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RESUMO

Obijetivo: Avaliar se intervencdes aplicadas em microbiotas intestinais de individuos portadores de
transtorno do espectro autista apresentam associagdo positiva ou negativa para melhorias em relacdo a
duas frentes sintomaticas estudadas: gastrointestinais e neurocomportamentais. Método: Estudo
descritivo de revisao de literatura sistematica nas bases de dados do PubMed, Medline e Cochrane no
periodo de 6 anos, onde foram encontrados 60 artigos, obtidos pelas seguintes palavras-chave: Autism
and Microbiota. Apds a exclusdo de 51 destes, foram analisados nove em sua totalidade. Foram
considerados positivos os trabalhos que apresentaram um valor-p associativo em relacdo aos sintomas
<0,05. Resultado e Discussdo: Dos nove trabalhos, 77,7% demonstraram associacdo duplamente
positiva e 22,2% apresentaram associagdo positiva apenas em uma das frentes. As intervencdes que
tiveram maior relevancia estatistica, com p<0,001 para ambos os sintomas foram os que fizeram a
terapia de Transplante de microbiota fecal. Em sequéncia, a ordem de relevancia se da pelos estudos
feitos com pré e probiodticos em terapia combinada, prébioticos com dieta e por ultimo probidticos
isolados e com ocitocina. Na analise da significancia estatistica através da combinacdo de valores de p
de todos os estudos, foi percebido que 100% das interferéncias apresentaram consideravel relevancia,
com valores de p<0,0001 para ambos os sintomas. Conclus&o: A andlise sugere existir associagao entre
a utilizacdo de intervengdes na microbiota intestinal e a diminuicdo sintomatica nas frentes estudadas

para pacientes portadores da sindrome.

Palavras-Chave: Autismo. Microbiota.



ABSTRACT

Objective: Evaluate whether interventions applied to the intestinal microbiota of individuals
with autism spectrum disorder present a positive or negative association with improvements in
relation to two symptomatic fronts studied: gastrointestinal and neurobehavioral. Method:
Descriptive study of systematic literature review in PubMed, Medline and Cochrane databases
over a period of 6 years, where 60 articles were found, obtained from the following keywords:
Autism and Microbiota. After excluding 51 of these, nine were analyzed in their entirety.
Studies that presented an associative p-value for symptoms <0.05 were considered positive.
Results and Discussion: Out of the nine studies, 77,7% showed a doubly positive association
and 22,2% showed a positive association only on one of the fronts. The interventions that had
the greatest statistical relevance, with p<0.001 for both symptoms were those who underwent
fecal microbiota transplant therapy. In sequence, the order of relevance is given by the studies
carried out with prebiotics and probiotics in combination therapy, prebiotics with diet and
finally isolated probiotics and oxytocin. In the analysis of statistical significance through the
combination of p values from all studies, it was noticed that 100% of the interferences showed
considerable relevance, with p values <0.0001 for both symptoms. Conclusion: The analysis
suggests that there is an association between the use of interventions in the intestinal microbiota

and the symptomatic decrease from the studied fronts for patients with the syndrome.

Keywords: Autism. Microbiota.
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1 INTRODUGCAO

Os transtornos do espectro autista (TEAS) sdo disturbios de origem neuropsiquiatrica, marcados
por alteragdes do comportamento percebidas e diagnosticadas geralmente na primeira infancia
e idealmente antes dos dois anos de idade. A atencdo quanto aos sinais e sintomas €
imprescindivel uma vez que se trata de uma condicdo sem cura e a intervencao precoce auxilia

no manejo do quadro clinico.

Essas alteraces afetam diretamente a interacdo social e isso se da pelo padréo restritivo
relacionado a clinica com movimentos repetitivos e estereotipados, desvio de interesses sociais
e dificuldade na verbalizacdo. Ha assim, uma perda significativa em relacdo a comunicacao

social em diferentes marcos da vida, desde a primeira infancia até a vida adulta.?

Nos Ultimos anos, € notavel o aumento exponencial do diagnéstico do TEA. Nos Estados
Unidos, o nimero de casos aumentou drasticamente, sendo a estatistica de 1 a cada 150 criancas
em 2002 para 1 a cada 68 criancas em 2012.3 A justificativa disso ndo é somente pelo fato dos
critérios diagnosticos terem sido melhores definidos, mas também, pelo maior entendimento da
doenca e suas caracteristicas, pautado sempre na prerrogativa de que atualmente o diagnostico

é essencialmente clinico.*

No entanto, apesar de existirem ferramentas bem documentadas e uma linha de raciocinio mais
direta para os casos suspeitos, a etiologia da doenca ainda é obscura. Existem, porém, fatores
estimulantes a essa busca, como a genética e o ambiente. Assim, por mais que suas causas ainda
sejam mal compreendidas, esses fatores estdo sendo cada vez mais estudados e seus resultados
sdo animadores.® Diante desses avangos, uma das frentes mais promissoras nessa busca s&o 0s
estudos do aparelho gastrointestinal, o eixo intestino-cérebro e, assim, sua relagdo com a

microbiota intestinal.

