
€ utilizada apenas em casos de associacdo com outras doencgas. Nao obstante, em
comparagao com pessoas neurotipicas, individuos com TEA tém maiores taxas de
depressao, ansiedade, disturbios do sono e epilepsia (HIROTA; KING, 2023).

O estudo de metanalise conduzido por McElhanon et al. (2014) descreveu
que criangas com TEA apresentam significativamente mais sintomas
gastrointestinais (Gl) do que grupos comparativos, com altas taxas de diarreia,
constipacado e dor abdominal. Nao s6 disturbios Gl sao prevalentes no TEA, como
sdo frequentemente negligenciados, podendo acarretar em complicagbes como
dificuldade de sono e disturbios psicolégicos devido ao ndo tratamento (MADRA,
RINGEL; MARGOLIS, 2020).

Por outro lado, o estudo sobre a interagao intestino-cérebro concentrou-se no
funcionamento da digestdo e no controle da saciedade (CRYAN et al., 2019).

Todavia, estudos pré-clinicos e clinicos evidenciaram a bidirecionalidade do eixo
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intestino-cérebro, sua importancia para a homeostase corporal e seus efeitos
cognitivos e psicoldgicos (MAYER, 2011). Deste modo, a relagao intestino-cérebro
passou a ser um dos alvos no estudo de doencgas psiquiatricas - como depressao e
ansiedade - e neuroldgicas - como Parkinson e TEA (CRYAN et al., 2019).

Nas ultimas décadas um regulador chave do eixo intestino-cérebro vem
ganhando destaque: os trilhdes de microrganismos que habitam o intestino
(CRYAN et al., 2019). A microbiota intestinal é capaz de se comunicar com o
cérebro de maneira direta, por meio de moléculas de sinalizacdo imunoldgicas
oriundas da membrana de microrganismos ou de microbios intactos; ou ainda por
meio de metabdlitos neuroativos produzidos pela microbiota a partir de moléculas
provenientes da dieta ou do hospedeiro. Tal comunicagdo também se da de
maneira indireta, com a microbiota influenciando a modulacdo de moléculas
neuronais, imunologicas e neuroenddcrinas oriundas do intestino. (MAYER,;
NANCE; CHEN, 2022)

Desta forma, houve a ampliagdo da visdo médica, ao considerar que ha um
sistema de interagcbes, a triade intestino-cérebro-microbiota (ICM) (MAYER;
NANCE; CHEN, 2022), estabelecendo uma nova fronteira de pesquisa sobre a
influéncia do microbioma no organismo humano, e qual o seu papel na
fisiopatologia de doencas intestinais, psiquiatricas e neuroldgicas. Sendo assim, 0os
estudos sobre o transtorno do espectro autista ganham uma nova oportunidade de

avancgo ao incluir o papel da microbiota em sua equagao.

1.1. A microbiota intestinal

Ha um microbioma distinto em quase todos os nichos do corpo humano,
contudo, a microbiota intestinal se destaca dos demais locais por ser o habitat da
maioria dos microrganismos: o colon € o 6rgao com maior densidade bacteriana,
uma concentragdo tipica de 10" bactérias/ml de conteido (SENDER; FUCHS;
MILO, 2016). Esse ecossistema complexo afeta imensamente a fisiologia do corpo
humano, uma vez que expande o genoma funcional, sintetizando proteinas
enzimaticas nao codificadas pelo hospedeiro e produzindo diversos metabdlitos
(KHO; LAL, 2018).

A contribuicdo da microbiota intestinal para seu relacionamento simbidtico
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com o hospedeiro é multifacetada: esses microbios comensais aumentam a
eficiéncia metabdlica do hospedeiro, promovem resisténcia a colonizagdo por
patdgenos, influenciam a permeabilidade da barreira intestinal e auxiliam no
desenvolvimento e na regulagdo da resposta imunolégica, mantendo um equilibrio
entre defesa e tolerancia (KHO; LAL, 2018). Além, é claro, da ja mencionada
contribuigdo na comunicacgao entre o intestino e o cérebro.

Um aspecto importante para um microbioma saudavel é a estabilidade de sua
comunidade, ou seja, sua resisténcia a mudancgas diante de estresses ecoldgicos e
sua resiliéncia para retornar a um estado de equilibrio apés uma perturbacéo -
ainda que, no caso desse ecossistema tdao complexo, ndo idealiza-se a
manutencdo de populagdes especificas, mas sim de determinados genes e vias
metabdlicas (BACKHED et al., 2012). Assim, caso esse equilibrio seja perdido,
ocorre uma disbiose, em que o funcionamento normal da microbiota é prejudicado,
podendo haver a selegcdo de patobiontes e a produgao desregulada de metabdlitos

derivados de micrébios prejudiciais ao hospedeiro (KHO; LAL, 2018).

1.2. Metagendmica

A metagendmica € o estudo dos genomas de comunidades microbianas
inteiras, sem o cultivo em laboratério (CLARK; PAZDERNIK, 2016). No caso da
microbiota intestinal, as amostras fecais sdo as mais utilizadas na analise, por
conter uma grande diversidade dos microrganismos presentes no intestino
(ALLABAND et al., 2018). Em seguida, realiza-se a extracdo de DNA e seu
sequenciamento, no intuito de estudar tanto a diversidade taxonémica quanto a
funcional da microbiota (ALLABAND et al.,, 2018). Um método comum nas
pesquisas de microbioma é o sequenciamento por amplificacdo de regides
especificas, como o gene 16S rRNA, um componente do ribossomo de organismos
procarioticos e um gene universal em bactérias e arqueias (ALLABAND et al.,
2018; HAO et al, 2017). Uma alternativa mais recente e abrangente é o
sequenciamento por shotgun, um método que fragmenta todo o genoma em
pequenos pedagos de DNA, sequencia esses fragmentos e reorganiza-os de
acordo com sobreposicdes identificadas por um software (GREEN, 2020). De toda

forma, apés o sequenciamento, os dados brutos sdo processados por meio de
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ferramentas de bioinformatica e os resultados sao analisados estatisticamente para
identificar padrdoes significativos e associagcbes com condicdes de saude
(ALLABAND et al., 2018; HAO et al., 2017). Dentre as analises de nivel superior,
ha duas medigdes muito comuns de biodiversidade microbiana, denominadas alfa

e beta diversidade (Tabela 1).

Tabela 1 — Definicdes de diversidade alfa e beta

Conceito Mensuragao
diversidade alfa Medida da riqueza de espécies de Numero de espécies presentes na
uma comunidade especifica comunidade

diversidade beta Medida da diferenca na diversidade = Numero total de espécies que sao
de duas ou mais comunidades Unicas para cada um dos
ecossistemas comparados

Definicbes de medidas de biodiversidade utilizadas em estudos do microbioma (PARK, 2007).

1.3. Relagao entre TEA e microbioma

Sao muitos os fatores capazes de modular o eixo ICM, tais como a genética,
o tipo de parto, a dieta e o ambiente (CRYAN et al., 2019). Dessa forma, modelos
pré-clinicos desempenham o importante papel de permitir o estudo das alteragdes
no microbioma e sua relagdo com o hospedeiro em condi¢des controladas
(ALAMOUDI et al., 2022). Alias, grande parte das pesquisas que relacionam a
microbiota intestinal ao comportamento social foram realizadas em modelos de
roedores (NEEDHAM; TANG; WU, 2018).

Uma ferramenta bastante utilizada em estudos pré-clinicos de microbioma, é
o uso de roedores “livres de germes”, denominado em inglés de germ-free (GF).
Neste sistema € possivel controlar a microbiota do hospedeiro, usando
colonizagdes microbianas definidas, e/ou oriundas de amostras selecionadas, para
estudar seus efeitos no hospedeiro (de baixo para cima) (NEEDHAM; TANG; WU,
2018). Tais estudos demonstraram que camundongos GF colonizados com a
microbiota fecal de individuos com TEA apresentaram sintomas comportamentais
enquanto que camundongos GF colonizados com a microbiota de individuos
neurotipicos apresentam comportamento normal (SHARON et al, 2019).

Outra abordagem para estudos pré-clinicos envolve o estudo de

camundongos que expressam mutagcbes em genes ja comprovadamente
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associados ao transtorno, tal qual o camundongo SHANK3 knockout (KO), cujo
fendtipo € um comportamento de limpeza repetitiva e interesse reduzido em novos
camundongos (NEEDHAM; TANG; WU, 2018). A expressao da proteina SHANKS3
nao se restringe ao sistema nervoso central, sendo também expressa no epitélio Gl
(SAUER et al, 2019). Além disso, camundongos SHANK3 KO apresentam uma
composicao alterada da microbiota (SAUER et al, 2019) - mais uma evidéncia da
relacao autismo-microbiota.

Para além das evidéncias pré-clinicas, varios estudos clinicos recentes
apontam para uma microbiota intestinal alterada - uma disbiose - em individuos
autistas. No entanto, os resultados desses estudos variam e frequentemente sao
contraditérios, o que dificulta a definicdo de uma composi¢ao microbiana especifica
associada ao TEA. As inconsisténcias aparecem nos niveis de filo, género e

espécie, assim como nas diversidades alfa e beta (HUGHES et al., 2018).

