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Gongalves, Béarbara Peter. Contagem de mondcitos elevada em criancgas e
adolescentes com Transtorno do Espectro do Autismo: influéncia do excesso
de peso e do comportamento alimentar. Orientadora: Sandra Costa Valle. 2021. N
pag.108. Dissertacdo, Faculdade de Nutricdo, Programa de Pds-Graduacao em
Nutricdo e Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

A disfungdo imunoldgica, a inflamacdo e a interagdo entre estes fatores tem sido
relacionadas tanto a etiologia quanto a gravidade dos sintomas no Transtorno do
Espectro do Autismo (TEA). Sabe-se que o excesso de peso € um fator independente
associado a disfuncdo imunolégica, sendo encontrado em elevadas prevaléncias no
TEA, em especial naqueles que tendem a se alimentar para lidar com diferentes
estados emocionais. Uma das vias de investigacdo do sistema imunolégico é a analise
das células sanguineas da série branca, especialmente dos mondcitos. O objetivo
deste estudo foi investigar o nUmero de monécitos e sua associacdo 0 excesso de
peso em criancgas e adolescentes com TEA. Estudo transversal realizado de outubro
de 2018 a margo de 2020, no Nudcleo de Neurodesenvolvimento da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS. Foram incluidos 68
pacientes com diagnodstico de TEA, entre 3 e 18 anos, sem diagnostico de sindrome
genética, neuropatia e cardiopatia congénita, alergia, neoplasia ou infeccdo. O
desfecho foi 0 nimero de mondcitos (/mm3). Para isso, uma amostra de 5mL de
sangue foi obtida em jejum e o hemograma analisado por impedancia elétrica. A
exposicao principal foi o excesso de peso, considerado como IMC para idade >+1
escore-z. O comportamento alimentar, avaliado com a escala Children’s Eating
Behaviour Questionnaire (CEBQ) foi utilizado para descrever a amostra e como fator
de ajuste. A distribuicdo da variavel de desfecho foi simétrica e a comparacao entre
duas ou mais categorias de variaveis de exposicéao foi realizada com teste t de Student
ou One Way ANOVA, respectivamente. Utilizou-se regressao linear para avaliar a
associacao entre o numero de mondcitos e o excesso de peso (IMC <1 ez), ajustado
para variaveis com p< 0,05. O fator de ajuste mantido nesta analise foi a classificacao
acima ou abaixo da média de pontuagao na subescala “sobre ingestdo emocional. O
nivel de significancia estatistica foi p< 0,05. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da instituicido, sob protocolo n° 2.835.793. Os participantes do
estudo tinham em média 8,6 = 3,3 anos de idade, a maioria era do sexo masculino
(79%), utilizava farmaco antipsicotico (62%) e tinha excesso de peso (66%). O nimero
de mondcitos foi maior naqueles com excesso de peso (522+211 /mm?3) comparados
aos sem excesso de peso (394+142 / mm3) e nagueles com pontuagdo acima da
média na subescala “sobre ingestdo emocional” (581+£247 vs 452+126) comparados
aos abaixo da média. Na analise de regressdo o aumento de mondcitos associado ao
excesso de peso manteve-se significativo apds ajuste para “sobre ingestédo
emocional”. Criancas e adolescentes com TEA apresentaram elevacao da contagem
de mondcitos associada ao excesso de peso e a maior “sobre ingestdo emocional’.
Uma intervencao nutricional para controle do peso e da qualidade nutricional da dieta
pode mitigar o impacto negativo sobre a atividade inflamatéria e a disfungéo
imunoldgica nestes pacientes.
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Immune dysfunction, inflammation, and the interaction between these factors have
been related to both the etiology and severity of symptoms in Autism Spectrum
Disorder (ASD). Overweight is known to be an independent factor associated with
immune dysfunction, and is found in high prevalences in ASD, especially in those who
tend to eat to cope with different emotional states. One of the avenues of investigation
of the immune system is the analysis of white series blood cells, especially monocytes.
The aim of this study was to investigate the number of monocytes and their association
with overweight in children and adolescents with ASD. A cross-sectional study
conducted from October 2018 to March 2020, at the Neurodevelopmental Center of
the Faculty of Medicine, Federal University of Pelotas, Pelotas-RS. Sixty-eight patients
diagnosed with ASD, between 3 and 18 years old, without diagnosis of genetic
syndrome, neuropathy and congenital heart disease, allergy, neoplasia, or infection
were included. The endpoint was the number of monocytes (/mma3). For this a 5mL
blood sample was obtained fasting and the CBC was analyzed by electrical
impedance. The primary exposure was overweight, considered as BMI>+1 z-score.
Eating behavior, assessed with the Children's Eating Behaviour Questionnaire (CEBQ)
scale, was used to describe the sample and as an adjustment factor. The distribution
of the outcome variable was symmetrical and the comparison between two or more
categories of exposure variables was performed with Student's t test or One Way
ANOVA, respectively. Linear regression was used to assess the association between
monocyte number and overweight (BMI <1 ez), adjusted for variables with p< 0.05.
The adjustment factor retained in this analysis was the classification above or below
the mean score on the subscale "emotional overeating”. The level of statistical
significance was p< 0.05. The project was approved by the Research Ethics
Committee of the institution, under protocol number 2.835.793. The study participants
were on average 8.6 + 3.3 years old, most were male (79%), used antipsychotic drug
(62%) and overweight (66%). The number of monocytes was higher in those who were
overweight (522+211 /mm3) compared to those who were not overweight (394+142 /
mm3) and in those who scored above average on the "emotional overeating" subscale
(581+247 vs 452+126) compared to those below average. In regression analysis the
increase in monocytes associated with overweight remained significant after adjusting
for "emotional overeating”. Children and adolescents with ASD showed elevated
monocyte counts associated with overweight and greater "emotional overeating." A
nutritional intervention to control weight and nutritional quality of the diet may mitigate
the negative impact on inflammatory activity and immune dysfunction in these patients.

Keywords: Autistic spectrum disorder. White blood cells. Monocytes. Overweight.
Eating behavior.
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Resumo

Introducdo: O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é uma desordem do
neurodesenvolvimento caracterizada por comprometimentos em dois dominios
centrais: comunicacao social; comportamento restritivo e repetitivo de interesses.
Estima-se que o Brasil possua cerca de 2 milhdes de autistas, 0s quais possuem
um longo caminho até que encontrem o tratamento adequado. A etiologia do TEA
envolve uma combinacado de fatores genéticos, metabdlicos e ambientais que ao se
conectarem, tornam-se uma espécie de gatilho desencadeador do transtorno.
Dentre os fatores etiologicos esta a inflamacdo, a qual tem sido associada a
alteracbes no sistema imunolégico, tanto em nivel sistémico quanto celular. Uma
das vias de investigacéo do estado inflamatério de um individuo € através da analise
das células sanguineas da série branca, os leucdcitos. Essas células podem ser
mensuradas por meio de hemograma, um exame de sangue de baixa complexidade,
baixo custo, e frequentemente utilizado na prética clinica. Em criangcas com TEA,
tem sido descrita uma maior contagem de leucécitos, em especial das
subpopulac¢des neutrofilos, linfécitos e mondcitos. Este efeito seria uma resposta
celular ao maior nivel de proteinas e toxinas inflamatorias observada nesses
individuos. Objetivo: Investigar o niumero e a proporcao de células sanguineas da
série branca e as razdes mondcito linfocito e neutrdfilo linfécito, segundo
caracteristicas sociodemograficas, clinicas e comportamentais de criancas e
adolescentes com TEA. Métodos: estudo transversal que sera realizado com dados
do estudo de intervencgao intitulado: PANA “Protocolo de Atendimento Nutricional a
individuos com transtorno do espectro Autista”. Foram convidados a participar do
estudo pacientes com idade entre 3 a 18 anos e com auséncia de neuropatias e
cardiopatia congénita. Para o presente estudo seréo utilizados dados de pacientes
rastreados e incluidos no PANA no periodo entre outubro de 2018 a marco de 2020.
Amostras de sangue serao coletadas e analisadas em equipamento automatico para
determinacdo da contagem total do nimero de leucdcitos e suas subpopulacdes e
a raz6es monocito linfocito e neutrdfilo linfécito. O comportamento alimentar sera
avaliado pelo Questionario do comportamento alimentar da crianca CEBQ e o
estado nutricional pelo escore z do indice de Massa Corporal (IMC) para a idade. As
variaveis idade em anos completos, sexo (feminino e masculino), cor da pele
(branca, parda/mulata/morena/cabocla, negra, amarela/oriental, indigena), renda