O intestino humano é colonizado por aproximadamente 300 trilhGes de micro-organismos® na
qual, em um individuo saudavel, vivem em simbiose e sdo essenciais para a vida humana.® Esse
conjunto é chamado de microbiota intestinal e devido sua importancia € a proposta para o

tratamento de diversas doencas e, portanto, bastante estudada em diferentes areas.’

Recentes descobertas dizem a favor de que cada individuo apresenta uma microbiota Unica, ou
seja, cada qual apresenta seu proprio universo de micro-organismos e este difere-se de pessoa

para pessoa.® Estas particularidades levantam diversas hipteses sobre como a nossa microbiota



intestinal individualizada pode afetar o funcionamento de nosso organismo, tanto para seu

beneficio, quanto para maleficio.

Sabe-se que 0 eixo intestino-cérebro modula e interage na sintomatologia de diversas doencas
neuroldgicas, entre elas o TEA. Essa relacdo é muito significativa quando se verifica que a
microbiota tem diversos papeis a ela relacionadas, como: regular a permeabilidade da barreira
intestinal; agir na producdo de neurotransmissores; modular niveis do fator neurotrofico
derivado do cérebro permitindo assim, producdo de neurdnios e formacao de novas sinapses;
agir na modulacdo do nervo vago e no sistema nervoso entérico. Diante disso, o cérebro destaca
seu papel, auxiliando a regulacdo do peristaltismo intestinal, assim como as fungdes sensoriais

e secretoras.®

Com a relacdo do bindmio intestino-cérebro bem definida, percebeu-se entdo que terapéuticas
gue agem nessa via, podem ndo apenas melhorar os sintomas gastrointestinais cronicos, como
também a gravidade dos sintomas do TEA. Os investimentos nessa frente sdo tanto para a busca
de suas causas, como para seu possivel tratamento ou profilaxia. Tendo, portanto, uma
relevancia e ligacdo direta com o mapeamento da microbiota intestinal, uso de pré e probidticos
e TMF.1°



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar as intervencdes aplicadas na microbiota intestinal de individuos portadores de TEA a
fim de verificar uma associacao positiva ou negativa das mesmas a partir de seus respectivos

resultados.

1.1.2 Objetivos especificos

Investigar relagdo entre alteragbes da microbiota intestinal e sintomas relacionados ao
comportamento autista;

Avaliar a associacdo entre intervengdes na microbiota intestinal e melhora dos sintomas
gastrointestinais de pacientes portadores do TEA;

Avaliar a associagdo entre intervengdes na microbiota intestinal e melhora dos sintomas
relacionados ao comportamento autista;

Determinar, em ordem de relevancia, intervencdes que apresentem resultados favoraveis quanto

a melhoria dos sintomas gastrointestinais e do comportamento autista.

1.2 JUSTIFICATIVA:

O nimero de criangas diagnosticadas com TEA tem aumentado nos Gltimos anos.® A
justificativa para tal aumento se da principalmente pelo desenvolvimento de melhores métodos
e escores diagnosticos. Associado, pode-se justificar que o maior nimero de estudos e, portanto,
entendimento do transtorno, também auxiliam na busca desse diagnostico. Porém, com a
ocorréncia de novos estudos, tornaram-se notorios outros fatores que possam estar ligados a
sindrome que justifiguem o aumento dos casos. Entre estes, destaca-se 0s ambientais,
englobando assim, as manifestac@es intestinais, o que torna questionavel a influéncia do sistema
gastrointestinal no transtorno. Porém, ainda existem poucos estudos que comprovem ou fagam
relacdo entre alteracfes gastrintestinais e manifestacbes do TEA. Dessa forma, a revisdo
sistematica € uma ferramenta eficiente no intuito de agrupar os estudos realizados e obter uma
resposta final dos achados, a fim de justificar ou ndo a relacdo desses fatores com o TEA e,
consequentemente, colaborar para o entendimento geral da sindrome e possiveis intervencdes

perante a mesma.



2 METODOLOGIA

Estudo observacional, descritivo de reviséo sistematica sobre ensaios clinicos com o objetivo
de analisar intervenc@es praticadas na microbiota que possam impactar e justificar alteracdes
clinicas de pacientes portadores de TEA.

Para isso, foram utilizados os seguintes descritores: “Autism” and “Microbiota” nas bases de
dados PubMed, Medline e Cochrane, no espaco temporal de 2014 a 2021, escritos em lingua
inglesa e somente artigos referentes a ensaios clinicos. Os artigos encontrados foram
selecionados apds a andlise dos titulos e posteriormente dos resumos. Por fim, os artigos
remanescentes ao final dessas andlises preliminares foram estudados em sua totalidade.

A partir dos dados obtidos nos estudos foi realizada analise estatistica. Por meio do teste de
Fisher utilizando o programa Bioestat versdo 5.3 foi calculado o valor-p combinado. Os valores
de p colocados nos artigos como < 0,05 foram considerados como o ponto médio, ou seja, p =

0,025 para permitir a realizagdo da analise.

2.1 Critérios de Inclusédo
« Trabalhos que contemplam o tema Microbiota e Autismo;

* Pesquisas sobre TEA realizadas por meio de ensaios clinicos.