1.4. Investigacao da disbiose

Tanto estudos clinicos quanto pré-clinicos sugerem que a disbiose observada
no TEA pode estar associada a mudangas em vias metabdlicas e no sistema
imunoldgico, tanto no intestino quanto no cérebro (CHERNIKOVA et al., 2021).
Hughes; Rose & Ashwood (2018) e Chernikova et al. (2021) destacam em suas
revisdes as vias metabdlicas do triptofano, aminoacido essencial para a sintese do
neurotransmissor serotonina e portanto, capaz de afetar a fungcdo e o
comportamento cerebral. O triptofano proveniente da dieta pode ser metabolizado
por trés vias principais: as vias metabdlicas da serotonina, da quinurenina (QUIN) e
do indol, sendo que o equilibrio entre a produgdo de serotonina e QUIN é
modulado pela microbiota intestinal, enquanto que os derivados de inddis
dependem da agdo da enzima triptofanase, presente em apenas determinados
microorganismos (HUGHES; ROSE; ASHWOOD, 2018). Diante disso, filos,
géneros e espeécies ligados a produgéo de inddis e seus derivados, envolvidos no
metabolismo do triptofano, foram associados ao desenvolvimento de TEA e
disturbios neuropsiquiatricos relacionados. (CHERNIKOVA et al., 2021)

Outro mecanismo estudado sdo os acidos graxos de cadeia curta (AGCC),

produzidos na fermentagcdo de fibras alimentares pela microbiota intestinal.



12

Metabdlitos de AGCC geralmente sdo benéficos para o hospedeiro, porém alguns
AGCC, como o acido propidnico, podem ser neurotdxicos em altas concentragoes,
comprovadamente capazes de causar anormalidades comportamentais em
modelos de roedores (HUGHES; ROSE; ASHWOOD, 2018). Ademais, os AGCC
podem promover a expansao das células T reguladoras periféricas (Treg),
modificando a imunidade intestinal ao promover a tolerancia, bem como influenciar
as proteinas da jungado estreita e a fungdo da barreira intestinal. Dessa maneira,
alteragdes na producdo de AGCC podem contribuir para uma desregulagao
imunoldgica no intestino, o que pode provocar uma inflamagédo periférica
(HUGHES; ROSE; ASHWOOD, 2018).

Os mecanismos que compdem o eixo ICM e suas possiveis conexdes com o
autismo envolvem vias neuroimunes, a comunicagado neural através do nervo vago
— mediada pela sinalizacdo hormonal e pela liberagdo de neurotransmissores por
células enddcrinas intestinais e células imunologicas —, além da influéncia de
metabolitos e neurotransmissores oriundos da microbiota (HUGHES; ROSE;
ASHWOOD, 2018) (Figura 1).

Figura 1 — Mecanismos do eixo Intestino-Cérebro-Microbiota

eixo HPA
CRH

+
ACTH
\ Cortisol

Q%
0f |
oy |

o|ololo/o|o\ON

-+—©

0 ©/olsols 0005%
hr '
e o (®

Mecanismos que levam a alteragado da barreira intestinal, ativacdo de células imunes e liberagao de
citocinas pro-inflamatérias, além de impactarem a comunicagédo com o sistema nervoso central.
AGCC= acidos graxos de cadeia curta; EC = células enterocromafins;Treg = célula T reguladora; JE
= jungOes estreitas; HPA = hipotalamo-pituitaria-adrenal; CRH = horménio liberador de
corticotropina; ACTH = horménio adrenocorticotréfico; Trp = triptofano; 5-HT = serotonina.
Imagem traduzida de Hughes; Rose & Ashwood (2018).
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1.5. Evidéncias clinicas
Diante das relacbes estabelecidas e das hipdteses mecanisticas sobre papel
da microbiota no autismo, intervengdes que visam a modulagdo da microbiota, tais
como o uso de probidticos, prebidticos e transplante de microbiota fecal
apresentam potencial para melhorar os sintomas comportamentais e comorbidades
em pacientes com TEA. Atualmente, consta no banco de dados ClinicalTrials.gov,
da National Library of Medicine, 49 ensaios clinicos de TEA relacionados a
microbiota intestinal, sendo 73,5% dos estudos intervencionistas
(CLINICALTRIALS.GOV, 2024).
Nesta revisdo, serdo analisados criticamente artigos sobre ensaios clinicos
que utilizam a microbiota como estratégia terapéutica para assegurar mais

qualidade de vida aos individuos no espectro autista.
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2. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho é construir uma revisdo da literatura cientifica,
incluindo os dados mais atuais e significativos a respeito de tratamentos para o

transtorno do espectro autista envolvendo a modulagdo do microbioma intestinal.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estratégias de pesquisa

Realizou-se uma revisdo com a pergunta direcionadora “Intervir na microbiota
intestinal é benéfico para criancas e adolescentes com TEA?”. Os critérios PICOS
(MOHER et al., 2009) foram utilizados para guiar a busca, e estdo descritos na

tabela 2.
Tabela 2 — Critérios de elegibilidade PICOS

Parametro Critério
Participantes Criangas/adolescentes/jovens adultos com transtorno do espectro autista
Intervencgéo Modulagdo da microbiota intestinal através do uso de probidticos,

prebidticos, bioativos, transplante fecal, alteragao dietética, farmacos

Comparacao Criangas/adolescentes/jovens adultos de fora do espectro ou ainda
Criangas/adolescentes/jovens adultos com TEA n&o expostas a
intervengao ou que receberam placebo

Resultados Melhora em pelo menos um dos critérios associados ao autismo
definidos pelo DSM-5: comportamentos repetitivos, dificuldade de
comunicacgao e déficits de socializagao.

Diminuigdo de problemas gastrointestinais.

Desenho de estudo Estudos clinicos intervencionistas

DSM-5 = Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, quinta edi¢ao.

A pesquisa foi conduzida no PubMed, sendo os termos de pesquisa
inicialmente definidos como: ("microbiome" OR "microbiota") AND ("autism spectrum
disorder" OR "autistic disorder" OR "asperger syndrome" OR "pervasive
developmental disorder not otherwise specified" OR "childhood disintegrative
disorder") NOT ("oral microbiota" OR "oral microbiome"). Para refinar a pesquisa
com apenas o tipo de estudo desejado, utilizou-se a ferramenta Query, isto é, filtros
predefinidos fornecidos pela base de dados. Dessa maneira, os termos de busca
definitivos foram: (("microbiome"[All Fields] OR "microbiota"[All Fields]) AND
("autism spectrum disorder"[All Fields] OR "autistic disorder"[All Fields] OR
"asperger syndrome"[All Fields] OR "pervasive developmental disorder not otherwise
specified"[All Fields]) NOT ("oral microbiota"[All Fields] OR "oral microbiome"[All
Fields]) AND (“adaptive clinical trial’[Publication Type] OR “clinical study”[Publication
Type] OR “clinical trial’[Publication Type] OR “controlled clinical trial’[Publication
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Type] OR “randomized controlled trial’[Publication Type])).

Ressalta-se que, a partir da quinta edicdo do Manual Diagnéstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), da Associagdo Americana de
Psiquiatria (APA), varios subgrupos de Transtorno Global de Desenvolvimento,
como "transtorno autista", "transtorno de Asperger", "transtorno global do
desenvolvimento ndo especificado de outra forma" e "transtorno desintegrativo da
infancia", descritos pela edigdo anterior, DSM-4, passaram a integrar um unico
diagndstico, sob o termo guarda-chuva "transtorno do espectro autista" (LAl et al.,
2013). Dessa maneira, tais categorias foram consideradas como sindnimos para a

pesquisa de revisao.

3.2. Critérios de inclusao e de exclusao

Os critérios de inclusdo para estudos elegiveis foram: ensaios clinicos
prospectivos ou retrospectivos, estudos intervencionais, com criangas, adolescentes
e/ou jovens adultos de até 25 anos. Nao houve restricdo de periodo de publicagéo.
Os critérios de exclusdo foram: estudos comparativos e observacionais sem
intervengdo, ensaios com animais, artigos de revisao, pesquisas que nao
apresentaram resultados até a data de publicagao, e artigos sem acesso completo

disponivel.

3.4. Coleta e analise dos dados

As seguintes informacgdes foram extraidas de cada estudo: primeiro autor, ano
da publicagdo, pais, desenho do estudo, intervencdo e duracdo do tratamento,
tamanho da amostra, faixa etaria dos participantes, métodos para avaliacdo da
melhora sintomatica, métodos para analise da microbiota, exames laboratoriais,

intervencgdes, resultados.
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4. RESULTADOS

4.1. Selegao de estudos

Através dos termos de busca iniciais, foram identificados 897 estudos no
PubMed até 25 de agosto de 2024. Apéds a aplicagao dos filtros, restaram 27 estudos
elegiveis para a revisdo. Dos artigos elegiveis foram excluidos 12 artigos: dois
devido a indisponibilidade de acesso completo pela Universidade de Sao Paulo; trés
por ndo apresentarem nenhum tipo de intervengao; quatro por ndo possuirem
resultados, sendo que um desses incluia participantes adultos com mais de 25 anos;
e trés por nao terem foco direto na modulacdo da microbiota como parte da

intervencao.

Figura 2 — Fluxograma para selegao de estudos
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4.2. Caracteristicas dos estudos incluidos

Os quinze artigos incluidos foram publicados entre 2015 e 2024, sendo que
alguns estudos sao continuagao de outros. No caso, ha trés artigos sobre a pesquisa
de KANG et al. (2017, 2019, 2020), além do estudo de SHERMAN et al. (2022) que

sucede o de KONG et al. (2021). Os desenhos de estudos e intervengdes podem ser
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conferidos na Tabela 3, assim como o pais de origem do trabalho, a duragdo do
tratamento, niumero de participantes e sua faixa etaria.

Acerca do tamanho amostral final de cada estudo (Figura 3), isto €, excluindo
os participantes que se retiraram antes da conclusdo da pesquisa, tem-se que o
maior numero de participantes para um grupo de intervencao foi de 40 pessoas na
pesquisa de Partty et al. (2015), enquanto o menor foi de sete pessoas, em duas
pesquisas distintas (WANG et al., 2020; ALLAN et al., 2024). Na figura 4, tem-se o
comparativo do tamanho amostral inicial e o final de cada ensaio clinico da revisao,
com o estudo de Allan et al. (2024) apresentando a menor taxa de adeséo.