familiar (em reais), e uso de medicamentos serdo obtidos através de um
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questionério geral. Resultados esperados: espera-se que o numero das células
sanguineas da série branca estard acima dos limites de referéncia, segundo a faixa
etaria. Ainda que uma maior RML sera associada a obesidade, ao uso de farmacos
psicoativos, a um comportamento mais irritado e a um menor nivel de escolaridade
materna. Contribuicfes: o estudo agregard conhecimento sobre a condi¢cao do
sistema imunolégico, avaliado por meio do nimero e das propor¢des das células
sanguineas da série branca, bem como das razdes RML e RNL em criangas e
adolescentes autistas. Além disso, o conhecimento gerado permitira estratégias de
tratamento, especialmente em ambito nutricional, que propiciem a reducdo de

agravos a saude conforme o perfil de células identificado.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista, células sanguineas da série

branca, raz&o monacitos linfocitos, razé&o neutroéfilos linfocitos, comportamento.
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1. Introducéo

O transtorno do Espectro do Autismo (TEA) € uma desordem do
neurodesenvolvimento infantil, cujo diagnéstico é feito em torno dos trés anos de
idade e caracteriza-se por desvios na comunicagdo social e pela presenca de
padrdes restritos e repetitivos de comportamento e interesses (DSM-5, 2013).

Segundo dados do Center of Disease Control and Prevention (CDC) existem
18,5 casos de autismo a cada 1.000 nascimentos,1 para 54 (Maenner et al., 2020).
Houve aumento de 10% da prevaléncia comparando a anterior, que era 1 para 59
(Baio et al., 2018; Maenner et al., 2020). A razdo de prevaléncia entre meninos e
meninas € 4:1, entre criancas negras e brancas esta razao é similar. Contudo, as
disparidades no diagnostico e na intervencdo precoce persistem para criancas
negras (Maenner et al.,2020). No Brasil ainda ndo ha pesquisa de base populacional
sobre a prevaléncia de TEA. Estima-se que o pais tenha cerca de 2 milhdes de
pacientes com autismo, 0s quais possuem um longo caminho até que encontrem o
tratamento adequado (Mello et al., 2013).

A literatura indica que o TEA é causado por fatores genéticos, metabdlicos e
ambientais que ao se conectarem, tornam-se uma espécie de gatilho
desencadeador do transtorno (Robinson et al.,, 2015; Sociedade Brasileira de
Pediatria, 2019; Maenner et al., 2020). A influéncia genética € apoiada pela
distribuicdo desigual entre o sexo, aumento da prevaléncia entre irmaos, alta
concordancia em gémeos monozigéticos e 0 aumento do risco proporcional ao grau
de parentesco (Robinson et al., 2015). Entretanto, os fatores genéticos ndo atuam
isolados e sofrem forte influéncia de fatores ambientais, como a idade avancada dos
pais no momento da concepc¢ao, a exposicdo a farmacos durante o periodo pré-
natal, infeccbes maternas durante a gestacdo e pods-natal na crianca, parto
prematuro, desequilibrio na microbiota intestinal e nivel socioeconémico (Depino,
2013; Bolte et al., 2018).

Dentre os fatores envolvidos na etiologia do TEA esta a inflamacao, a qual
tem sido associada a alteracdes no sistema imunolégico, tanto em nivel sistémico
guanto celular (Ashwood et al., 2006, Depino, 2013). A inflamacéo afeta o sistema
nervoso central (SNC) por meio do aumento do numero de células do sistema
imunoldgico e da liberacdo de citocinas e quimiocinas inflamatoérias (Careaga et al.,
2017).
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Uma das vias de investigacdo do estado inflamatério de um individuo é
através da andlise das células sanguineas da série branca, os leucécitos. Essas
células podem ser mensuradas por meio do leucograma, um exame de sangue de
baixa complexidade, baixo custo, e frequentemente utilizado na prética clinica
(Hesapcioglu et al., 2017).

Em criangas com TEA, tem sido descrita uma maior contagem de leucdcitos,
em especial das subpopulacées neutroéfilos, linfécitos e monécitos, assim como das
citocinas liberadas por estas células. Este efeito seria uma resposta celular ao maior
nivel de proteinas e toxinas inflamatorias observada nesses individuos (Sweeten et
al., 2003; Ashwood et al., 2011; Hesapcioglu et al., 2017; Kutlu and Cevher Binici,
2018; Kulaksizoglu and Koparan, 2019). Além disso, um maior grau de
neuroinflamacao foi associado a um maior déficit de socializacdo e cogni¢cdo em

criangas autistas (Onore et al., 2012; Meltzer and Water, 2017; Careaga et al., 2017).
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2. Referencial tedrico

2.1 Transtorno do Espectro do Autismo

O TEA é caracterizado por comprometimentos em dois dominios centrais:
comunicacao social; comportamento restritivo e repetitivo de interesses. Segundo o
Diagnostic and statistical manual of mental disorders 5 (DSM- 5, 2013) algumas
caracteristicas sdo essenciais para diagnostico do TEA e sdo classificadas em
critérios: Critério A sao prejuizos persistentes na comunicacao social reciproca e na
interacao social, critério B séo os padrdes restritos e repetitivos de comportamento,
interesses ou atividades. Critério C se os sintomas estdo presentes desde o inicio
da infancia e critério D se os sintomas limitam ou prejudicam o funcionamento diario
do individuo. Estudos indicam que o DSM-5 permite o diagndstico precoce e
apresenta elevada especificidade, apesar disso, sua sensibilidade diagnostica é
baixa (Kulage et al.,2014; Mazurek et al.,2017).

O DSM-5 apresenta fragilidade no diagnostico de TEA em pacientes do sexo
feminino e com sintomas leves. Alley (2019) aponta que as meninas possuem um
padrdao de comportamento restrito e repetitivo de interesses diferente dos meninos,
camuflando os sintomas. Ainda, Romero et al. (2016) consideram que as alteracdes
realizadas na ultima versdo do DSM, que tornaram necessario atender a todos 0s
critérios relacionados aos dominios de interacdo e comunicacéo social, dificultam o
diagnostico de casos de TEA com grau leve, por exigirem maior severidade na
sintomatologia para atender aos critérios diagnosticos.

No Brasil, o Ministério da Saude preconiza o uso da Classificacao Internacional
de Doencas (CID-10) como critério de diagndstico do TEA, incluso no codigo F84
Transtorno global do desenvolvimento, subdividido nos cédigos F84.0 autismo
infantil, F84.1 autismo atipico.

O estagio em que o prejuizo funcional fica evidente ird variar de acordo com
caracteristicas do individuo e seu ambiente. Manifestacées do transtorno também
variam muito dependendo da gravidade, do nivel de desenvolvimento e da idade
cronoldgica, por isso 0 uso do termo espectro. Os sintomas do TEA frequentemente
apresentam-se entre os 12 a 48 meses de idade, o diagnéstico € feito em torno dos
36 meses de idade (DSM-5, 2013).

A complexidade e a diversidade de apresentacdes clinicas do TEA sao
possivelmente devidas as interacfes entre varios genes e suas combinacdes,
juntamente com as influéncias epigenéticas, ou seja, a exposi¢cdo a modificadores

ambientais que causam alteracdo na expressao génica. Apesar da etiopatogenia
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complexa acredita-se que varios elementos ou fatores ambientais possam contribuir
(Bolte et al., 2018).

As manifestacfes de autismo incluem deficiéncias em comunicacao e interacao
social, comportamentos repetitivos, anormalidades sensoriais, e niveis variados de
deficiéncia intelectual. As deficiéncias na comunicagao e interagao social envolvem
principalmente trés subdominios: a reciprocidade social, comunicagéo ndo verbal e
0 desenvolvimento, manutencdo e compreensdo de relacionamentos. Os
comportamentos e interesses repetitivos e restritos abrangem de dois a quatro dos
seguintes subdominios: comportamentos estereotipados e repetitivos, insisténcia na

mesmice, interesses restritos e fixos (DSM-5, 2013).