2.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos trabalhos com as seguintes caracteristicas:
« Em outras linguas que ndo sejam o inglés;

+ N&o abordam o tema microbiota e autismo;

» N&o sejam ensaios clinicos sobre TEA,

Publicados fora do intervalo temporal de 2014-2021,

+ Na&o englobaram abordagem sobre melhorias dos sintomas gastrointestinais e
comportamentais do TEA.

+ Trabalhos com animais;

* Incompletos;

* Duplicatas.

De acordo com o fluxograma de Prisma (Figura 1), na busca inicial foram encontrados 60

artigos relacionados ao tema de acordo com os termos de busca. Destes, 13 foram excluidos por



estarem duplicados, restando 47, nos quais foram analisados a partir dos seus titulos e resumos.

Dos mesmos, foram excluidos 22, totalizando assim 25 trabalhos a serem estudados. Todos 0s

artigos foram estudados em sua plenitude, no entanto, apenas nove faziam referéncia ao

objetivo do estudo com trabalhos concluidos na integra, portanto, 16 ndo condizentes foram

descartados.

Identificacio

Incluidos

Figura 1- Prisma 2020 Flow Diagram

L Identificagdo dos estudos por meio de banco de dados

Registros identificados por
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)
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Artigos removidos antes da triagem:

- Artigos duplicados removidos
(n=13)

Artigos triados
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Artigos excluidos:
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- Sem relagio com microbiota (n
=3)
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- Trabalhos em animais (n=1)
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Fonte: Prisma 2020 Flow Diagram adaptado pelos autores, 2022.



3 REVISAO DE LITERATURA

O Transtorno do Espectro Autista

O TEA é um disturbio de carater neuroldgico complexo que interfere diretamente na vida social
e pessoal dos individuos portadores. Apesar dos numeros crescentes em todo o mundo, sua
etiologia ainda é questionada, mas sabe-se que envolve ndo so fatores genéticos, como também
uma forte associagdo com fatores ambientais.'! Este Gltimo corresponde a uma das principais
vertentes de estudos atualmente, destacando além dos fatores mais conhecidos, como:
prematuridade, exposicdo a certos medicamentos no pré-natal, idade avancada dos pais*?, as

alteracdes na microbiota intestinal, como a disbiose.

Observando apenas a sintomatologia, € um disturbio bastante variado, apresentando quadros
com formas mais brandas, sem muito comprometimento na vida diéria e cognitiva. No entanto,
ocorrem formas mais criticas, englobando individuos portadores de deficiéncia intelectual

grave e com déficit interativo-social consideravel.

De acordo com 0 DSM-V, os sintomas baseiam-se em déficit da comunicacdo e interagdo social,
além de padrdes repetitivos e restritivos de comportamento 2 que néo sdo explicados por atrasos
no desenvolvimento ou deficiéncia intelectual. Os pacientes com 0 transtorno apresentam
dificuldade na verbalizacéo, atrasos na fala, movimentos estereotipados e emissao de sons sem
motivo aparente, evitam contato visual, tém dificuldades em relagdo a mudanca de rotina e séo

em geral mais isolados.

Entretanto, novas vertentes tém sido estudadas em relacéo a sintomatologia da doenca, entre
essas, foi notado que esses pacientes possuem sintomas gastrointestinais mais proeminentes que
os demais, destacando-se: distensdo abdominal, flatuléncia, diarreia e constipacdo.l* Além
disso, os portadores também possuem alteracbes em seus habitos alimentares, como
seletividade, recusa e até aversdo. Verificou-se que esses pacientes, em geral, possuem uma
disbiose significativa e, portanto, alteracfes na microbiota intestinal capazes ndo s6 de gerar
sintomas intestinais, como de exacerbar 0s sintomas comportamentais, aumentando a

irritabilidade, distarbios do sono, raiva e até agressividade.®

Os primeiros sinais e sintomas sdo normalmente percebidos na primeira infancia e idealmente

diagnosticados a partir dos dois anos de idade. A crianga deve ser acompanhada nas consultas



de puericultura, realizando assim, anamnese detalhada sobre seus comportamentos diarios,
historia familiar, fatores de risco, entre outros. Auxiliando o diagndstico, o exame fisico deve
ser pautado na linguagem verbal, foco do olhar, movimentos estereotipados, expressdes faciais,
assim como alteracdes neuroldgicas e audiologicas. Caso seja encontrado anormalidades no
desenvolvimento neuropsicomotor e excluindo outras causas, as ferramentas de screening para

autismo devem ser utilizadas.

As escalas em questdo, fundamentam-se principalmente nos critérios do DSM-IV e DSM-V.
Essas, podem ser tanto baseadas na entrevista com familiares quanto focadas no comportamento
da crianca. Dentre as vérias existentes, destaca-se 0 M-CHAT (Modified Checklist for Autism
in Toddlers), ferramenta muito utilizada na pratica, pois ndo necessita de treinamento e ndo
demanda muito tempo para ser aplicada. E utilizado em criancas de 16 e 30 meses, porém, tem
alta taxa de falsos positivos. O Childhood Autism Rating Scale (CARS) é uma escala que avalia
15 itens sobre os dominios principais das criangas percebidos pelos pais e permite a distingdo
de autismo leve, moderado e grave, além de poder ser aplicado em criancas de todas as idades.
Por fim, o ADOS-G (Autism Diagnostic Observation Schedule Generic) é uma ferramenta de
avaliacdo dos dominios afetados no TEA através da aplicacdo de tarefas. Este possui maior
sensibilidade e especificidade, mas nem todos os profissionais estdo habilitados para sua
utilizacdo.® A escolha da técnica precisa estar pautada na capacidade do médico, bem como na

estrutura minima para aplicé-la.