Ja na Tabela 4, apresenta-se as avaliagcbes empregadas para analisar os
desfechos sintomaticos dos participantes - levando em consideragdo se o0s
questionarios foram respondidos pelos pais/responsaveis dos participantes ou por
profissionais clinicos -, além das analises laboratoriais utilizadas para avaliar a

modulacao do microbioma.

Figura 3 — Tamanho amostral final dos estudos selecionados
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Os estudos agrupados numa mesma coluna utilizaram a mesma amostra. Grafico elaborado no Excel
com dados extraidos dos artigos selecionados.
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Duragiao do Nimero de Faixa
Estudo Pais Desenho Intervencdo tratamento . . . etaria
participantes
(semanas) (anos)
PARTTY et al, Finlandia  randomizado, probidtico 26,1 75 0,5-13
2015 duplo-cego e
controlado por placebo
KANG et al, Estados aberto, com grupo TMF 10 38 7-16
2017 Unidos controle
GRIMALDI et Reino randomizado, prebiotico 6 26 4-11
al, 2018 Unido duplo-cego e
controlado por placebo
SANCTUARY Estados randomizado, probidtico e 5 8 2-11
et al, 2019 Unidos duplo-cego e cruzado PCB
KANG et al, Estados aberto, sem grupo TMF 10 18 7-16
2019 Unidos controle
LIU etal, 2019  Taiwan/ randomizado, probidtico 4 71 7-15
China duplo-cego e
controlado por placebo
ARNOLD etal, Estados simples-cego, probidtico 8 10 3-12
2019 Unidos randomizado e
cruzado
WANG et al, China duplo-cego, controlado  probidtico e 15,4 11 2-8
2020 (fase 2) por placebo FOS
KANG et al, Estados aberto, sem grupo TMF 10 18 7-16
2020 Unidos controle
KONG et al, Estados randomizado, probidtico e 28 27 3-20
2021 Unidos duplo-cego e ocitocina
controlado por placebo
STEWART Nova aberto, sem grupo adsorvente 8 24 12-17
CAMPBELL et  Zelandia controle de carbono
al, 2022 e
Australia
SHERMAN et Estados randomizado, probidtico 16 27 3-25
al, 2022 Unidos duplo-cego e
controlado por placebo
RAGHAVAN et india randomizado, aberto, polissacarid 12,8 13 3-18
al, 2023 com grupo controle eo beta
glucano
ALLAN et al, Estados aberto, sem grupo dieta 17,4 7 7-19
2024 Unidos controle cetogénica
HRNCIAROVA Republica randomizado, extrato de 13 27 3-7
et al, 2024 Tcheca duplo-cego e sangue
controlado por placebo  bovino

*Refere-se a soma de todos os participantes, tanto de grupo de intervengéo quanto de grupo controle,
que completaram o estudo. PCB = produto de colostro bovino. FOS = frutooligossacarideos. TMF =
transplante de microbiota fecal.
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Figura 4 — Variagao do tamanho amostral
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Grafico elaborado no Excel com dados extraidos dos artigos selecionados.



21

Tabela 4 — Metodologias analiticas dos artigos selecionados

Avaliagoes Gl e

Estudo Intervengao ) Analises laboratoriais
comportamentais
PARTTY et al, Lactobacillus ICD-10 amostras de fezes
2015 rhamnosus GG detecgao e quantificagéo
bacteriana
amostras de sangue
tipo de grupo sanguineo
secretor
KANG et al, Terapia de ABC* amostras de fezes e swabs fecais
2017; KANG et transferéncia de ADI-R detecgao e quantificagédo
al, 2019; KANG microbiota CARS bacteriana
et al, 2020 Escala de fezes diversidade microbiana
de Bristol* sequenciamento de DNA viral
GSRS* analise metabdlica
PGI-III* amostras de sangue
SRS* analise metabdlica
VABS-II*
GRIMALDI et Bimuno® AQ* amostras de fezes
al, 2018 galactooligossacarideo ATEC* detecgao e quantificagédo
Diarios de sono* bacteriana
Escala de fezes diversidade microbiana
de Bristol* analise metabdlica
EQ-SQ* atividade bifidogénica
Questionarios de amostras de urina
funcéo e sintomas analise metabdlica
GI*
Registros de diario
alimentar*
SCAS-P*
SANCTUARY Bifidobacterium ABAS-II* amostras de fezes
et al, 2019 infantis ABC* deteccao e quantificagéo
Produto de colostro Escala de fezes bacteriana
bovino de Bristol* diversidade microbiana
GIH* analise metabdlica
QPGS-RIII*
RBS-R*
LIU et al, 2019 Lactobacillus ABC-T* Nao aplicavel
plantarum PS128 CBCL*
CGl-l
CGI-S
SNAP-IV*

SRS*
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Avaliagées Gl e

Estudo Intervengao . Analises laboratoriais
comportamentais
ARNOLD et al, VISBIOME® ABC* amostras de fezes
2019 8 espécies Avaliagao de deteccao e quantificagéo
probidticas, sintomas alvo** bacteriana
principalmente CSHQ-A* diversidade microbiana

WANG et al,
2020 (fase 2)

KONG et al,
2021;
SHERMAN et
al, 2022

STEWART
CAMPBELL et
al, 2022

Lactobacillus e
Bifidobacterium

Duas espécies de
Bifidobacterium

Duas espécies de
Lactobacillus
Frutooligossacarideos

Lactobacillus
plantarum PS128
Ocitocina

Molécula AB-2004

PedsQL-modulo
gastrointestinal®
PSI*
PRAS-ASD*
SRS*

6-GSI*
ATEC*

ABC*
CaGl
GSI*
SRS*

6-GSI*
ABC*
BSS*
CASI-5*
CGlI-l
CGI-S
GSRS*
NRS*
PARS
RBS-R*
SRS-2*
VABS-3

abundancias familiares
relativas

amostras de sangue
niveis de alfa-sinucleina
melatonina sérica

amostras de fezes
deteccao e quantificagéo
bacteriana
diversidade microbiana
medi¢do de AGCC
amostras de sangue
neurotransmissores
plasmaticos

amostras de fezes
deteccao e quantificagéo
bacteriana
diversidade microbiana
redes de co-ocorréncia
amostras de sangue
marcadores inflamatérios
nivel de ocitocina
autoanticorpos
CO-oximetro
saturagéo de
carboxiemoglobina

amostras de sangue
analise metabdlica

amostras de urina
analise metabdlica

ressonancia magnética funcional
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Avaliagées Gl e

Estudo Intervengao . Analises laboratoriais
comportamentais
RAGHAVAN et Nichi Glucan CARS amostras de fezes
al, 2023 beta glucano CSHQ-A* deteccao e quantificagéo
produzido por bacteriana
Aureobasidium diversidade microbiana
pullulans AFO-202 amostras de sangue
nivel de alfa-sinucleina
nivel de melatonina
ALLAN et al, Oleo de triglicerideo ADOS-2 amostras de fezes
2024 de cadeia média CARS-2 detecgao e quantificagao
bacteriana
diversidade microbiana
quantificagdo do gene da
butirato quinase
amostras de sangue
marcadores inflamatérios
niveis de corpos cetbnicos
HRNCIAROVA Juvenil® CARS-2-Standard amostras de fezes
et al, 2024 aminoacidos livres Version deteccao e quantificagéo
pequenas bacteriana
proteinas diversidade microbiana

oligopeptideos
nucleotideos
fosfolipidios

Questionarios assinalados com asterisco foram respondidos pelos pais/responsaveis dos
participantes, enquanto os demais foram respondidos por profissionais clinicos. **A avaliagao de
sintomas alvo (ARNOLD et al., 2019) foi primeiramente determinada pelos pais/responsaveis com o
auxilio de um clinico, seguida de uma classificagéo feita por um painel de clinicos cegos. 6-GSI| =
Six-item Gastrointestinal Severity Index; ABAS = Adaptive Behavior Assessment System; ABC =
Aberrant Behavior Checklist; ABC-T = Autism Behavior Checklist-Taiwan version; ADOS-2 = Autism
Diagnostic Observation Schedule - 2nd edition; AQ = Autism Spectrum Quotient; ATEC = Autism
Treatment Evaluation Checklist; BSS = Brief Social Skills; CARS = Childhood Autism Rating Scale;
CASI-5 = 5-item Childhood Anxiety Sensitivity Index; CBCL = Child Behavior Checklist; CGl = Clinical
Global Impression; CGI-I = Clinical Global Impression-Improvement; CGI-S = Clinical Global
Impression-Severity; CSHQ-A = Children's Sleep Habits Questionnaire-abbreviated; EQ-SQ =
Empathy and Systemising Quotient; GIH = CHARGE Gastrointestinal History; GSI = Gastrointestinal
Severity Index; GSRS = Gastrointestinal Symptom Rating Scale; ICD-10 = International Classification
of Diseases 10th; PARS = Pediatric Anxiety Rating Scale; PedsQL = Pediatric Quality of Life
Inventory; PGI-Ill = Parent Global Impressions-Ill; PRAS-ASD = Parent-Rated Anxiety Scale for ASD;
PSI = Parenting Stress Index; QPGS-RIIlI = Questionnaire on Pediatric Gastrointestinal
Symptoms-Rome Il Version; RBS-R = Repetitive Behavior Scale-Revised; RBS-R: Repetitive
Behavior Scale-Revised; SCAS-P = Spence’s Children Anxiety Scale-Parent version; SNAP-IV =
Swanson, Nolan, and Pelham-IV-Taiwan version; SRS = Social Responsiveness Scale; VABS =
Vineland Adaptive Behavior Scale.
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4.3. Probiético

De acordo com a definicdo da Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacédo e a Agricultura (FAO), probidticos sdo “microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude
do hospedeiro” (HILL et al., 2014).