Alteracbes sensoriais, como a hipersensibilidade ou hipossensibilidade (viséo,
audicdo, tato, propriocepcdo e gustacdo), com interesse ou restricdo em
informagbes sensoriais especificas também s&o sintomas considerados no
diagnostico do DSM-5. Podem estar presentes ou ndo no inicio do desenvolvimento,
ou manifestar-se tardiamente (DSM-5, 2013), assim como possuem a janela
temporal multissensorial, onde estas alteracbes podem estar aumentadas ou
atenuadas, dependendo dos estimulos recebidos e da proximidade de tempo em
gue os eventos desencadeadores da alteracdo sensorial ocorreram (Siemann et al.,
2020). Essas disfuncbes multissensoriais desempenham um papel critico na
comunicacao social, comportamentos e sintomas de deficiéncia intelectual assim

como atraso global de desenvolvimento (Hilton et al., 2010).

Estas modificacbes no processamento sensorial com hipo ou
hipersensibilidade podem afetar seriamente o comportamento alimentar (Stevenson
et al., 2014). Estes fatores intrinsecos motivam a repulsa ou afinidade a
determinadas texturas, sabores, cheiros e formatos. Em especial, experiéncias
sensoriais prazerosas, geralmente ligadas a alimentos hiper palataveis e
nutricionalmente incompletos, que motivam as criangas a um consumo alimentar
elevado (Zuckermann et al., 2014). O elevado consumo de biscoitos e alimentos tipo
“snacks”, hiper palataveis, também foi relacionado a episédios de raiva,
comportamento indisciplinado durante as refei¢des, recusa e solicitacao e alimentos
(Castro et al., 2016). Estudos apontam que individuos com TEA tém o habito de
comer para lidar com diferentes estados emocionais de alegria, ansiedade e
estresse, ingerindo frequentemente bebidas agucaradas ao longo do dia, além de
comerem mais rapidamente, evidenciando episédios de compulsdo alimentar
(Castro et al., 2016; Kamal Nor et al., 2019).
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Sharp e colaboradores (2013) em uma meta-analise, relataram que criancas
com TEA tiveram mais problemas com alimentacdo quando comparados com seus
pares, identificando seletividade alimentar nas criangcas com TEA. A ingestéao
alimentar afetada por problemas comportamentais na hora das refeigdes, recusa
alimentar e preferéncia por textura ou cheiro especifico também foram descritos por
Bandini et al. (2010), Evans et al. (2012), Zimmer et al. (2012).

Alguns estudos apontaram que a ingestao total de calorias e proteinas néo
estdo comprometidas no TEA. Porém a ingestdo de inUmeras vitaminas e minerais
seria insuficiente quando comparada as recomendacgdes de referéncia e a grupos
controle (Herndon et al., 2009; Schmitt et al., 2008).

Ha muitas décadas estuda-se a relacdo entre estado nutricional e a fungéo
imunolégica. Como exemplo temos a desnutricdo proteica que reduz as
concentragcdes da maioria dos aminoacidos no plasma, eles sédo substratos para a
formacédo das células imunologicas além de regularem a proliferacéo e ativacédo de
linfocitos T, linfécitos B, células natural killer e macrofagos, estado redox das células,
expressdo @énica, producdo de anticorpos, citocinas e outras substancias
citotoxicas (Wu et al, 2014).

Alteracbes imunoldgicas em criancas com TEA séo descritas desde meados
de 1977 (Stubbs et al., 1977) e recentemente o estudo da disfuncdo imunoldgica
nestes individuos tem se expandido. As alteracbes no sistema imunoldgico
encontrada em criancas com TEA tem sido relacionado a etiologia, distincdo dos
subtipos e a severidade dos sintomas (Meltzer and Water, 2017; Hesapcioglu et
al.,2017; Enstrom et al., 2010; Kutlu and Cevher Binici, 2018; Nurmalia et al., 2020).

Evidéncias apontam que a exposicdo a inflamacdo no periodo pré-
gestacional correlaciona-se a etiologia do TEA (Meltzer and Water, 2017). A
ativacao do sistema imunolégico materno altera o funcionamento placentario atravées
do aumento do fluxo sanguineo, transporte de anticorpos e citocinas através da
placenta para a circulacdo fetal com passagem pela barreira hematoencefalica do
feto, alterando o seu neurodesenvolvimento em diferentes niveis (Anderson et al.,
2007; Depino, 2013).

A disfuncao inflamatdria observada em individuos com TEA também esta
implicada na etiologia de comorbidades associadas a este disturbio, a exemplo da
epilepsia que € observada em 6-27% dos pacientes com TEA (Bozzi et al., 2018;
Jeste & Tuchman, 2015). Foi observado nestes pacientes niveis aumentados de

autoanticorpos contra proteinas cerebrais especificas, imunoglobulinas no sangue,
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citocinas no cérebro, liquido cefalorraquidiano e sangue (Estes and McAllister.,
2015; Frye et al., 2016; Bozzi et al., 2018).

A distingdo entre os subtipos de autismo, maior severidade dos sintomas,
estereotipias e deficiéncias cognitivas tem sido relacionada a disfunc¢éo inflamatoria,
devido ao aumento no nimero de células do sistema imunolégico (Hesapcioglu et
al.,2017), bem como a sua exacerbacdo na liberacdo de citocinas inflamatorias
(Enstrom et al., 2010; Jyonouchi and Geng, 2020) e de anticorpos (Piras et al.,
2014).

Alguns estudos tém investigado o estado imunolégico de criancas com TEA
através de um exame de baixa complexidade e custo, o hemograma. A contagem
de células sanguineas, que pode fornecer informac6es da composicéo celular, como
do numero de glébulos vermelhos, leucdcitos totais, mondcitos, neutréfilos,
linfocitos, basofilos e eosinéfilos bem como permitem o calculo das razdes celulares
(Balta et al., 2015; Hesapcioglu et al.,2017; Yonk et al., 1990; Sweeten et al., 2003;
Ashwood et al., 2011; Kutlu and Cevher Binici, 2018; Kulaksizoglu and Koparan,
2019).

2.2 Células sanguineas da série branca

O organismo humano possui um sistema especial de protecdo para combater as
diferentes infec¢cdes e agentes toxicos. Esse sistema é formado pelos leucocitos
(células sanguineas da série branca) e células teciduais derivadas dos leucécitos.
Essas células atuam em conjunto de dois modos para impedir a doenca: destruicdo
das bactérias ou dos virus por fagocitose e pela formacdo de anticorpos pelos
linfocitos sensibilizados capazes de destruir ou inativar o invasor (Hall, 2015).

Os leucacitos, sdo as unidades moveis do sistema protetor do corpo. Seis tipos
desta célula estdo presentes no sangue: os neutréfilos, mondcitos, linfocitos,

eosindfilos, basdfilos e ocasionalmente, plasmacitos (Hall, 2015).
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Figura 1. Origem e desenvolvimento das linhagens das células sanguineas.
Fonte: Tortora e Derrickson, 2016, p. 670.

As células-tronco na medula 6ssea vermelha se reproduzem, proliferam e
diferenciam em células sanguinea bem como outros tipos de células. A fim de formar
as células sanguineas, as células-tronco pluripotentes na medula 6ssea produzem
mais dois tipos de células-tronco, que possuem a capacidade de se desenvolver em
diferentes tipos celulares, dentre elas as chamadas de células mieloide e linfoides
(Cruvinel et al., 2010; Tortora e Derrickson, 2016). As células mieloides comecam o
seu desenvolvimento na medula éssea vermelha e dao origem a hemécias,
plaquetas, mondcitos, neutrofilos, eosinodfilos, basofilos e mastocitos. As células
linfoides, que dao origem aos linfécitos, comecam o seu desenvolvimento na medula
o0ssea vermelha, porém o completam nos tecidos linfogénicos (linfonodos, baco,
timo, tonsilas e nas placas de Peyer, abaixo do epitélio da parede intestinal (Calder,
2006; Cruvinel et al., 2010; Hall, 2015; Tortora e Derrickson, 2016). A Figura 1
apresenta a origem e diferenciacao das células sanguineas, o lado esquerdo mostra

a linhagem mieloide e o direito a linhagem linfoide (Tortora e Derrickson, 2016).
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Os leucdcitos formados na medula 6ssea ficam armazenados até que sejam
necessarios no sistema circulatério. Quando surge a necessidade, varios fatores
provocam a liberacdo destas células. Normalmente, o triplo do niumero de leucécitos
circulantes no sangue esté armazenado na medula. Os linfécitos sdo armazenados,
em sua maioria, nos diversos tecidos linfoides, um pequeno nimero esta sendo
temporariamente transportado pelo sangue (Hall, 2015).