O tratamento desse transtorno é baseado na acdo de uma equipe multidisciplinar, onde o
pediatra tem papel primordial no diagndstico e seguimento desses pacientes. Alguns programas
terapéuticos utilizam técnicas para auxiliar o estimulo de habilidades sociais e comunicativas.
Outros sdo voltados para o campo educacional, além do tratamento medicamentoso para 0s
sintomas mais proeminentes, bem como o auxilio fonoaudioldgico, nutricional e psicolégico.
Porém, nenhuma dessas intervengdes é comprovadamente eficaz/curativa nos sintomas centrais
do TEA. Entretanto, devido aos sintomas gastrointestinais exuberantes e sua possivel relagdo
com 0s sintomas comportamentais, muitos estudos em relacdo a composicéo e alteracbes na
microbiota intestinal tem auxiliado no manejo terapéutico, entre estas: uso de probidticos,

prebidticos e TMF.



A Microbiota Intestinal

O intestino possui trilhdes de bactérias que vivem em simbiose, sendo a maioria benéfica ao
corpo por auxiliar em sua homeostase e proteger contra bactérias possivelmente patogénicas.
Entretanto, sabe-se que a microbiota intestinal ndo apresenta apenas acao sob a mucosa entérica,
tendo em vista a existéncia de um vinculo direto com o sistema nervoso.’® A relagéo dessas
alteracOes gastrointestinais e doengas com comprometimento neurolégico como Alzheimer,
Parkinson, TEA, impulsionaram pesquisas sobre como esses sistemas se relacionam e, assim,

foi destacada a via microbiota-intestino-cérebro.

Essa relacdo ocorre direta ou indiretamente devido a agcdo dos micro-organismos na producao
de neurotransmissores, acidos graxos, aminoacidos e no auxilio da ativacdo do sistema
imunoldgico. Além de alterar a permeabilidade intestinal, a microbiota modula os niveis
circulantes de proteinas que regulam a atividade neuronal, modifica atividades aferentes do
nervo vago, sistema nervoso entérico e neuroenddcrino. O cérebro responde entdo através do
sistema nervoso parassimpatico com o peristaltismo intestinal e funcdo sensorial. Com isso, ha
nitida relacdo entre alteracGes na microbiota e como essas podem causar disturbios nesse eixo

e vice-versa.®

Perante o TEA, vérios estudos mostram disbiose na microbiota em relacdo a composicao,
equilibrio, diversidade, mudanca estrutural e alteracdo do perfil metabdlico. Em alguns
pacientes foi observado a diminuicdo de bactérias possivelmente benéficas como
Bifidobacterium spp. e Akkermansia spp. e predominio de bactérias do género Clostridium spp.
potencialmente patogénicas.'* Além disso, ha correlacio da dishiose com prejuizo na
permeabilidade e integridade da barreira intestinal, sendo encontrado maior nimero de
linfdcitos e citocinas pré-inflamatorias que causam danos epiteliais. Outro estudo com perfis
metabdlicos em amostra de fezes, mostrou que nesses pacientes hd maior concentracdo de
glutamato, um neurotransmissor excitatdrio que se relaciona com o Acido gama-aminobutirico
(GABA), gerando assim, aumento da neuroinflamagéo ligada ao processo sensorial. Ja a
glutationa, um metabolito essencial para desintoxicacdo, apresenta relacdo da sua forma

reduzida e oxidada alterada em individuos com TEA.1®



4 RESULTADOS

Foram encontrados 60 artigos nas bases de dados PubMed, Medline e Cochrane, no espaco
temporal de 2014 a 2021 e ap0s a aplicacdo dos critérios de exclusdo, foram analisados nove
artigos. Destes, sete (77,7%) apresentam associa¢do duplamente positiva entre as intervencoes
aplicadas na microbiota intestinal e os sintomas gastrointestinais (diarreia, constipacgéo,
flatuléncia, dor abdominal, entre outros) assim como para 0S sintomas comportamentais
(irritabilidade, discurso inapropriado, estereotipias, entre outros). Quatro desses,
desenvolveram seus respectivos estudos por meio da aplicacdo de terapias: a) conjunta de
probidticos e prebioticos, b) isolada com probidticos, ¢) prébidticos com dieta, além de mais

trés artigos que realizaram TMF.

Nos outros dois artigos restantes (22,2%) foram realizadas intervencdes através do uso de
probidticos em Arnold et al.’® e probidticos e ocitocina em Kong et al.}” onde ambos ndo
observaram associacdo duplamente positiva entre os sintomas estudados. No artigo de Arnold
et al.’® contemplou melhora apenas nos sintomas gastrointestinais enquanto no Kong et al.'’

apresentou melhora somente nos sintomas comportamentais.