No caso, sete artigos optaram por alguma forma de intervengédo com
probioticos, dos quais trés estudos também avaliam uma combinagdo com algum
suplemento.

Partty et al. (2015) apresenta um estudo de acompanhamento, depois de 13
anos, em que é feita a analise do numero de participantes diagnosticados com
Transtorno do déficit de atengdo com hiperatividade (TDAH) e/ou Sindrome de
Asperger (SA), dentre as 75 criangas que receberam, durante os seis primeiros
meses de vida, de maneira randomizada, um probiotico (Lactobacillus rhamnosus
GG) ou placebo. TDAH ou SA néo foi diagnosticado nas criangas que receberam o
probiotico, e foi diagnosticado em seis criangas que receberam placebo, ou seja,
17,1% do grupo controle (p = 0,008).

A composicdo da microbiota intestinal dos participantes foi analisada nas
idades de 3 semanas, 3, 6, 12, 18, 24 meses e 13 anos. Ao comparar o
desenvolvimento composicional da microbiota das criangas com e sem algum dos
transtornos neuropsiquiatricos, observou-se que, durante os seis primeiros meses de
vida, o numero médio de espécies de Bifidobacterium nas fezes das criangas
afetadas era significativamente menor (8,26 + 1,24 log de células/g) do que nas
criangas saudaveis (9,12 + 0,64 log de células/g) (p = 0,03) (Partty et al., 2015).
Todavia, na idade de 13 anos, nao houve diferengas estatisticamente significativas
na composi¢cao da microbiota intestinal.

Sanctuary et al. (2019) traz um ensaio clinico duplo-cego, cruzado e
randomizado, com 8 criangas com TEA e comorbidades Gl, e investiga os seguintes
tratamentos: a combinagcdo de um probiotico (Bifidobacterium infantis) com um
produto de colostro bovino (BCP), que serve como uma fonte de oligossacarideos
prebidticos, e a intervencdo apenas com o BCP. O tratamento conjunto foi
considerado bem tolerado, sendo o efeito colateral mais comum o de gases leves.

Acerca dos sintomas gastrointestinais, de acordo com os testes GIH
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(CHARGE Gastrointestinal History - Historico gastrointestinal de CHARGE) e
QPGS-RIIl (Questionnaire on Pediatric Gastrointestinal Symptoms - Rome Il Version
- Questionario sobre sintomas gastrointestinais pediatricos - Versdao Roma lll)
aplicados aos pais, 87,5% do participantes (7 de 8) apresentaram algum nivel de
melhora nos sintomas durante o tratamento com apenas BCP, enquanto que no
tratamento combinado 100% dos participantes relataram alguma melhora nos
sintomas Gl. Houve uma reducédo na frequéncia de dor associada a evacuacao,
tanto no tratamento exclusivo com BCP (p = 0, 044), quanto no tratamento
combinado (p = 0,020). Entretanto, a outra redugéo sintomatica significativa, isto &,
na frequéncia de diarreia, € observada apenas no tratamento exclusivo (p = 0,021).

Ja a respeito de comportamentos atipicos, foram aplicados os testes ABC
(Aberrant Behavior Checklist — Lista de verificagdo de comportamento aberrante),
RBS-R (Repetitive Behavior Scale-Revised — Escala de comportamento
repetitivo-revisada) e ABAS-Il (Adaptive Behavior Assessment System-Second
Edition — Sistema de Avaliagdo de Comportamento Adaptativo-Segunda Edic¢ao).
Sanctuary et al. (2019) ndo observou nenhuma diferenca nos comportamentos
adaptativos ou repetitivos, com base no teste ABAS-Il e no RBS-R, respectivamente.
Todavia, uma reducgao significativa em certos comportamentos, como irritabilidade (p
= 0,003), estereotipia (p = 0,006) e hiperatividade (p = 0.007), foi observada no
tratamento exclusivo de BCP, de acordo com os resultados do questionario ABC, ao
passo que o tratamento combinado apresentou uma redugéo significativa apenas na
letargia (p = 0,0499).

A analise de diversidade beta, realizada através da Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) baseada em distancias UniFrac ponderadas e ndo ponderadas,
nao revelou alteragdes globais significativas no microbioma fecal, em qualquer um
dos tratamentos.

Ademais, Sanctuary et al. (2019) observou redugao significativa na frequéncia
de células T CD4+ que expressam Interleucina-13 (IL-13) - importante em respostas
alérgicas - no tratamento combinado (p=0,006), e na frequéncia de células T CD8+
que expressam Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) no tratamento com apenas
BCP (p = 0,024), indicios de sinais pro-inflamatorios diminuidos. N&o foram

observadas mudancgas globais nos perfis metabdlitos fecais, urinarios ou séricos de
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acordo com o tratamento.

Liu et al. (2019) realizou um estudo randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo com o probidtico Lactobacillus plantarum PS128. Ao final do estudo
realizado apenas com meninos, 36 criangas haviam recebido o probidtico PS128 e
35, placebo por 4 semanas. Os resultados foram baseados em relatérios clinicos e
questionarios respondidos pelos pais, sem incluir uma analise da microbiota. Para o
teste ABC-T (Autism Behavior Checklist-Taiwan version — Lista de verificacdo de
comportamento aberrante-versdo de Taiwan), apenas observou-se uma tendéncia
de melhora para o aspecto do uso do corpo e de objetos no grupo PS128 (p= 0,04),
enquanto que para a SRS (Social Responsiveness Scale — Escala de Resposta
social), observou-se uma pequena reducédo da pontuagao total no grupo probidtico
(p= 0,04). Com relagdo a CBCL (Child Behavior Checklist — Lista de verificacdo de
comportamento infantil), a pontuagao total no grupo probidtico apresentou diferenga
significativa, com redugdo nas pontuagcdes de ansiedade (P = 0,02) e de
comportamentos de quebra de regras (P = 0,02), ao passo que o grupo placebo
mostrou uma redug¢ao na pontuacao de problemas relacionados a externalizagao (P
= 0,02) - tendéncia n&o observada no grupo probidtico. J& no teste SNAP-IV
(Swanson, Nolan, and Pelham-IV-Taiwan version - Swanson, Nolan e
Pelham-IV-versdo de Taiwan), foram observadas redugdes na pontuagao total (P =
0,01), na hiperatividade e impulsividade (P = 0,04) e na oposi¢ao e desafio (P =
0,045) somente no grupo PS128.

Além disso, os autores dividiram os participantes em dois grupos etarios: 7 a
12 anos e 13 a 15 anos. Tal divisdo evidenciou, no caso das criangcas de menor faixa
etaria, melhoras significativas no questionario SNAP-IV para o grupo PS128 em
comparagao ao grupo probidtico: desatencao (p = 0,03), hiperatividade/impulsividade
(p = 0,02), oposicao/desafio (p = 0,02) e pontuacgao total (p = 0,004), indicando que
as criangas mais novas se beneficiaram mais da suplementagido com o probidtico
PS128.

Kong et al. (2020) realizou um estudo randomizado, duplo-cego, controlado
por placebo com o probidtico Lactobacillus plantarum PS128. O ensaio foi dividido
em 2 estagios: os 27 participantes receberam o probidtico ou um placebo por 28

semanas, € ambos 0s grupos receberam a partir da décima-sexta semana ocitocina
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(OCT), um neuropeptideo produzido pelo hipotalamo, que apresenta papel periférico
como hormoénio, e um papel central como neurotransmissor € neuromodulador.
Assim, a OCT esta envolvida em comportamentos como a formagao de vinculos
afetivos, a confianga, a sociabilidade e a redugcdo da ansiedade (JUREK;
NEUMANN, 2018).

De maneira geral, os autores verificaram uma agao sinérgica do probidtico
com a ocitocina. Através dos testes ABC e SRS observou-se apenas uma tendéncia
de melhora comportamental, no caso do uso combinado do probiético com OCT, na
pontuacgéao total de ABC (p = 0,077), na pontuagédo de comportamento estereotipado
de ABC (p = 0,069), e na pontuacdo de cognicdo de SRS (p = 0,059), sem
diferencas significativas. Ja na analise feita através da escala CGl (Clinical Global
Impression — Impressao Clinica Global), observou-se um aumento significativo (p <
0,05) na proporcao de individuos com algum grau de melhora nos sintomas do TEA
no grupo do tratamento combinado probiético + OCT, em comparagdo com o grupo
controle.

O estudo avaliou ainda se houve melhora dos sintomas gastrointestinais pelo
questionario GSI| (Gastrointestinal Severity Index — indice de Gravidade
Gastrointestinal), o qual ndo demonstrou mudancgas significativas em nenhum
tratamento, seja apenas o probidtico, o probidtico em conjunto com OCT ou sé OCT,
quando comparados ao grupo placebo.

As medidas de alfa e beta diversidade do microbioma gastrointestinal nao
apresentaram mudangas significativas. No entanto, através da ferramenta SparCC
(Sparse Correlations for Compositional data — correlagbes esparsas para dados
composicionais) para analisar as interagdes entre os microrganismos em nivel de
género, verificou-se um aumento significativo de linhas e bordas das conexdes nas
redes de co-ocorréncia (Figura 5), tanto no grupo OCT sozinho (p < 0,001) quanto
no grupo da combinacéo (p < 0,005).