Os neutrofilos sdo os leucécitos mais abundantes no sangue periférico, sao
células maduras que podem atacar e destruir bactérias, mesmo no sangue
circulante através da fagocitose, em geral, consegue fagocitar cerca de 3 a 20
bactérias, antes de ser inativado e sofrer apoptose (Cruvinel et al. 2010).

Os mondcitos constituem de 3 a 8% dos leucdcitos circulantes, e possuem curto
tempo de transito, de 10 a 20 horas no sangue, antes de atravessar as membranas
capilares em direcao aos tecidos. Uma vez nos tecidos essas celulas amadurecem
como macrofagos. Os mondcitos tém um papel importante em ambos o0s niveis da
imunidade, inata e adaptativa. Suas funcdes na imunidade inata sdo fagocitar
microrganismos e produzir citocinas que ativam outras ceélulas inflamatorias. Na
imunidade adaptativa eles tém a funcdo de apresentar de antigenos (Hall, 2015;
Abbas et al. 2007).

Os macréfagos teciduais comecam sua vida como mondcitos no sangue.
Entretanto, assim que essas células entram nos tecidos, elas comecam a aumentar
de volume, seus diametros podem aumentar até cinco vezes e seu tamanho pode
ser visto a olho nu. Essas células sdo muito eficazes no combate a agentes
patolégicos intra-teciduais através da fagocitose. Quando ativados pelo sistema
imune, eles sdo fagodcitos muito mais potentes que os neutrofilos, capazes de
envolver particulas maiores que as bactérias e de fagocitar até 100 bactérias. Os
macrofagos teciduais fixos podem atuar em diferentes 6rgdos como pele e tecidos
subcutaneos, linfonodos, figado, pulmdes, baco, medula Ossea e podem
permanecer por meses a anos, atuando como verdadeiras sentinelas a menos que
sejam destruidos durante a execucéo de suas funcdes fagociticas (Cruvinel et al.,
2010; Abbas e Lichtman, 2003).

Os eosindfilos normalmente constituem cerca de 2% de todos os leucocitos
encontrados no sangue, produzem e armazenam muitos granulos proteoliticos antes
de sairem da medula. Apds a sua maturacéo, circulam pela corrente sanguinea em

peguenas quantidades, podendo ser encontrados em maior nimero nas regides de
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mucosas, como do trato gastrintestinal, respiratério e geniturindrio (Abbas e
Lichtman, 2003).

Os eosindfilos sdo fagdécitos fracos, mas sdo importantes no combate a
infeccdes, sendo sua acdo antiparasitaria (helmintos) uma das mais potentes e
eficazes do organismo, também s&o importantes nas reacdes alérgicas e asma
(Parkin e Cohen, 2001; Cruvinel et al., 2010; Hall, 2015).

Os basdfilos sao derivados de progenitores da medula 6ssea, onde amadurecem
e constituem menos de 1% dos leucdcitos do sangue periférico. Eles se semelham
aos mastocitos que ficam situados fora de muitos capilares do corpo. Embora néo
estejam normalmente presentes nos tecidos, podem ser recrutados para sitios
inflamatérios, em conjunto com eosindfilos (Parkin e Cohen, 2001; Cruvinel et al.,
2010).

Os linfécitos ap6s formados terminam, com o passar do tempo, no tecido linfoide,
mas antes disso eles se diferenciam ainda mais ou sao “pré-processados”. Os
linfocitos entram de forma continua no sistema circulatério, junto com a drenagem
da linfa dos linfonodos e de outros tecidos linfoides. Depois de algumas horas,
passam do sangue de volta para os tecidos por diapedese. Entdo, passado algum
tempo, eles retornam da linfa para o sangue varias vezes, desenvolvendo uma
circulacao continua de linfocitos por todo o corpo. Eles tém uma sobrevida que varia
de semanas a meses, dependendo da necessidade do organismo (Parkin e Cohen,
2001; Hall, 2015).

Os linfocitos possuem duas principais subdivisdes: as células progenitoras
linfoides que se destinam a formar linfécitos T ativados migram para o timo, onde
sdo pré-processadas, e ficam conhecidos como linfécitos T, responsaveis pela
imunidade mediada por células (Parkin e Cohen, 2001; Hall, 2015).

A outra populacao de linfécitos, os linfécitos B - destinados a formar anticorpos-
sdo pré-processados no figado durante a parte média da gestacdo, e na medula
0ssea, no final da vida fetal e logo apds o nascimento. Esta populacao de linfécitos
€ responsavel pela imunidade humoral (Parkin e Cohen, 2001; Hall, 2015).

O corpo humano tem a capacidade de resistir contra quase todos os tipos de
microrganismos ou toxinas que tendam a lesar os tecidos e 6rgdos. Essa
capacidade é chamada imunidade (Hall, 2015). O sistema imunolégico protege o
hospedeiro de varios patdgenos e se caracteriza por duas formas, o sistema inato

(natural, ndo especifico) e adquirido (adaptavel, especifico). Esses dois sistemas



32

estdo altamente inter-relacionados através de citocinas e moléculas de sinalizacédo
(Calder, 2006).

O sistema imunoldgico inato consiste em barreiras fisicas (pele, camada celular
endotelial no trato respiratério e gastrointestinal), fagdcitos mononucleares
(mondcitos e macréfagos), células dendriticas, granulécitos polimorfonucleares
(neutrdfilos, eosindfilos e baséfilos), mastdcitos, células natural killer (NK), plaquetas
e fatores humorais, incluindo lisozimas, proteinas C-reativas e interferons. Este
sistema pode responder rapidamente aos microorganismos invasores, mas suas
principais desvantagens incluem a ndo-especificidade e falta de memoria (Buchanan
et al., 2006).

Quando a infec¢do néo pode ser totalmente eliminada pela imunidade inata em
um curto periodo, o sistema imunoldgico adaptativo é ativado para destruir os
agentes infecciosos (Li et al., 2007). O sistema imunoldgico adaptativo (adquirido) &
uma imunidade especifica que ocorre por meio de anticorpos e/ou linfocitos e fatores
humorais, extremamente potente contra agentes invasores individuais como
bactérias, virus, toxinas letais e até mesmo tecidos estranhos de outros animais
(Hall, 2015).

Nosso organismo desenvolve dois tipos basicos e aliados de imunidade
adquirida. Uma delas, o corpo desenvolve anticorpos circulantes, capazes de atacar
0 agente invasor, chamado de imunidade humoral ou imunidade das células B (os
linfocitos B produzem os anticorpos). O segundo tipo é dependente da formacéo de
grande namero de linfocitos T ativados, chamada de imunidade mediada por células
ou imunidade das células T (Parkin e Cohen, 2001; Hall, 2015).

A inflamacédo é uma das causas da desregulacdo do sistema imunolégico e
podem desencadear a neuroinflamacdo que tem sido associada a muitas doencas
neurolégicas e neuropsiquiatricas. Os mecanismos desta relacdo permanecem
sendo investigados. Até o momento a literatura evidencia que a inflamacao através
do aumento no numero de células do sistema imunoldgico, liberacdo de citocinas
centrais e periféricas e a expresséao celular estdo associados ao desenvolvimento
do TEA através da neuroinflamacéo (Enstrom et al., 2010; Depino, 2013; Meltzer e
Water, 2017).

O sistema imunoldgico e a neuroinflamacao parecem desempenhar um papel
fundamental no desenvolvimento do TEA, assim como a regulacdo da patogénese
e a sua sintomatologia (Bjgrklund et al.,2016). Evidéncias sugerem que a exposi¢cao

a alteragfes imunoldgicas maternas afeta o desenvolvimento neural do bebé ainda
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no ambiente intrauterino (Depino, 2013). Essas exposi¢cbes podem iniciar
primeiramente através da alteragdo do funcionamento da placenta, como
modificacbes no fluxo sanguineo, nas inclusdes trofoblasticas e os anticorpos
maternos acessando a circulacao fetal (Anderson et al., 2007).