Em relacdo ao uso dos probidticos, foi notada uma semelhanca quanto a sua composi¢do, na
qual em todos os estudos em que essa terapéutica foi aplicada, foram encontrados
Bifidobacterium infantis em suas formulagbes. Também como destaque, o Lactobacillus
plantarum teve grande prevaléncia, presente em quatro de cinco artigos nos quais essa
intervencao foi utilizada, exceto no estudo de Wang et al.® em que se utilizou outros tipos de
Lactobacillus, como o Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei. As demais
composicdes bacterianas dos probidticos contaram com outros géneros de Lactobaccillus spp.
e Bifidobacterium spp., porém, destaca-se os estudos de Santocchi et al.® e Arnold et al.'® que

foram os unicos a utilizarem de Streptococcus thermophilus.

Os estudos que fizeram intervencdes com prebioticos (oligossacarideos) contemplam 33,3% (3)
dos artigos, sendo que em dois deles foram utilizados galacto-oligossacarideo. No estudo de
Sanctuary et al.}* foi realizada terapia combinada de colostro bovino com probidtico e no
Grimaldi et al.° foi aplicado primeiro uma dieta de restri¢io e apds, intervencio apenas com o
prebidtico. Ja em outro estudo, de Wang et al *® foi utilizado uma terapia conjunta de probidtico
com o prebidtico fruto-oligossacarideo e este apresentou significativa relevancia estatistica para

ambas frentes sintomaticas.



Os estudos que fizeram terapias associadas, sejam elas com pré e probidticos juntos ou com uso
de ocitocina e dieta, representam 44,4% (4) e em sua maioria apresentaram associagao positiva,
exceto no artigo de Kong et al.1” em que foi feita intervencdo de probidticos com ocitocina e
ndo apresentou melhoras nos sintomas gastrointestinais, porém, com relevancias nos sintomas

comportamentais (p<0,05).

Em relagdo a composicdo da microbiota intestinal, quatro ensaios clinicos (44,4%)
demonstraram aumento do género Bifidobacterium spp. pos intervencdo, sendo dois ensaios
realizados por meio de terapéutica com prebidticos e dois com TMF. Além disso, em outros
dois artigos, de Sanctuary et al** e Zhao et al.° foi observado a relagio de Bacteroides fragilis
em pacientes com TEA e sua diminuicdo apos a terapéutica. Entretanto, houve divergéncia em
relacdo aos estudos de Grimaldi et al.'° e Wang et al.*®, pois o primeiro adotou medidas de dieta
restritiva e houve aumento do género Clostridium spp., enquanto no segundo, foi promovida
intervencdo de probidticos com oligossacarideos e foi observado diminui¢do dessas bactérias
denominadas patogénicas.

As intervencdes que tiveram maior relevancia estatistica, com p<0,001 tanto para sintomas
gastrointestinais quanto para os comportamentais, foram os que fizeram a terapia de TMF,
contemplando dois de trés artigos associados ao método, demonstrando assim, sua importancia
para o tratamento desses pacientes. Outros estudos apresentaram da mesma forma um p<0,001,
porém, esses valores foram averiguados em somente uma das associa¢fes estudas, como no
Wang et al., * sobre 0 uso de probi6ticos e prebidticos, com positividade para os sintomas

gastrointestinais e no Zhao et al. ?°, também sobre TMF, nos neurocomportamentais.

Em sequéncia, a ordem de relevancia se da pelos estudos feitos com terapia combinadas de pré
e probioticos, seguidas de prebidticos com dieta e subsequentemente pelo uso de probidticos

isolados e com ocitocina.

Na analise da significancia estatistica através da combinacdo de valores de p de todos os
estudos, foi percebido que 100% das interferéncias apresentaram consideravel relevancia, com

valores de p<0,0001 para ambos 0s sintomas, comportamentais e gastrointestinais.



Quadro 1- Quadro de analises comparativas das pesquisas selecionadas para o estudo sobre TEA e Microbiota