Uma analise post hoc deste intervengao foi feita usando as amostras e os
dados das primeiras 16 semanas do ensaio (SHERMAN et al. 2022). Este estudo
explorou o nivel de carboxihemoglobina (SpCO) dos participantes, e as correlagbes

com autoanticorpos, marcadores séricos inflamatoérios, nivel sérico de OCT, perfil do
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Figura 5 — Redes de co-ocorréncia entre microbiota intestinal em nivel de género

para grupo placebo e grupo probidtico ao longo do tempo
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microbioma, gravidade dos sintomas gastrointestinais, gravidade dos sintomas
principais do TEA e a resposta ao tratamento probidtico. O nivel de SpCO foi
positivamente correlacionado com a pontuagao total do questionario SRS basal (R =
0,38, p = 0,029), ou seja, SpCO se correlaciona com a gravidade do TEA (R = 0,38;
p = 0,029), tornando-se um alvo interessante no campo de diagndsticos. A mudanca
de SpCO observada apds a intervencao foi positivamente correlacionada com o
nivel sérico do autoanticorpo anti-lisogangliosideo GM1 no grupo probidtico (R
=0,83; p = 0,022), mas nao no grupo placebo (R = -0,55; p = 0,11). Isso sugere que
individuos com menor nivel de GM1 apresentaram uma melhora maior na redugao
de SpCO, possivelmente devido ao tratamento com PS128.

Arnold et al. (2019) conduziu um estudo cruzado, simples-cego, com 10

criangas diagnosticadas com TEA, sintomas gastrointestinais e ansiedade,
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alternando o uso de VISBIOME® (composto por oito espécies probidticas,
principalmente Lactobacillus e Bifidobacterium) com placebo, com intervalo de 3
semanas para wash-out.

Determinadas medidas clinicas avaliadas mostraram algum grau de melhora
na intervengdo com probidtico em comparagdo com o placebo. No caso do teste
PedsQL (Pediatric Quality of Life Inventory — Inventario de Qualidade de Vida
Pediatrica) Gl total, pontuagbes mais altas significam mais qualidade de vida, e a
diferenca entre a alteragdo no grupo probiético e a alteragdo no grupo placebo foi
positiva (5,76), indicando um resultado melhor com VISBIOME®. Ja para os testes
PRAS-ASD (Parent-Rated Anxiety Scale for ASD — Escala de ansiedade avaliada
pelos pais para TEA), subescalas ABC, estresse total do PSI (Parenting Stress Index
— indice de Estresse Parental), SRS total e CSHQ-A (Children's Sleep Habits
Questionnaire abbreviated — Questionario de Habitos de Sono das Criangas
abreviado), pontuagdes mais baixas indicam melhora sintomatica, portanto uma
diferenca negativa entre os grupos indica resultados melhores com o probidtico, o
que foi observado para a escala de ansiedade (-0,82), de responsividade social
(-3,07) e em duas subescalas de ABC (-0,43). Contudo, nenhuma das diferengas de
resposta avaliadas pelo estudo atingiu significancia estatistica.

Nao foi observada nenhuma alteracao especifica na diversidade alfa ou na
composicdo de familias bacterianas da microbiota intestinal associada ao
tratamento. Apesar disso, a abundancia relativa de Lactobacillus OTU
GM884480.1.1531 apresentou uma correlagdo significativa com a pontuagao
PedsQL (R = 0,574, p = 0,022) (ARNOLD et al., 2019).

A pesquisa de Wang et al. (2020) foi dividida em duas fases: a primeira
comparou o perfil da microbiota intestinal e os niveis de certos neurotransmissores
plasmaticos em criangas com TEA e criangas neurotipicas; e a segunda fase, focada
no grupo de criangas com autismo, consistiu em uma intervengédo com um probidtico
contendo duas espécies de Bifidobacterium e duas espécies de Lactobacillus,
juntamente com frutooligossacarideo (FOS), um fator de crescimento para
Bifidobacterium. A segunda etapa foi um estudo duplo-cego, controlado por placebo,

com 11 participantes, e teve uma duracéo de 108 dias.
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A resposta clinica foi avaliada através das pontuagdes nos testes ATEC
(Autism treatment evaluation checklist — Lista de verificagdo de avaliacdo do
tratamento do autismo) e 6-GSI (Six-item Gastrointestinal Severity Index — indice de
gravidade gastrointestinal de seis itens) ao longo do tempo (Tabela 5). Observou-se,
para o grupo suplementado com probidtico + FOS, uma reducao significativa na
gravidade dos sintomas nas subescalas ATEC de fala/linguagem/comunicacéo e
sociabilidade, assim como uma diminuig&o significativa nas pontuag¢des gerais deste
teste. O grupo probidtico apresentou melhora significativa para a pontuacao total do
6-GSI, com destaque para a redugao nas pontuagdes dos sintomas constipacao,
diarreia e cheiro de fezes.

A despeito da analise da microbiota intestinal, Wang et al. (2020) comparou a
diversidade alfa quantificada pelos indices de Simpson, Shannon, OTUs observadas
e Chao1 antes e apods a intervencao, tendo como grupo controle a microbiota das
criangas neurotipicas analisada na primeira fase do estudo. Inicialmente, a
diversidade alfa do grupo autista era significativamente diferente do grupo controle
(p < 0,05), porém os indices de diversidade alfa para o grupo probiético + FOS
diminuiram gradualmente e se aproximaram dos indices do grupo controle (Figura
6.1). Os autores também avaliaram a diversidade beta, utilizando distancias UniFrac
nao ponderadas, e observaram que a microbiota no grupo probidtico foi distinta entre
a linha de base do estudo e o0 108° dia (Figura 6.11).

Adicionalmente, as concentracbes fecais de acidos graxos de cadeia curta
dos participantes foram analisadas, e constatou-se que as concentragdes de acido
acético, butirico e propidnico foram significativamente menores nas fezes de
criangas com TEA antes da intervengdo com probiéticos + FOS, em comparagao ao
grupo de controle. Apds a intervengdo, houve um aumento significativo desses
AGCC nas fezes, alcangando niveis semelhantes ao grupo controle. Em
contrapartida, o grupo de criangas com TEA que recebeu placebo ndo apresentou

mudangas nos niveis de AGCC ao longo do tempo.
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Tabela 5 — Analise dos sintomas clinicos nas criangas com TEA no grupo probiético + FOS e no grupo placebo

Grupo TEA antes da Grupo TEA ap0s suplementacéo probiotica Grupo TEA antes da Grupo TEA ap6s suplementacdo com placebo

suplementacéo probidtica (valor de p) suplementacéo com placebo (valor de p)
(Linha de base ou dia 0) (Linha de base ou dia 0)

30 dias 60 dias 108 dias 30 dias 60 dias 108 dias

Subescalas ATEC

Fala/linguagem/ 19,45+ 1,26 1725+124 13,38% 141 10,78 + 18,2+1,77 17,28+1,84 14,7141,73 1440,91 (0,18)

comunicagao (0,23) (0,003) 1,07(<0,001) (0,73) (0,19)

Sociabilidade 22,75+1,96 19,0£1,79 15,92+1,67 15,33+£1.,80 22,0£2,51 19,5742,84 22,7+2,14 (0,84) 16,25+2,06(0,2)
(0,17) (0,016) (0,019) (0,54)

Consciéncia 21,25+167 19,82+ 1,61 17,54+ 1,76 17,0+ 2,26 20,60£2,57 21,57+3,48 20,141,77 16,75+1,7 (0,39)

sensorial/cognitiva (0,54) (0,14) (0,14) (0,82) (0,89)

Saudavel/fisico/ 21631272 1763+229 2085%x262 1733 17.,40£2,78 17.7142,53(0.94) 16,8611,72 13,0+ 0.41(0.35)

comportamento (0,27) (0,84) 2,91(0,32) (0,88)

Pontuagao total 85,06 5,72 7370+£554 6769+551 5933652 78,20+5,49 76,14+2,98 74,43+3,65 66,0+2,61 (0,07)

ATEC (0,16) (0,04) (0,009) (0,77) (0,61)

Itens de pontuacao de 6-GSI

Constipagéo 1,25+0,25 0,50 + 0,38+ 022+0,15 0,8+0,25 1,25+£0,25(0,23) 1,1420,14(0,31) 1,25+0,25(0,32)
0,16(0,017) 0,14(0,008) (0,008)

Diarreia 0,50+ 0.16 025+ 0,08+ 0,08 0,00 £ 0,3x0,21 0,250, 16 (0,86) 0,14+0,14 (0,53) 0+0(0.4)
0,11(0,21) (0,03) 0,0(0,03)

Consisténcia das 0,37 £0,20 0,13+0,09 0,00+0,0 0,0+0,0(0,18) 0,5+0,22 0,5+0,26 (0,99) 0.,43+0,20(0,82) 0,25+0,25(0,53)

fezes (0,26) (0,11)

Cheiro das fezes 1,180,116 056+ 0,54 % 044+0,18 0,8+0,25 0,63+0,26(0,63) 0,57+0,30(0,56) 0.5+£0,29(0.5)
0,18(0,01) 0,14(0,007) (0,01)

Flatuléncia 1,18+0,21 0,68 +0,22 0,62+ 0,67 £0,17 0,8+0,25 0,5+0,27(0,42) 0,57+0,30(0,56) 0,25+0,25(0,23)
(0,11) 0,21(0,07) (0.10)

Dor abdominal 0,44 £0.16 0,18 +£0,10 0,15% 0,10 011011 0.6+0,22 0,38+0,26(0,52) 0.43+0,20(0,59) 0,25+0,25(0,38)
(0,19) (0,16) (0.16)

Pontuagao total 6- 4,88 +0,43 231+044 239+ 1,44 £ 3,8+0,46 3,5+0,87(0,75)  3,29+0,92(0,59) 2,5+0,5(0,14)

GSI (0,002) 0,56(0,001) 0,38(<0,001)

Index. Dados traduzidos das tabelas 1 e S1 de WANG et al. (2020) e unificados no Excel.