Durante o desenvolvimento do feto as citocinas e quimiocinas estdo em baixo
nivel no seu SNC, desempenhando um papel na diferenciacdo neuronal, migracéo
de células da glia e na diferenciacdo e maturacao singptica. O aumento nos niveis
de certas citocinas e quimiocinas no sangue materno podem alcancar o cérebro do
feto e afetar o desenvolvimento cerebral em diferentes niveis (Depino, 2013).

O desenvolvimento cerebral continua apds o nascimento, portanto processos
inflamatérios e a ativacdo imune pdés-natal também afetam a maturacdo neuronal,
formacéo de sinapses e a neuroplasticidade, junto com a remocao de neurdnios
apoptoéticos (Depino, 2013). Inumeros estudos tém apontado um estado de
neuroinflamacdo em criancas autistas através de respostas imunoldgicas inatas
anormais, com producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias e alterada
resposta anti-inflamatoria (Enstrom et al., 2010; Jyonouchi et al.,2002).

A resposta imunologica se desenvolve com a idade, estudos realizados com
uma ampla faixa etaria de individuos com TEA indicam alteracdes do sistema
imunoldgico nas diferentes faixas etarias destes individuos (Mead e Ashwood, 2015;
Lopez-Cacho et al. 2016).

Pesquisas tem encontrado correlacdo significativa entre as alteracdes na
liberacdo de anticorpos, citocinas e no aumento do numero de células sanguineas
do sistema imune com disfun¢cdes comportamentais, diminui¢cdo da cognicao (Piras
et al., 2014), funcionamento adaptativo, gravidade (Hesapcioglu et al., 2017; Kutlu e
Cevher Binici, 2018) e estereotipias em criangcas com TEA (Mostafa e AlAyadhi,
2012).

Estudos recentes relataram que criancas com TEA podem ter diferentes
fendtipos e subfenotipos de células imunes. A relagcdo entre o TEA e o
comprometimento da funcdo imunoldgica necessita de estudos para sua
compreensao. As células linfocitos T e seus subtipos, que desempenham um papel
determinante na imunidade adaptativa, apresentam-se em menor numero e
porcentagem nestes individuos (Yonk et al., 1990; Mead e Ashwood, 2015;
Lopez-Cacho et al., 2016; Sweeten et al., 2003, Ashwood et al., 2011).
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O célculo das proporcdes celulares, como a razdo neutrdfilo linfécito (RNL),
razdo monocitos linfécitos (RML) e linfocitometria podem ser usados como
marcadores de respostas inflamatorias (Hesapcioglu et al.,2017).

A razéo neutréfilos linfocitos (RNL), € calculada através da porcentagem dos
neutréfilos pela porcentagem de linfocitos, valores encontrados no hemograma
(Nurmalia, et al., 2020). A RNL € um marcador simples e indica uma inflamagé&o
sistémica (Kulaksizoglu e Koparan, 2019). Ela tem sido investigada em uma
variedade de doencgas, incluindo condi¢bes inflamatérias cardiovasculares,
neoplasicas e distlrbios neuropsiquiatricos (Beliaev et al., 2016; Turri-Zanoni et al.,
2017; Semiz et al., 2014).

A razao mondcito linfécito (RML) é calculada através do valor da contagem
total de mondcitos e linfécitos, obtidos no hemograma. Esta razdo tem sido indicada
como biomarcador de inflamacdo crbnica e como prognostico em inumeras
doencas, sua diminuicdo representa um processo inflamatério crénico e indica
reducao de sobrevida (Hutterer et al., 2015; Hesapcioglu et al.,2017).

Os linfocitos e leucacitos periféricos, usados para calcular a linfocitometria,
medem as reservas imunoldgicas momentaneas, indicando as condi¢des de defesa
celular do organismo, que sofre interferéncia direta do estado nutricional, ou seja,
guanto menor os valores encontrados na linfocitometria pior é o estado nutricional
do paciente. Portanto, além de medir a competéncia imunoldgica, a linfocitometria
também serve como parametro indicador do estado nutricional (Rocha e Fortes,
2013). No entanto, a CTL como indicador nutricional é limitada em casos de
infeccdes, cirrose hepatica, queimaduras e uso de alguns medicamentos, presenca
de infeccdo, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, cancer terminal, doencas

agudas e lapus (Oliveira et al.,2008).

A razao entre células sanguineas da série branca também tem sido utilizada
em estudos recentes para analise do estado inflamatério dos individuos com TEA e
sua relacdo com a etiologia, gravidade e sintomas do transtorno. A razéo
mondacito/linfocito foi estudada por Hesapcioglu et al. (2017) que encontrou uma
correlacdo negativa com a gravidade dos sintomas, quanto menor o valor de RML
maior a gravidade do autismo. A razao neutrdfilo/linfécito foi avaliada em alguns
estudos que encontraram em criancas com TEA valores maiores de RNL, este
aumento esteve associado a maior a gravidade do TEA (Kutlu e Cevher Binici, 2018;
Kulaksizoglu e Koparan, 2019). As alteracdes nessas proporg¢des indicam disfungao

imunolégica nestes individuos e a sua relagdo com a fisiopatologia, gravidade e
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sintomas do TEA, mas devem ser usados associado a outros biomarcadores
(Hesapcioglu et al., 2017; Kutlu e Cevher Binici, 2018; Kulaksizoglu e Koparan,
2019, Nurmalia et al, 2020).

As alteracbes na imunidade também sado estudadas através de outros
biomarcadores como anticorpos, nivel de expressdo celular, imunoglobulinas e
citocinas liberadas pelas células sanguineas da série branca. O uso destes
biomarcadores possibilita a identificacdo das disfungbes imunolégicas nos
individuos com TEA e a sua relagcdo com a neuroinflamacédo, contudo também
necessitam de mais pesquisas para explicar os mecanismos dessa relacdo com as
mudancas neurologicas e comportamentais no TEA (Sweeten et al. 2003; Zerbo et
al. 2014; Lopez-Cacho et al. 2016; Pecorelli et al. 2016; Bjarklund et al.,2016)

3. Revisao da literatura

A reviséo da literatura identificou artigos que investigassem a contagem
de células sanguineas da série branca e as suas proporc¢des em criangas com TEA.
Buscou-se referéncias na plataforma de dados PubMed e também no Google
Académico. Na plataforma PubMed foram usados os descritores de acordo com 0s
termos de Medical Subject Headings (MeSH): leukocytes count AND autism
spectrum disorder e monocytes AND autism spectrum disorder. No Google
Académico foi utilizada a chave de busca “autism spectrum disorder” AND
monocytes lymphocytes.

Os limites estabelecidos para a busca foram estudos realizados com humanos,
sem restricdo de anos. Os termos utilizados para as pesquisas, suas combinacdes

e 0 numero de artigos localizados estdo apresentados no Quadro 1.

O processo de selecdo dos artigos para integrarem este projeto de pesquisa

seguiu 0s seguintes passos:

1) Leitura dos titulos dos artigos cientificos com os descritores
(Quadro 1) identificados nas bases de dados;

2) Selecao de titulos relevantes;

3) Leiturados resumos dos artigos cientificos cujos titulos foram
identificados como relevantes;

4) Selecéo dos resumos relevantes para leitura do documento na

integra;

5) Leitura na integra dos artigos selecionados como relevantes;
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6) Selecao dos estudos considerados importantes para o estudo.

Embora tenha sido estabelecido limites na busca dos estudos, ainda foi

necessario aplicar alguns critérios de exclusdo apds a leitura dos resumos. Os

critérios de exclusdo foram estudos de revisdo sistematica, estudos experimentais

realizados com animais e testes in vitro.

Foram encontrados, ao total, 2.197 artigos, exportados para 0 programa

Zotero. Apos exclusdo de 12 duplicatas, restaram 2185 artigos para andlise.

Posteriormente a leitura dos titulos, 56 tiveram seus resumos lidos e 24 foram

selecionados para leitura final. Apoés leitura, na integra, 16 artigos foram excluidos,

por ndo corresponderem aos critérios de inclusao.