intestinal.
Autor do
ensaio Associacao positiva ou negativa n Tratamento utilizado Valor-p*
clinico
Associacdo positiva relacionada a
K | melhorias dos sintomas 38 TMF p<<88811 ((ﬁg))
agg 1e7t al, gastrointestinais e comportamentais. <>,
Associacdo positiva relacionada a
Kaggle; al, melhorias dos sintomas 38 TMF ngggi Eﬁg
gastrointestinais e comportamentais. <o,
L . . Probiético (Bifidobacterium
Wang et al, Assor;]aé(iﬁgrpi););guo\;asri?]ltiﬂg;ada a 50 spp. Lactobacillus spp.) + p<0,001 (AG)
2020 gastrointestinais e comportamentais. Pre_b|ot|co (Ifruto— p<0.009 (AC)
oligossacarideo)
Arnol et al Associacao positiva para sintomas Probiético (Lactobacillus <0,02 (AG)
2019 ' gastrointestinais sem alteracdo nos | 13 | spp., Bifidobacterium spp. E p:0784 (AC)
sintomas comportamentais Streptococcus spp.) =5
Associacao positiva relacionada a Prebiotico (Colostro de
Sanctuary et Gaop . bovino - galacto - p<0,05** (AG)
melhorias dos sintomas 8 . . o o
al,, 2019 . oo . oligossacarideo) e probidtico | p<0,05** (AC)
gastrointestinais e comportamentais. o O .
(Bifidobacterium infantis)
Grimaldi et Associacao positiva relacionada a Prebiético (galacto- <0,05 (AG)
al 2018 melhorias dos sintomas 30 oligossacarideo) e dieta de p<0 ’05 (AC)
' gastrointestinais e comportamentais. restricdo <5,
Kong et al, Q)S;]Oi;?t%arge?l?::;'\S/:nﬁa;ﬁesr';tggng: 35 Probidtico (Lactobacillus p=0,18 (AG)
2021 P . rag spp.) e ocitocina p<0,05 (AC)
sintomas gastrointestinais
Associacao positiva relacionada a
Zhg%f; al, melhorias dos sintomas 48 TMF p<<(§) é)(?l(é%))
gastrointestinais e comportamentais. <>,
. - . . Probiético (Bifidobacterium
Santocchi et | Associacao positiva para sintomas 85 spp., Lactobacillus spp.. p<0.0191 (AG)

al, 2020

gastrointestinais e comportamentais

Streptococcus spp.)

p<0,026 (AC)

Valor-p combinado***

p<0,0001

Fonte: Autoria propria, 2022




* Valor-p: probabilidade de obter-se uma estatistica do teste igual ou mais extrema que aquela observada na

amostra sob condicdes de hipotese nula. Valor de p levados em relevancia no estudo foram de p < 0,05.

** Valores-p diferentes considerados como p<0,05. Os artigos de referéncia apresentaram diversos valores-p
relacionados aos sintomas em questdo, porém, desmembrados. No entanto, todos estes apresentam valores-p<0,05,

deste modo, no presente artigo, para melhor visualizagdo e entendimento, foi considerado nos mesmos, p<0,05.

*** \alor-p combinado: média ponderada dos valores-p analisados.



Quadro 2- Relacdo de titulo, revista, ano de publicacdo dos estudos e nome dos autores.

Titulo, Revista, ano

Autores

Microbiota Transfer Therapy alters gut ecosystem
and improves gastrointestinal and autism
symptoms: an open-label study, Microbiome,
2017

Dae-Wook Kang , James B Adams, Ann C Gregory ,
Thomas Borody, Lauren Chittick, Alessio Fasano,
Alexander Khoruts, Elizabeth Geis, Juan Maldonado ,
Sharon McDonough-Means, Elena L Pollard, Simon
Roux, Michael J Sadowsky, Karen Schwarzberg Lipson,
Matthew B Sullivan, J Gregory Caporaso, Rosa
Krajmalnik-Brown

Long-term benefit of Microbiota Transfer Therapy
on autism symptoms and gut microbiota,
Scientific Reports, 2019

Dae-Wook Kang ,James B. Adams ,Devon M. Coleman
,Elena L. Pollard ,Juan Maldonado ,Sharon McDonough-
Means ,J. Gregory Caporaso eRosa Krajmalnik-Brown

Probiotics and fructo-oligosaccharide intervention
modulate the microbiota-gut brain axis to improve
autism spectrum reducing also the hyper-
serotonergic state and the dopamine metabolism
disorder, Pharmacological Research, 2020

Ying Wang, Ning Li, Jun-Jie Yang, Dong-Mei Zhao, Bin

Chen, Guo-Qing Zhang, Shuo Chen, Rui-Fang Cao, Han

Yu, Chang-Ying Zhao, Lu Zhao, Yong-Sheng Ge, Yi Liu,
Le-Hai Zhang, Wei Hu, Lei Zhang, Zhong-Tao Gai

Probiotics for Gastrointestinal Symptoms and
Quality of Life in Autism: A Placebo-Controlled
Pilot Trial, Journal Of Child and Adolescent
Psycopharmacology, 2019

L Eugene Arnold, Ruth Ann Luna, Kent Williams, James
Chan, Robert A Parker, Qinglong Wu, Jill A Hollway,
Adelina Jeffs, Frances Lu, Daniel L Coury, Caitlin Hayes,
Tor Savidge

Pilot study of probiotic/colostrum supplementation
on gut function in children with autism and
gastrointestinal symptoms, Plos One, 2019

Megan R Sanctuary , Jennifer N Kain, Shin Yu Chen,
Karen Kalanetra, Danielle G Lemay, Destanie R Rose,
Houa T Yang, Daniel J Tancredi, J Bruce Alemao,
Carolyn M Slupsky, Paul Ashwood, David A Mills,
Jennifer T Smilowitz, Kathleen Angkustsiri

A prebiotic intervention study in children with
autism spectrum disorders (ASDs), Microbiome,
2018

Roberta Grimaldi, Glenn R. Gibson, Jelena Vulevic,
Natasa Giallourou, Josué L. Castro-Mejia, Lars H.
Hansen, E. Leigh Gibson, Dennis S. Nielsen, e Adele
Costabile