Os resultados sao expressos como média +* erro padrao (valor de p). ATEC = Autism treatment evaluation checklist; 6-GSI = 6-item Gastrointestinal Severity
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Figura 6 — Analises de diversidade alfa e beta da microbiota intestinal do grupo

probidtico + FOS ao longo do tempo
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I. Comparagéo da diversidade alfa da microbiota intestinal entre os grupos TEA e controle, bem como
o grupo TEA de intervencgao probidticos + FOS na linha de base, em 30 dias, 60 dias e 108 dias; *p
< 0,05; **p < 0,01. Il. Analise de coordenadas principais da diversidade beta bacteriana com base
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em 30 dias, 60 dias e 108 dias; PCoA= Principal Coordinate Analysis.

Imagem composta pela jungéo de figuras do artigo de Wang et al., 2020.

4.4. Suplementos

Foram incluidos quatro estudos em que a intervencéo consistiu em modular a
microbiota através do fornecimento de ingredientes especificos para o
desenvolvimento de um ecossistema mais saudavel.

Grimaldi et al. (2018) realizou um estudo randomizado, duplo-cego,
controlado por placebo, com 26 participantes, sendo que 14 criangas tinham uma
dieta livre e 12 seguiam dietas restritivas, na maioria das vezes excluindo caseina e
gluten. Cada um desses dois grupos dietéticos foram subdivididos, de forma que
parte das criangas receberam placebo e outra parte o prebidtico Bimuno®
galacto-oligossacarideo (B-GOS).

Na linha de base do estudo, ja foi possivel observar que as dietas de
exclusao tinham um impacto significativo em sintomas gastrointestinais, com
pontuagdes significativamente menores de dor abdominal (p <0,05) e evacuagao

(p<0,001). Apds a intervengao, constatou-se uma tendéncia geral de reducdo em
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problemas Gl, mas as diferengas entre os tratamentos ndo foram significativas.
Acerca da analise do sono para quem recebeu o prebidtico, 23% dos participantes,
isto é, duas criangas do grupo de dieta livre e uma de dieta restrita, foram
beneficiadas.

Observou-se uma melhora significativa nas pontuagdes de comportamento
social depois da intervengao de B-GOS no grupo de dieta restrita, com os resultados
da escala de habilidades sociais do questionario AQ (Autism Spectrum Quotient —
Quociente do Espectro Autista) (p <0,05) refletindo as melhorias no comportamento
antissocial do questionario ATEC (p = 0,05).

Nao houve efeito estatisticamente significante dos tratamento ou dietas, ou da
sua interagao na atividade bifidogénica do prebidtico B-GOS, apesar do numero de
Bifidobacterium spp. ter aumentado apds a intervengao.

Ainda, a intervencdo com B-GOS levou a alteragdes significativas nos perfis
metabdlitos urinarios das criangas com TEA com dietas livres, e continham maiores
quantidades de creatinina, creatina, dimetilglicina, dimetilalanina, carnitina, citrato,
adipato e N-Oxido de trimetilamina, quando comparadas as criangas tomando
placebo. Mudangas metabdlicas também foram observadas em amostras fecais
apos a intervencao prebidtica, sendo que etanol, dimetilglicina e AGCC (butirato,
valerato) foram positivamente correlacionados com a ingestdao de B-GOS. Aumentos
na produgédo de butirato também foram detectados em criangas com TEA no grupo
de dietas restritas; no entanto, essas mudancgas nao foram significativas. Ademais,
niveis mais baixos de aminoacidos (isoleucina, leucina, valina, alanina, glutamina) e
lactato foram detectados no grupo prebidtico, em comparagao ao placebo.

No estudo randomizado aberto apresentado em Raghavan et al. (2023), os
treze participantes foram divididos em dois grupos, em que um recebeu o tratamento
convencional, que englobava terapias comportamentais e L-carnosina, enquanto o
outro recebeu, além do tratamento convencional, o suplemento de beta glucano
Nichi Glucan, produzido pela Aureobasidium pullulans (levedura preta) cepa
AFO-202.

Em analises anteriores referentes a esse ensaio clinico, relatou-se, por meio
do teste CARS (Childhood Autism Rating Scale — Escala de Classificagdo do

Autismo Infantil), uma melhora significativa no comportamento de todos os
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participantes do grupo que recebeu beta-glucano (p = 0,034), enquanto que o teste
CSQH-A também indicou uma melhoria na qualidade e no padréo de sono em oito
dos nove participantes desse grupo (RAGHAVAN et al., jan. 2022). Além disso,
observou-se no grupo do suplemento um aumento dos niveis plasmaticos da
proteina alfa-sinucleina - um neurotransmissor pré-sinaptico associado a varios
disturbios neurodegenerativos (RAGHAVAN et al., set. 2022).

Assim, o artigo de 2023 de Raghavan et al. focou na avaliacdo da microbiota,
por meio do sequenciamento do genoma completo. A diversidade alfa, medida pelo
indice de Shannon, ndo mostrou mudangas significativas. O unico género a
apresentar uma diferenca significativa na abundancia pos-intervencdo foi
Enterobacter, que diminuiu no grupo beta glucano enquanto aumentou no grupo
controle (p=0,045). Bactérias Enterobacteriaceae secretam curli, proteina amildide
da superficie celular, a qual causa o dobramento incorreto da a-sinucleina
(RAGHAVAN et al., 2023). Por fim, a abundancia de espécies aumentou no grupo
beta glucano apos a intervengao.

Allan et al. (2024) realizou um estudo aberto em que sete participantes
seguiram uma dieta cetogénica por 4 meses, com o consumo de os carboidratos
liquidos diarios totais limitados a 20-25 gramas e uma suplementacao de 6leo de
triglicerideo de cadeia média. Essa escolha deveu-se ao fato de que corpos
cetbnicos, como o B-hidroxibutirato, conseguem cruzar a barreira hematoencefalica
e podem ter efeitos neuroprotetores. Como o acido graxo de cadeia curta butirato,
produzido no intestino, compartilha semelhancas com o B-hidroxibutirato, ele tem
sido considerado um suplemento potencial para TEA.

Uma publicacdo anterior a respeito do mesmo ensaio (LEE et al., 2018),
analisou os desfechos comportamentais, observando-se no teste ADOS-2 (The
Autism Diagnostic Observation Schedule, 2nd edition — Cronograma de Observagao
de Diagndstico do Autismo, 22 edicdo) melhora significativa nas pontuacbes de
comparacgao (p = 0,006), pontuagdes totais gerais (p = 0,020) e pontuagdes de afeto
social (p = 0,006) apds trés meses de intervengdo, enquanto que para o teste
CARS-2 foram significativos os itens: imitagcéo (p = 0,031), uso do corpo (p = 0,008)
e medo ou nervosismo (p = 0,039).

Para averiguar o status cetogénico dos participantes, Allan et al. (2024) mediu
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0s niveis plasmaticos de corpos cetbnicos, e entdo observaram um aumento
significativo na concentracado de acido acetoacético (p = 0,02) e acido hidroxibutirico
(p = 0,02) apds a intervencgao dietética.

Através da analise da microbiota intestinal, pode-se observar alteragcbes na
composicao a nivel de filo, assim como um aumento estatisticamente significativo na
alfa diversidade, medida através dos indices de Shannon e Simpson, a nivel de
familia, género e espécie. Ndo houve mudancga significativa no nivel de filo, mas
pode-se observar alteragdes significativas em niveis taxondmicos mais baixos.
Portanto, a dieta cetogénica promoveu uma distribuicdo mais uniforme e aumento
da riqueza da microbiota intestinal.

Em outro artigo sobre este ensaio (MU et al, 2020), dosou-se metabdlitos
sanguineos e oligoelementos, antes e depois da intervencdo dietética, com um
aumento significativo nos niveis de B-hidroxibutirato plasmatico (p = 0,05) . Allan et
al. (2024) entdo examinou as amostras de fezes a despeito da capacidade de
producdo do AGCC butirato, sendo que a abundéncia para o gene da butirato
quinase e seus niveis de expressdao aumentaram significativamente apds o
tratamento (p = 0,039 para niveis de DNA BUK em relagdo ao DNA 16S; p = 0,007
para niveis de RNA BUK em relacdo ao RNA 16S), indicando que as alteragdes na
microbiota intestinal afetaram os metabdlitos sanguineos.

A analise de marcadores inflamatérios no plasma constatou uma tendéncia
generalizada de diminuicdo da expressao de citocinas proé-inflamatérias, com a
diminuicao significativa dos niveis de IL-1B e IL-12p70 (ALLAN et al., 2024).

Hrnciarova et al. (2024) conduziu um estudo randomizado, duplo-cego e
controlado por placebo com um extrato de sangue bovino, denominado Juvenil©,
suplemento alimentar que demonstrou, em estudos recentes, atuar na modulagao da
composigdo da microbiota intestinal (BOSTIK; KUBELKOVA; MACELA, 2023). A
pesquisa incluiu um total de 27 participantes, contando com um grupo placebo de
criangas autistas e um grupo controle de criangas neurotipicas.

Para a avaliagdo da microbiota intestinal, mediu-se a diversidade beta,
através da PCoA, observando-se uma diferenga significativa na composi¢cao da
microbiota entre os participantes neurotipicos e os pacientes TEA antes de qualquer

tratamento (p = 0,001). Por outro lado, ndo houve diferenga significativa na
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composi¢cao da microbiota numa comparacdo dos pacientes autistas apds o
tratamento com Juvenil® com o grupo controle ou com os pacientes autista antes do
tratamento. Também ndo foram observadas diferencas significativas nos filos
bacterianos da microbiota intestinal ao comparar os periodos antes e depois do
tratamento com placebo ou suplemento.