Dessa forma, foram selecionados 8 artigos cientificos para comporem o

presente projeto de pesquisa, 0s quais se encontram resumidos no Quadro 2.

Base de Descritores Artigos Duplicatas Leitura Leitura na Artigos
dados encontrados de integra relevantes
resumo
“leukocytes count”
AND “autism 19
spectrum disorder” 11 5 2
Pubmed
“monocytes” AND 48 12
“autism spectrum
H $ 13 7 2
disorder
“autism spectrum
Google . ” 2.130 32 12 4
Académico d!‘sorder AND
monocytes
lymphocytes”
Total 8

Figura 2. Quadro da descricdo das buscas pelos artigos nas bases de dados para
0 quadro de reviséao.




Autor e ano Tipo de Amostra Objetivo Metodologia Principais resultados Conclusg@g
estudo
Estudo -N=25 individuos| Investigar a | Recrutamento: Os individuos autistas | Estudos adicionais devem ser
transversal | com autismo, 25| possibilidade de -Criancas com autismo e Seus apresentaram valores |realizados para investigar as
irmaos dos [ anormalidades irméosg' significativamente mais baixos | deficiéncias nas subpopulacdes
individuos com | imunolégicas no ' na porcentagem total de|dos linfécitos, principalmente nas
Yonk et al.. 1990 autismo e  20|autismo, através da|-Criancas com | linfocitos (44%), e no ndmero|células T CDA4.
" : individuos exploracdo do numero | desenvolvimento tipico, | das subpopulagbes CD2 (2006 Estas descobertas apontam que as
saudaveis. de linfécitos T e B/|escolhidos aleatoriamente na|mm?3), CD20 (418 mm?®) e CD4 ~ X e 4
- . > 3 alteracbes imunoldgicas podem
usando andlise de|mesma &rea geogréfica das |(1025 mm°®) e porcentagem CD4 causar  esta  desordem  do
citometria de fluxo. criangas com autismo. (39%), enquanto nos seus . .
) N desenvolvimento, também
-ldade: 2 a 31 Dad letados: irmaos os valores encontrados sugerem uma relacio entre a
anos. ados colelados. foram a porcentagem total de 9 &

- Diagnéstico autismo através
critérios DSM III;

-Individuos saudaveis
recrutados na mesma éarea
geografica dos autistas e seus
irmaos;
-Auséncia de
febre;

infeccbes e

-Coleta de sangue: contagem
total das células sanguineas
brancas, linfécitos e suas
subpopulagdes.

linfécitos 53%, ndmero das
subpopulagbes CD2 (2690
mm?), CD20 (506 mm3), CD4
(1427 mm?) e porcentagem CD4
42%, ja no grupo com
desenvolvimento tipico
porcentagem total de linfocitos
foi de 55%, e o numero das
subpopulagdes CD2 (2522
mm?3), CD20 512 mm?3, CD4
(1493 mm? e a porcentagem de
CD4 foi de 47%.

Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi
encontrada entre os irmaos de
individuos com autismo e os
individuos saudaveis no niimero
e porcentagem das células.

sexo masculino
apresentaram valor
significativamente menor na
porcentagem das células CD4
(40%) e aumento da
porcentagem CD8 (24%) em
comparacdo a individuos com
desenvolvimento tipico que

Irmaos do

transmissao genética da deficiéncia
das células T CDA4.
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apresentaram como valor de
porcentagem das células CD4
(46%) e CD8 (20%).

Estudo - N= 31 criangas |Comparar a contagem |Recrutamento: A contagem de [ Embora néo tenha sido encontrada
transversal | com TEA e 28 de leucécitos e os niveis . . . mondécitos absolutos correlacdo entre contagem de
Sweeten et al., ' < - Criancas autistas: Centro de |, .~ _. "~ . L . .
2003, criangas com plasmaticos tratamento do autismo  do foi significativamente maior em | mondcitos e nivel Ade neopterina,
desenvolvimento |de neopterina em Hospital criangas autistas | sua elevacéo simultanea indica
tipico cr?angas autistas_ oM | - mes Whitcomb Riley (0_.588><103/mm3) do que nas ativaco de monécitos/
criangas saudaveis. criangas com desenvolvimento ” m aumento d
- Grupo controle: Através de |tipico (0.491x103/mm?3) macrofagos, com aumento da
sode 22 12 e e oS a0 foran encontragas| Mridade medada por célas em
hospital diferencas entre os grupos na
' contagem absoluta total de
Dados coletados: leucécitos, neutrdfilos,
. eosindfilos, basofilos, contagem
—Exame_ fisico: rastreamento e porcentagem de linfocitos, e
patologias e febre. porcentagem de mondcitos.
-Coleta de sangue: Realizada Os niveis
gm . Jejlém . padra de neopterina plasmatica
eterm!nagao 0S NUMETOS 0€ | tambeém foram
neut,rc_)ﬂlos,_ eqsmofllos, L significativamente maiores no
baSOf'IOS," !meC'tos’ 'monoc[tos grupo autista (7.94 nmol/l) do
g Ieucocqos Itotws:g nivel gue no grupo de criangas com
e neopterina plasmatica, desenvolvimento tipico (7.94
nmol/l).
Ndo houve correlacdo dos
valores de neopterina e
monadcitos com a idade e Ql em
ambos os grupos estudados.
Estudo -N= 17 crian¢as Examinar a resposta de | Recrutamento: Nao houve diferencas|O aumento de citocinas liberadas
transversal [ com TEA e 16 culturas de mondcitos . significativas no numero de |pelos ligantes TLR 2 e 4 refletem
criangas com para patégenos Todgg as cnancas | ) snécitos isolados das criangas
ambientais para participavam do estudo Riscos
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desenvolvimento | determinar se héa | de autismo infantil de Genética|com TEA em comparacdo com | uma resposta imune inata alterada
tipico (DT) diferenca na resposta|e Meio Ambiente do Instituo | controles DT. em criancas com TEA.
Enstrom et al., P L . ~
2010 de_stas células de M_ed!co_ de Investigacdo de Houve aumento
criancas com TEA e Disturbios do estatisticamente significativo na
com desenvolvimento | Neurodesenvolvimento. ; ~ e sig A alteracdo na resposta imune
tipico. liberagao das citocinas IL-1p, IL- pode causar efeitos generalizados
-Dados coletados: 6 e TNFa quando estimulado no sistema imunoléaico afetando
. ) ligantes TLR 2 e aumento IL-13 . iN0'0g
- Criangas com TEA: Manual . também a atividade neuronal,
o ; ... |no ligante TRL 4 pelos ~
Estatistico de Diagndstico i . causando alteracbes no
. mondcitos de criangas com .
(DSM -IV); Cronograma de neurodesenvolvimento e
~ e TEA. 0 -
observacdo Diagnostico de potencializando as caracteristicas
Autismo (ADOS) Entrevista do TEA.
diagnostica de autismo (ADI- o
R Houve associacdo entre o0
). L
aumento de citocina IL-13 com a
-Criancas com | deficiéncia na interagdo social,
desenvolvimento tipico: | comunicacao nao verbal
Questionario de Comunicacéo | medidas pela ADI-R.
Social (QCS);
Escalas Mullen de A liberacéo IL-6 teve associagao
Aprendizado Precoce (MSEL) com a ?ntera ao social medgido
e Escalas de AvaliagBes ela ADOS &
cognitivas de Comportamento P ’
Adaptativo Vineland (VABS).
- Auséncia de febre e de uso
de medicamentos
antipsicéticos e
imunomoduladores.
- Isolamento dos mondcitos,
estimulagédo e quantificacdo da
secrecdo de citocinas pelos
mondacitos.
Estudo -N= 70 crianc¢as |Avaliar as mudancas na| Recrutamento: A maioria das diferencas| Os resultados demonstram que h&
transversal [com TEA e 35(frequéncia e encontradas foram entre ofuma disfuncdo imunolégica em
criangas diferengas imunoespeci grupo de criangcas com TEA e|algumas criangas com autismo. E
ficas de fenotipos grupo controle, ndo foram |necessaria uma avaliagdo mais
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Ashwood et al.,
2011

desenvolvimento
tipico.

-ldade: 4 a 6
anos.

celulares em criangas
com autismo, para
torna-los possiveis
biomarcadores do TEA.

-Criangas com TEA: Clinicas e
centros de atendimento ao
autistas.