Probiotic and Oxytocin Combination Therapy in
Patients with Autism Spectrum Disorder: A
Randomized, Double-Blinded, Placebo-Controlled
Pilot Trial, Nutrients, 2021

Xue-Jun Kong, Jun Liu, Kevin Liu, Madelyn Koh,
Hannah Sherman, Siyu Liu, Ruiyi Tian, Piyawat
Sukijthamapan, Jiuju Wang, Michelle Fong, Lei Xu,
Cullen Clairmont , Min-Seo Jeong, Alice Li, Maria Lopes,
Veronica Hagan, Tess Dutton, 1 Suk-Tak (Phoebe) Chan,
Hang Lee, Amy Kendall, Kenneth Kwong, e Yiging Song

Fecal microbiota transplantation for children with
autism spectrum disorder, Gastrointestinal
Endoscopy, 2019

Huijun Zhao, Xuefeng Gao, Luo Xi, Yichao Shi, Lihua
Peng, Chongying Wang, Liping Zou, Yunsheng Yang

Effects of Probiotic Supplementation on
Gastrointestinal, Sensory and Core Symptoms in
Autism Spectrum Disorders: a Randomized
Controlled Trial, Frontiers in Psychiatry, 2020

Elisa Santocchi, Letizia Guiducci, Margherita Prosperi,
Sara Calderoni, Melania Gaggini, Fabio Apicella,
Raffaella Tancredi, Lucia Billeci, Paola Mastromarino,
Enzo Grossi, Amalia Gastaldelli, Maria Aurora Morales,
Filippo Muratori

Fonte: Autoria propria, 2022



5 DISCUSSAO

Diante da grandeza do assunto, é notoria uma ascensao de estudos voltados ao tema nos altimos
anos?l. No entanto, o nimero de pesquisas relacionadas a ensaios clinicos ainda é pequeno e
inovador. Deste modo, de maneira oportuna, voltamos nosso estudo a estes, buscando assim,
relacionar de forma préatica as mais novas frentes intervencionistas e por conseguinte, seus

resultados.

Em nosso artigo, foram analisados nove estudos, todos eles impreterivelmente ensaios clinicos.
Nessa revisdo, foi almejado basear-se em artigos que tivessem como foco intervengdes na
microbiota intestinal, buscando assim, melhoria nos sintomas gastrointestinais e sintomas
comportamentais em pacientes portadores de autismo, ndo englobando, portanto, trabalhos que
ndo apresentassem relevancia sobre o tema. Vale a pena ressaltar que, dentre esses, um dos
artigos de Kang, et al.?? representa a continuacio de seu estudo piloto anterior'! também aqui

englobado, tendo 0 mesmo, relevancia em diferentes focos de estudo.

Dentre os trabalhos analisados, sete (77,7%) apresentaram associacdo positiva tanto para os
sintomas gastrointestinais estudados, quanto para os sintomas comportamentais relacionados a
sindrome, sugerindo dessa forma, associacdo positiva as intervencdes estudadas. Diante da
andlise estatistica dos resultados, aventa-se para ambas as frentes supracitadas o valor-p
combinado de p<0,0001, reforcando assim, sua veracidade.

Dessa forma, em frente as pesquisas, foi notada grande euforia por parte da comunidade
cientifica em relacdo ao trato gastrointestinal e o transtorno, e isso se deu pela observacéo de
um padréo patoldgico de sintomas gastrointestinais em muitos pacientes com TEA. Associado
a esse achado, foi também averiguado, segundo autores, que a gravidade do transtorno esta

diretamente relacionada aos sintomas gastrointestinais apresentados. *’ 22

Perante os estudos, foi constatado particularidades em relacdo a microbiota intestinal de
pacientes com TEA e pacientes sem a doenca. Entre elas, foi destacada por estudos de
mapeamento intestinal a presenca de maior quantidade de bactérias possivelmente patogénicas

como o Clostridium spp. Em contrapartida, foi notado também uma diminuicdo de bacterias



possivelmente benéficas como as Bifidobactérias spp. e Akkermansia spp., somado ao achado
de menor diversidade na microbiota geral destes pacientes em comparagdo com criangas

sadias.18 19

Mantendo foco nas intervengdes e em como essas se traduziriam em melhorias sintomaticas,
destacamos trés frentes principais: uso de probioticos, prebidticos e TMF. Assim, devemos
pontuar também que em dois desses artigos'*” 18 foram utilizadas associacGes entre as
intervengdes supracitadas, denominadas na presente discussao como “terapia combinada”.
Além da sobreposicdo destes artigos, devemos salientar, também, que ndo foram englobados
de forma primordial outros tipos de intervencdes, como: uso de antibioticos prévios, dietas e

uso de ocitocina.

Em relacdo ao uso de probioticos, foi notada uma associacdo positiva em relacdo a melhora dos
sintomas gastrointestinais em dois de trés estudos. Da mesma forma, diante dos sintomas
neurocomportamentais, dois de trés estudos mostraram melhorias. Em dissonancia, um dos trés
estudos apresentou associagdo duplamente positiva, este foi o Santocchi et al.%, que realizou um
estudo duplo-cego randomizado em 85 pré-escolares e avaliou seus resultados pautado no
escore ADOS.