O desfecho comportamental da intervencao foi avaliado utilizando o teste
CARS-2-ST (verséo padrdo). Verificou-se uma diminuicdo dos sintomas do autismo
(reducdo de 12.6% no grupo suplementado, redugdo de 6.6% no grupo placebo),
mas nenhuma mudancga atingiu significancia estatistica (grupo placebo p = 0,62,
grupo Juvenil® p = 0,19).

Além disso, este estudo analisou a correlagdo entre a abundancia de
determinados géneros bacterianos, previamente associados ao autismo por outros
autores, e os resultados do teste CARS-2-ST. Os géneros que apresentaram os
maiores coeficientes de correlagao positiva com a pontuagao total do teste, ou seja,
indicando uma relagdo com sintomas mais graves do autismo, foram Prevotella,
Escherichia/Shigella, Veillonella, Streptococcus, Alistipes e Bifidobacterium. Em
contrapartida, uma correlacdo negativa foi observada para Bacteroides,
Faecalibacterium, Barnesiella e Blautia, indicando uma relagcdo com melhora

sintomatica.

4.5. Transplante de microbiota fecal

Kang et al. (2017) realizou um ensaio clinico aberto com 18 criangas e
adolescentes autistas com problemas gastrointestinais moderados a graves. O
tratamento foi um transplante de microbiota fecal a longo-prazo, denominado pelo
grupo como Terapia de Transferéncia de Microbiota (TTM), e envolveu uma dose
inicial elevada seguida por doses de manutencgéo durante 7-8 semanas.

Na avaliagdo dos sintomas GlI, pelo questionario GSRS (Gastrointestinal
Symptom Rating Scale — Escala de Avaliagdo de Sintomas Gastrointestinais),
constatou-se melhora significativa (p < 0,001) para dor abdominal, indigestéo,
diarreia e constipagao. A pontuacdo média do GSRS teve uma queda de 82% do
inicio ao fim do tratamento, e permaneceu melhorada mesmo apds 8 semanas do

término da intervengéo (diminuicdo de 77% em relagdo a linha de base) (p < 0,001).
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Além disso, pela avaliagdo dos registros diarios de fezes, observou-se queda
significativa no numero de dias com fezes anormais ou sem fezes (p = 0,002),
melhorias estas mantidas depois de oito semanas sem tratamento.

Adicionalmente, avaliou-se os sintomas do TEA. O teste PGI-lll (Parent
Global Impressions - Il — Impressdes globais dos pais - Ill) revelou uma melhora
que se manteve 8 semanas apos o término do tratamento (p < 0,001). As
pontuagdes no CARS diminuiram em 22% do inicio ao fim do tratamento e, apods 8
semanas sem tratamento, 24% em relacdo a linha de base (p<0,001). E a
pontuacdo de VABS-Il (Vineland Adaptive Behavior Scale - |l — Escala de
comportamento adaptativo de Vineland - Il) indicou um aumento na idade média de
desenvolvimento em 1,4 anos (p < 0,001) em todas as areas de subdominio durante
aTTM.

O trabalho de KANG et al. (2017) apresentou uma correlagdo negativa
significativa entre a mudanca no GSRS e no PGI-lll ( R = -0,59; p < 0,001),
indicando que a piora nos sintomas Gl tem relagdo direta com os comportamentos
do TEA.

Acerca da microbiota intestinal, Kang et al. (2017) analisou a diversidade
bacteriana e de fagos em amostras de fezes ao longo do tempo, bem como
correlagdes com os dados clinicos. Foi observado um aumento na diversidade
bacteriana dos participantes com TEA ao final do tratamento, permanecendo maior
que a linha de base oito semanas depois. A riqueza mediana na ultima semana
avaliada pelo estudo (18° semana) foi estatisticamente indistinguivel (p =0,78) entre
o grupo TEA e o grupo controle (criangas neurotipicas) (Figura 7a). Ademais, apds
o tratamento, os receptores da TTM eram mais semelhantes aos doadores do que a
variagao interpessoal normal, ressaltando que a comunidade bacteriana do doador
foi pelo menos parcialmente incorporada ao intestino do receptor. (Figura 9b). Por
fim, mudancgas significativas foram observadas na abundancia relativa de géneros
bacterianos especificos, como Bifidobacterium, Prevotella e Desulfovibrio (p = 0,01;
0,02 e 0,005, respectivamente).

Subsequentemente, o artigo de Kang et al. (2019) traz os resultados de um
acompanhamento de dois anos apds a TTM, contando com todos os participantes

originais do grupo de intervencao. As mesmas avaliagboes para os sintomas Gl e de
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TEA foram repetidos, sendo relatado pela maioria dos participantes que os sintomas
Gl permaneceram melhorados em comparagao com a linha de base, enquanto que
os sintomas de TEA melhoraram lenta e constantemente desde a 18° semana do
ensaio clinico. Como exemplo, tem-se que a gravidade do TEA, de acordo com o
teste CARS, no acompanhamento foi 47% menor do que a linha de base, ao passo
que ao término da intervencgao era 23% menor.

Novamente, amostras de fezes foram coletadas, e a maioria dos
participantes mantiveram uma maior diversidade da microbiota intestinal em relagao
a linha de base, sendo em muitos casos uma diversidade ainda maior do que a
observada na 18° semana do ensaio clinico (Figura 7a). J& a comparacdo com a
microbiota de doadores, medida pela distancia UniFrac ndo ponderada dentre outras
métricas, mostrou que ndo haviam mais semelhangas como antes (Figura 7b),
indicando que os receptores da TTM n&o retiveram completamente o microbioma

transferido.

Figura 7 — Mudancgas na microbiota fecal ao longo da terapia de transferéncia

de microbiota e apés dois anos
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a. Mudancas na diversidade filogenética de Faith do grupo TEA. Linhas laranjas = mediana do desvio
padrao das amostras dos doadores (linha tracejada = amostras iniciais (n = 5); linha pontilhada =
amostras de dose de manutengao (n = 2)); linha verde = mediana do desvio padréo das amostras dos
20 controles neurotipicos na semana zero. b. Distancias UniFrac nao ponderadas entre a microbiota
intestinal do grupo TEA e a amostra do doador mais relevante (amostra inicial do doador nas
semanas 0 e 3, amostra de dose de manutengédo mais recente nas semanas 10 e 18). Linha verde =
variagao interpessoal mediana entre controles neurotipicos.
ns = nao significativo; *p <0,05; **p <0,01; ***p<0,001.

Imagem de Kang et al., 2019.
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De forma complementar, o artigo de Kang et al. (2020) traz perfis metabdlitos
abrangentes de amostras plasmaticas e fecais. Desse modo, tem-se que na linha de
base do estudo, em 2017, os niveis plasmaticos de dois metabdlitos - caprilato e
heptanoato - eram significativamente mais altos no grupo TEA do que no
grupo neurotipico, enquanto ribosideo de nicotinamida, monofosfato de
inosina, iminodiacetato, metilsuccinato, galactonato, valilglicina, sarcosina e
leucilglicina foram significativamente mais baixos quando comparados. O tratamento
de transferéncia de microbioma trouxe mudancas globais para os perfis plasmaticos
(Figura 8). Nos testes de correlagdo realizados pelos autores, observou-se que o
metilsuccinato, cujos niveis haviam aumentado para niveis normais apos a TTM,
estava fortemente correlacionado de maneira positiva com o teste PGI-R (r = 0,75) e
correlacionado de maneira negativa com o teste GSRS (r = - 0,51), consistente com
as melhorias nos sintomas de TEA e Gl apés a terapia.
Por outro lado, os metabdlitos fecais dos grupos TEA e neurotipico foram

semelhantes no inicio do estudo e permaneceram semelhantes apos a TTM.



40

Figura 8 — Perfil de mapa de calor com dendrograma com amostras de plasma em

diferentes pontos do tempo
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Os metabdlitos plasmaticos foram agrupados nos grupos 1 e 2 se seus niveis iniciais na linha de base
eram maiores, ou nos grupos 3, 4 e 5, se eram menores. Apés a terapia de transferéncia de
microbiota, os grupos 1, 3 e 4 diminuiram seus niveis, com metabdlitos que se tornaram mais
semelhantes aos niveis de amostras do grupo neurotipico, enquanto os grupos 2 e 5 mantiveram
seus niveis, sem mudangas significativas. KANG et al., 2020.
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4.6. Molécula sintética

Stewart Campbell et al. (2022) conduziu um ensaio clinico aberto, de coorte
Unica com 24 adolescentes autistas com sintomas Gl, utilizando um adsorvente de
carbono esférico de alta area superficial (AB-2004), o qual possui afinidade por
pequenas moléculas aromaticas ou fendlicas e ndo é absorvido pelo trato Gl.

Ao final do tratamento, 76,9% dos participantes melhoraram pelo menos um
ponto na escala CGI-l. Também houve um aumento médio de 7,8 pontos no teste
ABC (limite minimo clinicamente relevante = 3,75 pontos). Os participantes com alta
ansiedade na linha de base apresentaram melhorias significativas (Pajustadso < 0,01)
que persistiram um més apos a intervengao (Figura 9a). No entanto, aqueles com
alta irritabilidade tiveram melhorias significativas (p,jstad < 0,01) que foram revertidas
ou diminuidas ap6s a interrupgdo do AB-2004 (Figura 9b).

Além disso, as concentracdes de diversos metabdlitos na urina e no plasma
mostraram alta correlagéo, e os niveis urinarios voltaram ao normal quatro semanas

apos o tratamento.