-Grupo controle: Escolas e
centros  comunitarios  da
mesma area do grupo com
TEA.

Dados coletados:

-Diagndstico do  Autismo:
Cronograma de Observagéo

Diagnéstica do  Autismo
(CODA) e Pesquisa em
Diagnéstico do  Autismo
(PDA)

-Escala de Inteligéncia

Stanford-Binet (SB): Criancas
de ambos os grupos

-Escala de Comportamento
Adaptativo Vineland (ECAV):
Criancas de ambos os grupos

-Subdivisdo grupo com TEA:
Alto funcionamento (AF) e
baixo funcionamento (BF).
-Formulario  de historico
médico.

-Coleta de sangue: Em jejum
para contagem das células
granuldcitos, eosinofilos,
monacitos, células T CD4 e
CD8, células B e células
NK, fenotipagem de subtipos
celulares e expressdo da
superficie celular.

encontradas diferencas
significativas entre 0s
subgrupos de TEA.

As diferengas estatisticamente
significativas entre 0s grupos
foram o aumento de numeros
absolutos de células B (20%
maior) e NK (40% maior) em
criangas com TEA comparado
as criangas com
desenvolvimento tipico.

O numero absoluto total de
glébulos brancos, neutrdfilos,
células T, subpopulacdes de
céluas T CD4 e CD8,
mondcitos, eosinofilos e
plaguetas em criancas com
autismo foram maiores, mas
essas diferencas ndo atingiram
significancia estatistica.

Houve muitas diferencas
significativas na intensidade dos
marcadores da  superficie
celular expressos nas células
imunes, das 108 intensidades
analisadas, 20 apresentaram
valores 15% maior no grupo
com TEA comparada ao grupo
controle.

aprofundada da natureza desta
disfuncdo e seu papel na etiologia
e comportamento do autismo.

Mais estudos para avaliar o poder
clinico e a utlidade de
biomarcadores para o autismo,
incluindo aqueles relacionados a
resposta imune, sdo necessarios
para auxiliar na sua determinacgéo e
utilidade na  assisténcia ao
diagnéstico precoce de autismo.
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Estudo -N= 45 criancas |Investigar o nivel de| Recrutamento: A contagem de mondcitos| O alto nivel de mondcitos, que é
transversal [com TEA e 43|células mononucleares Pacientes  internados  no (0,46x10°mm3) e o RDW |um indicador de inflamag&o crénica
criancas com |do sangue periférico Hospital de Pesquisa (13,96%) no grupo TEA foram|e RLM, que é
desenvolvimento | (CMSP) e suas razdes P ~ q significativamente maiores e o : . .
L e Educacgéo da : associados a gravidade do TEA,
tipico. que . : . RLM (6,35) foi menor do que os
Universidade Yenimahalle, d trol d podem desempenhar um papel no
. odem apontar o0s|entre 2012 a 2016 0 grupo controle onde oS diagnéstico de autismo
Hesapcioglu et al., Enecanismos ’ valores encontrados foram )
2017 . P Dados coletados: monacitos (0,35x10%/mm?3), | Mais estudos sdo necessarios para
imunolégicos 0
, L - RDW (13,08%) e RLM (8,18). entender 0 papel desses
envolvidos na | -Prontuario médico dos arametros em mostrar a resposta
etiopatogenia da TEA. | pacientes: Houve relacdo negativa do RLM P P
AP : ao tratamento e reducdo da
- e total de linfocitos e gravidade :
-Escala de Avaliacdo do : gravidade do TEA
Auti Infancia (CARS): do autismo, quanto menor
utismo na Infancia ( ); estes valores maior a gravidade
-Exames de sangue: | do autismo.
herr;o%_r;a\rpl_a%, it Ir?al\zlﬁo Correlagéo positiva entre RNL e
neutrotiioin ?lef) ito] ( . 't), gravidade do TEA, refor¢cando
rzzl_all\;lj infocito/monocito gue a diminuicdo nos linfécitos
( )- aumenta gravidade da doenca.
-Subdivisdo do grupo com
TEA: autismo e autismo
atipico.
Estudo -N=64  Criancas| Investigar a| Recrutamento: O grupo com TEA foi subdivido| Os valores de RNL aumentados
transversal | €M TEA e 64|desregulacdo imune na -Criancas autistas: em autismo 17% e autismo|apoiam a hipétese do envolvimento
criancas com |etiologia do  TEA, De ar'?amento dé Psiquiatria atipico 83%. da neuroinflamacg&o na fisiopatolog
desenvolvimento |avaliando a RNLe part q ~ . ia do TEA.
L . da Crianca e do Adolescente | Nao houve diferencas
tipico. a RPL em criancas com . . P . A ~
TEA em comparacio do Hogpltal de Treinamento e significativas de idade entre 0s Embora as gwdenmas recentes nao
Pesquisa em Cirurgia | grupos, e a razao | sejam suficientes para sugerir que
Kutlu e com controles o : ; . i PR
- . P Pedidtrica e Doencas da|meninos/meninas foi de 4,3:1. |o0s niveis aumentados de RNL em
Cevher Binici, - Idade: 2 a5 anos. |saudaveis. Cri . d d
2018 rlanca. Os valores de RNL foram |C/'aN&as podem ser usacos como
' e P : triagem e preditor de intervencao
-Grupo controle: Clinica | significativamente maiores no

Infantil do mesmo hospital.

Dados coletados:

grupo com TEA (1,03) do que no
grupo controle (0,73), mas nao
foram encontradas diferencas

precoce, deve-se considerar a sua
relevancia e inspirar novos
estudos.
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-Inventario de Triagem de
Desenvolvimento de Ancara —
(ITDA) ou Teste de Triagem
de Desenvolvimento de
Denver Il — (TTDD).

-Coleta de para
calculo razao
neutrofilos/linfocitos (RNL) e
razao plaquetas/linfécitos
(RPL).

-Subdivisdo grupo com TEA:
autismo e autismo atipico.

sangue:

significativas nos valores de
RPL.

As criancas
apresentaram contagem
de neutrdfilos  (3,45x10%/mm?3)
significativamente maior, mas
linfocitos (3,64 x10°%mm3) e
plaguetas (318,11 x10%/mm3)
significativamente menores em
comparacédo ao grupo saudavel:
neutrofilos (3,00x10%/mm3),
linfécitos  (4,11x10%mm3) e
plaguetas (349,52x103/mm?3).

N&o foram encontradas
diferencas significativas nos
valores de RNL, RPL e outros
pardmetros sanguineos nos
subgrupos de TEA.

com TEA

Individuos com autismo atipico
apresentaram contagem

de neutrdfilos significativamente
maior (3,68x103/mm?3) e menor
namero de linfécitos
(3,57x10%mm?3) do que o grupo
controle.

Kulaksizoglu e Kop
aran, 2019.

Estudo

transversal

-N= 67 criancas
com TEA

e 67 criangas com
desenvolvimento
tipico.

- Ildade:5 a 11
anos

Determinar se a
contagem total de
células sanguineas

pode ser utilizada como
indicador da
etiopatogenia do TEA,
bem como uma

Recrutamento:

-Pacientes do Hospital
de Pesquisa e Treinamento da
Universidade de Ciéncias da
Saude na Antalia, Turquia.

Dados coletados:

Os valores totais de neutréfilos
foi estatisticamente maior
(4,95x10%/mm?3) no grupo com
TEA do que no grupo controle
(3,86x10%/mm3),

Os valores de RNL foram
significativamente mais altos
(1,69) e os de VPM foram

Os valores de RNL aumentado e
niveis mais baixos de VPM, que
podem ser medidos por testes
laboratoriais simples,

podem ser usados como
ferramentas de triagem e
intervencdo precoce no TEA.
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ferramenta de para o
seu diagndstico.

-Coleta de sangue: Contagem
total de células sanguineas e
calculo da razao
neutrdfilos/linfocitos  (RNL),
razéo plaquetas/linfdcitos
(RPL) e volume plaquetario
médio (VPM).

significativamente menores
(8,13) nas criancas com TEA do
que nas criangcas do grupo
controle: RNL (1,13) e VPM
(8,13).

Néo

houve diferenca estatisticament
e significativa entre 0s
dois grupos nos valores
de RPL, ndmero mondcitos
e contagem de plaquetas.