Ja os prebioticos, apresentaram relacdo integralmente dupla positiva, no entanto, vale ressaltar
que foi estudado somente um artigo isolado sobre o tema, ja que no presente estudo ha trés
artigos relacionados a essa intervencao e, em dois dos mesmos, 0 uso de prebidticos teve sua
utilizacdo em associacio ao uso de probidticos. O artigo de Grimaldi et al.*®, traz uma
abordagem pautada no uso de prebioticos e dietas restritivas. O prebidtico de escolha foi o
prebidtico B-GOS® (bimuno® galacto-oligossacarideo) e a dieta era baseada principalmente
na exclusdo de gluten e caseina. Seu estudo foi realizado em 30 criangas e sua associacao,

como anteriormente exposta, foi duplamente positiva.

Como citado anteriormente, dois artigos estudados apresentaram uma forma de terapia
combinada entre o uso de prebidticos e probioticos, na qual realizaram essas intervencdes de
forma conjunta, ndo diferenciando seus resultados de forma especifica. Porém, apesar do
exposto, seus resultados séo duplamente positivos, apresentando, portanto, 100% de melhorias

em ambas associacgdes estudadas.

Em relacdo ao TMF, podemos afirmar que, diante de nossa pesquisa, foi a metodologia

intervencionista mais promissora. Representada por trés de nove artigos, apresentou-se em



100% destes resultados favoraveis positivamente para as duas frentes sintomaticas, além de
apresentarem em dois dos artigos relevancia estatistica importante em ambas, com p<0,001. O
TMF é um processo realizado por ingestdo de capsulas contendo microbiota fecal filtrada de
um doador saudavel para um paciente disbidtico. Nesse transplante, é recebido grande
quantidade de micrdébios comensais, avaliados como benéficos, e sua intencdo € a correcao da
disbiose do receptor. 1!

Como destaque, o artigo de Kang et al.??> apresenta um estudo com 38 pacientes que foram
acompanhados por dois anos desde a publicacdo de seu artigo piloto. Inicialmente, no primeiro
estudo, foram encontradas associacdes positivas para os dois sintomas e um aumento da
quantidade de bactérias ditas como benéficas nos receptores. Com o passar dos dois anos e com
0 acompanhamento dessas criancas, o segundo artigo foi lancado, e seus resultados continuaram
positivos, além de ter sido documentada a permanéncia dos micro-organismos benéficos. O
autor relata a necessidade de mais estudos em uma populagdo maior para concreta validacao
dos resultados, porém, é fato que os resultados sdo otimistas.

E sabido também que o TEA é uma sindrome que atualmente acompanha seus portadores de
forma permanente?® e que, diante dessa condi¢do prolongada, os estudos aqui englobados
apresentam uma vis@o limitada sobre os efeitos dessas intervencdes a longo prazo, tendo em

vista que os estudos em questdo realizam acompanhamentos temporarios.

De modo geral, a maior parte da literatura publicada sobre a relagé&o/intervencdo microbiota e
autismo apresenta uma associacao positiva quando o desfecho esperado é pautado na melhora
sintomatica dos pacientes. No entanto, destacamos aqui algumas dificuldades em nossa
pesquisa, principalmente relacionados a interposicdo de métodos terapéuticos, tempo de
acompanhamento e tamanho das amostras. Além disso, como ja mencionado, grande parte dos
estudos sao recentes e ainda escassos, principalmente na frente intervencionista onde englobam-
se 0s ensaios clinicos. Essa particularidade impossibilitou ndo s6 a analise de mais estudos,
como também de outras intervencdes terapéuticas. Deste modo, diante do estudo e nossas

andlises, destacamos que estes resultados devem ser analisados com parcimonia.



6 CONCLUSAO

Diante da revisdo exposta, fica clara a relacdo do eixo intestino-cérebro e como alteracBes na
microbiota podem impactar em doencas neurolégicas como o autismo. Na analise, foi percebida
relacdo entre o predominio de bactérias classificadas como patogénicas e o agravamento
sintomatoldgico dos pacientes. Dessa forma, foi destacado possibilidades terapéuticas que
possam agir na microbiota e melhorar sintomas gastrointestinais e comportamentais. Destas, as
que tiveram pertinéncia em sua respectiva ordem de relevancia, foram: TMF, prebioticos e
probidticos em terapia combinada, prébioticos com dieta e por Gltimo probioticos isolados e
com ocitocina, respectivamente. Apesar do tratamento com TMF ter sido destacada como a
melhor intervengdo terapéutica, demonstrando melhoria expressiva na sintomatologia dos
pacientes, a analise geral dos valores de p combinado mostrou relevancia estatistica

significativa para todas as intervencgdes estudadas.

Deste modo, fica exposta a importancia do assunto e sua aplicabilidade clinica. Por conseguinte,
traz destaque as melhorias sintomatolégicas de uma sindrome estatisticamente relevante em
nivel mundial. Portanto, € notorio a necessidade de incentivos as pesquisas relacionadas ao
tema, visando assim, trabalhos mais robustos e resultados que se traduzam em tratamentos

efetivos aos pacientes portadores do TEA.
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