Figura 9 — Melhora na ansiedade e na irritabilidade em individuos com altas

pontuagdes iniciais, apos a administracdo do AB-2004
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a. Pontuagdes de ansiedade PARS ao longo do estudo do subconjunto de participantes com
pontuacao =10 no inicio (n = 15). b. Pontuagdes de irritabilidade (ABC-1) ao longo do estudo do
subconjunto de participantes com pontuagéo 215 no BL (n = 11). *p ajustado < 0,05; **p ajustado <
0,01; NS = ndo significativo; pt = pontos; BL = baseline; EOT = end of treatment; FV = follow-up safety
evaluation. Gréficos retirados de imagem de STEWART CAMPBELL et al., 2022.
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5. DISCUSSAO

Esta revisdo contou com quinze artigos, que forneceram os resultados de
doze estudos intervencionistas. A estratégia de pesquisa utilizada trouxe dois casos
de artigos correlacionados, porém, as pesquisas de Allan et al. (2024) e Raghavan
et al. (2023) também sao continuagcbes de outros estudos, os quais ndao foram
abrangidos pela busca. Isso aponta uma limitagdo do método, uma vez que outros
estudos relevantes para o tema podem ter sido excluidos em raz&o do sistema de
filtros (Query box) adotado.

Os ensaios clinicos selecionados apresentaram diferentes desenhos de
estudo, resultando em variados niveis de evidéncia cientifica. Considerando que
estudos randomizados, duplo-cego e controlados por placebo possuem nivel mais
alto de evidéncia em comparagdo com estudos abertos (BURNS; CHUNG;
ROHRICH, 2011), os resultados aqui expostos devem ser interpretados com cautela,
a exemplo do ensaio clinico de Kang et al. (2017, 2019, 2020), cujos participantes
apresentaram melhora clinica significativa tanto para os sintomas Gl quanto para
sintomas do TEA, mesmo apos dois anos de realizacédo da intervengéo. Tal pesquisa
contou com um desenho do estudo aberto e sem um grupo controle, tornando-o
mais suscetivel a vieses e diminuindo a confiabilidade dos resultados positivos
observados.

Os estudos cruzados possibilitam avaliar a resposta de um unico participante
a dois tratamentos, eliminando assim a variagao entre pacientes (SIBBALD et al.,
1998). No caso do TEA, que apresenta diversos fendtipos e varias comorbidades,
incluindo gastrointestinais, essa abordagem se torna vantajosa. Contudo, enquanto
que no estudo de Sanctuary et al. (2019) ndo encontrou-se nenhuma evidéncia de
efeito de transferéncia, o estudo de Arnold et al. (2019) apresentou uma
transferéncia consideravel para pelo menos trés semanas além da ultima dose de
probidtico, indicando que um estudo em paralelo se faz necessario neste caso.

Duas analises principais foram investigadas pela maioria dos estudos: a
avaliagdao de melhora sintomatica por meio de diversos questionarios e a analise
laboratorial para constatar alteragdes na microbiota ou no hospedeiro. Como ja
mencionado, o diagndstico de TEA é apenas clinico, logo o uso dos questionarios

padronizados €& essencial para quantificar as mudangas ocorridas durante os
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ensaios. Contudo, ha testes que sdo realizados por profissionais clinicos e testes
respondidos pelos responsaveis dos participantes. Assim, é importante o uso de
ambos os tipos de questionarios, como ocorre nos estudos de Kang et al. (2017) e
Liu et al. (2019), para uma visdo mais ampla dos resultados, e como uma forma para
se evitar vieses.

Ressalta-se que as respostas placebo sdo amplamente evidentes em ensaios
clinicos de TEA, devido a utilizacdo de resultados subjetivos avaliados por uma
terceira pessoa e a falta de marcadores objetivos (CURIE; OBERLANDER; JENSEN,
2023). Tal fenbmeno, em que cuidadores ou clinicos moldam indiretamente os
resultados dos pacientes é denominado placebo por procuragao (CURIE;
OBERLANDER; JENSEN, 2023). Por isso a importdncia das analises
metagendmicas nos artigos aqui estudados. O estudo de Liu et al. (2019) nao
analisou nenhum parametro da microbiota ou parametro bioquimico dos
participantes, o que enfraquece a associacdo das melhoras comportamentais
observadas a acao do probidtico na microbiota.

Outro fator que dificulta a mensuragdo dos beneficios obtidos pelas
intervengdes € o numero de participantes que deixam as pesquisas, 0 que afeta as
analises estatisticas comparando o inicio e o fim das intervengdes, assim como
compromete a proporgcdo entre os bragos dos estudos e afeta a significancia do
tratamento. Dentre os motivos, estdo a alta taxa de abandono, dificuldade para
coleta dos exames, bem como a necessidade de entrar com outros tratamentos,
como antibidticos, resultando na exclusdo do participante do estudo. Nao obstante,
alguns artigos descreveram artificios utilizados para verificar o grau de ades&o. Por
exemplo, Sanctuary et al. (2019) realizou um acompanhamento do bem-estar dos
pacientes via telefonema, enquanto Arnold et al. (2019) contabilizou o numero de
recipientes de probidticos ou placebo devolvidos.

Ainda sobre possiveis interferéncias nos resultados, tem-se um quadro muito
divergente do direcionamento dado pelos pesquisadores sobre a dieta dos
participantes e os tratamentos concomitantes. Para ilustrar, no estudo de Wang et al.
(2020), as criangas autistas receberam os suplementos sob “condigdes rigorosas de
alimentagdo estritamente unificada”, sendo que um dos critérios de exclusdo do

ensaio era 0 uso de medicamentos psicotropicos, ao passo que, no caso de
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Hrnciarova et al. (2024), a inclusdo das criangas no estudo n&o afetou seus
tratamentos, educagao ou reabilitacdo existentes, e também nao houve nenhum
acompanhamento das dietas seguidas pelos participantes. Ambos os estudos sao
duplo-cego e controlados por placebo, mas com delineamentos totalmente
diferentes.

Mais um aspecto a ser refletido € a duracido dos tratamentos e dos
acompanhamentos. Na pesquisa de Wang et al. (2020), algumas melhorias nos
parametros de comportamento avaliados (Tabela 5), s6 apresentaram significancia
estatistica a partir de 60 dias de tratamento probidtico, o que equivale a
aproximadamente 8,5 semanas. Enquanto isso, Sanctuary et al. (2019) e Liu et al.
(2019) realizaram intervengdes probidticas por apenas 5 e 4 semanas,
respectivamente, sugerindo que um tratamento de maior duragdo poderia
providenciar mais beneficios aos pacientes. Ja a pesquisa de Stewart Campbell et
al. (2022), por realizar um acompanhamento pos término do tratamento, pdde
observar, por exemplo, que a melhora promovida nos parametros de ansiedade
persistiu um més apos a retirada da intervengao, enquanto que para os parametros
de irritabilidade, houve reversdo ou diminuicdo da melhora nesse periodo -
evidenciando a importancia da analise posterior para verificar efeitos de longa
duracéo.

Por outro lado, ha a pesquisa de PARTTY et al. (2015) com o maior tempo de
acompanhamento apos a intervengao: treze anos. Todavia, o desenho deste estudo
difere dos demais por ndo aplicar a intervengdo em participantes ja diagnosticados
com TEA - avalia-se o indice de diagnostico apos a intervengédo probiotica.
Sabendo-se que o TEA é multicausal e com fatores de risco genéticos (LORD et al.,
2018), pode-se considerar o uso de probidtico como uma modulagdo terapéutica
nesse caso, e por isso, incluiu-se o estudo na revisao.

Sobre a analise da composi¢do da microbiota intestinal, percebe-se que em
alguns nao foi possivel observar nenhuma diferenga significativa na diversidade alfa
apos o tratamento, como no caso de Sanctuary et al. (2019), Arnold et al. (2019) e
Raghavan et al. (2024). Porém, tal constatacdo deve ser vista com cautela, uma vez
que ha camadas de alteracbes nesse ecossistemas que podem passar

despercebidas a depender da analise realizada. Um exemplo disso € o estudo de
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Kong et al. (2020) no qual as medidas de diversidade alfa e beta n&o apresentaram
mudangas significativas, mas ao analisar as interagdes entre os microrganismos,
observou-se sim mudancas significativas no microbioma.

Ademais, as analises de correlagdo realizadas em Kang et al. (2017), Arnold
et al. (2019), Kang et al. (2020) e Hrnciarova et al. (2024) contribuem para reforcar
os resultados sintomaticos, metabodlicos e microbianos observados nos estudos.
Ainda que nado indiqguem causalidade, ajudam na construgdo de hipoteses

mecanisticas para a atuacdo do microbioma no TEA.
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6. CONCLUSAO
Por meio desta revisao bibliografica, pode-se verificar que ainda ha um longo
percurso a ser percorrido para a determinagao de um tratamento via modulagao da
microbiota intestinal para o TEA. Ainda assim, houve resultados significativos
alcangados, principalmente em intervengdes probidticas e de suplementacao, e no
caso do transplante de microbiota fecal. Portanto, o préximo passo € o investimento
em mais estudos duplo-cego, randomizados e controlados por placebo, com
tratamento de longa duragdo e acompanhamento posterior. Os ensaios devem nao
apenas buscar por um maior tamanho amostral, mas também ter estratégias para
maior adesao dos participantes. A analise dos sintomas relativos ao TEA deve
envolver questionarios para profissionais clinicos e para pais/responsaveis,
enquanto que para o estudo da microbiota, deve-se investir cada vez mais em
analises sofisticadas, a fim de verificar as alteragbes sutis nesse ecossistema

capazes de influenciar a relagao intestino-cérebro.
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