Os valores de RNL e VPM podem

revelar-se importantes
biomarcadores para TEA, além de
apoiar a presenca

de neuroinflamacéo na
etiopatogenia do TEA.

Nurmalia et
2020

al,

Estudo
transversal

-N= 26 criancas
com TEA e 43
criancas com
desenvolvimento
tipico.

Determinar a precisdo
da razdo neutrdfilo
linfécito  (RNL) na
inflamacdo do TEA
através de teste de
laboratério barato,
simples e préatico.

Recrutamento:

-Clinica Pediatrica de
Desenvolvimento Social do
Hospital Dr. Mohammad
Hoesin,

Dados coletados:

-Dados dos

médicos;

-Diagnéstico TEA: DMS-V ou
CID 10

-Teste hematolégico:
contagem absoluta neutrdfilos,
linfécitos e célculo proporgéo
neutrdéfilos/linfécitos.

prontuarios

-Exclusdo do estudo com
criancas infec¢des, alergias e
doengas malignas.

O valor da contagem absoluta
de neutrofilos foi de 3,88 + 0,24
x 10 /uL, linfécitos 4,15 + 0,3 x
10 /uL e o valor médio de RNL
foi 1,01 + 0,07, no grupo de
criancas com TEA, semelhante
ao encontrado em outros
estudos.

Os testes de diagnéstico foram
realizados para determinar a
precisdo  do RNL  para
diagnosticar TEA com um
padrdo ouro (diagnéstico foi
feito por pediatras usando
critérios DSM-V).

Foi determinado um ponto de
corte do RNL, valor de 0,68 para
determinar como positivo ou
negativo precisdo do exame no
diagnéstico do TEA.

Os valores da razao neutrofilos
para linfocitos séo sensiveis para o
diagnéstico do TEA, mas sua
precisdo é baixa.

Outros marcadores inflamatérios
s80 necessarios para melhorar a
precisdo dos testes de laboratério
no diagnostico do TEA.




44

A RNL teve sensibilidade de
84,6% no diagndstico de TEA, a
especificidade foi de 27,9%.

O valor preditivo positivo para o
diagnéstico do TEA foi de 41,5%
e 0 negativo 25%.

O NLR = 0,68 mostrou
probabilidade positiva de 1,17 e
uma razdo de verossimilhanca
negativa de 0,55.

A acuracia do RNL no
diagnostico do TEA foi de
50,2%, interpretado como muito
fraco.

Abreviac6es: DSM — Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; NK- natural Killer; RNL- razdo neutrdfilo linfécito; RML- razdo mondcito linfocito; RDW- Red Cell
Distribution Width; RPL- raz&o plaquetas linfocitos; CID- Classificacdo Internacional de Doencas e Problemas relacionados a Salde.

Figura 3. Quadro com o resumo dos principais trabalhos encontrados sobre Transtorno Espectro Autista e contagem de células sanguineas.



45

3.1 Descri¢ao da revisao da literatura

Todos os artigos inseridos nesta revisdo, que estudam as células
sanguineas da série branca em criancas com TEA sé&o do tipo transversal. A
totalidade dos trabalhos fazem a comparacdo da contagem das células
sanguineas das criangcas com TEA com a de criancas com desenvolvimento
tipico (DT).

O tamanho amostral destes estudos variou de 17 a 70 criangas com TEA,
e nos grupos controle, 16 a 67 criangas com desenvolvimento tipico. Os
participantes do grupo controle destes estudos foram recrutados em areas
proximas as criancas do transtorno, idade e nivel socioeconémico de ambos os

grupos foram semelhantes.

A maioria dos estudos teve como obijetivo principal a contagem absoluta
das células sanguineas em criancas com TEA. Yonk et al. (1990) investigou as
disfuncdes imunoldgicas de autistas através da contagem dos linfécitos, em
especial a subpopulacéo linfocitos T, encontraram valores significativamente
mais baixo destas células em individuos com TEA em comparacao a seus irmaos
e individuos saudaveis, confirmando a presenca de alteracdes imunoldgicas em
individuos com TEA.

Sweeten et al. (2013) encontraram valores significativamente maiores de
leucocitos em criancas com o transtorno, semelhante ao encontrado por
Hesapcioglu e seus colaboradores (2017) que encontraram ainda, valores
maiores de mondcitos e RDW nestas criangcas. No estudo de Ashwood et al.
(2011) foram estatisticamente maiores a contagem das células B e natural killer
(NK) no grupo com TEA as demais células avaliadas apresentaram valores
maiores, mas sem diferencas estatisticamente significativas. Kutlu
e Cevher Binici (2018) encontraram como diferencas estatisticamente
significativas os elevados valores de neutrofilos e baixo nimero de plaquetas em
criancas com TEA.

Dentre os estudos selecionados, 4 também analisaram o calculo da razéo
de algumas células sanguineas como indicadores do estado imunolégico, sédo
elas: razdo neutroéfilo/linfécito (RNL), razdo mondcito/linfécito (RML), razdo
plaquetas/linfocitos (RPL). Ambos os trabalhos encontraram os valores de RNL

maiores em criangas com TEA que no grupo de criangas com desenvolvimento
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tipico (Kutlu e Cevher Binici, 2018; Kulaksizoglu e Koparan, 2019;
Hesapcioglu et al., 2017; Nurmalia et al., 2020). Foi analisada a precisao da RNL
no diagnostico do TEA, este marcador se mostrou sensivel, mas com baixa
precisédo para esta finalidade, sugerindo seu uso junto a outros indicadores de
inflamagé&o (Nurmalia et al, 2020).

A raz&o RLM foi menor nas criangas com TEA (Hesapcioglu et al., 2017),
enquanto na analise dos valores de RPL ndo foram encontradas diferengas
significativas entre os grupos (Kutlu e Cevher Binici, 2018; Kulaksizoglu e
Koparan, 2019).

A comparacdo entre subtipos de TEA e a contagem de células sanguineas
e suas razoes foi realizada por 3 estudos. As subdiviséao realizadas foram alto e
baixo funcionamento (Ashwood et al., 2011) e autismo tipico e atipico
(Hesapcioglu et al., 2017; Kutlu e Cevher Binici, 2018). Ashwood et al., ( 2011) e
Kutlu e Cevher Binici. (2018) ndo encontraram diferengas significativas entre os
dois grupos. Hesapcioglu et al. (2017) encontraram uma relacao estatisticamente
significativa entre os valores menores de RML e maiores de RNL no grupo de
criangcas com autismo tipico, relacionando estes indicadores com o aumento da
gravidade dos sintomas.

Trés estudos realizaram analises secundéarias a contagem de células
sanguineas. Sweeten et al. (2013) analisou a relacdo dos niveis plasmaticos de
neopterina em criangas autistas e com desenvolvimento tipico, encontrou
valores significativamente maiores em criangas com TEA. Ashwood et al. (2011)
verificou a fenotipagem de subtipos celulares e a expressao da superficie celular,
encontrando valores maiores nas subpopulacdes de células T CD4 e T CD8, mas
sem alcancar significancia estatistica. Ja os valores da expresséao da superficie
celular foram aproximadamente 15% maiores em crian¢as autistas do que no
grupo controle. Enstrom et al. (2010) comparou a resposta de uma cultura de
monadcitos a patdgenos ambientais entre criancas com TEA e desenvolvimento
tipico. O numero absoluto dos mondcitos ndo alcancou diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos, mas nas criancas com TEA a
resposta destas células foi exacerbada, e esteve relacionada a deficiéncia na
interacdo social e comunicacao ndo verbal.

Os trabalhos possuem como ponto fraco o pequeno tamanho amostral e

caracteristicas retrospectivas, que podem fragilizar as afirmagbes sobre as
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disfungbes da imunidade, sua relacdo com a etiopatogenia e gravidade do TEA

assim como na utilizacao destes biomarcadores no diagndstico de autismo.

4. Justificativa

O TEA é um transtorno do neurodesenvolvimento infantil caracterizado
por desvios na comunicagao social e pela presenca de padrbes restritos e
repetitivos de comportamento e interesses, anormalidades sensoriais e niveis
variados de deficiéncia intelectual (DSM-5).

As alteracdes imunolégicas em criangas com TEA sdo relatados desde
meados de 1977 por Stubbs et al., desde entdo o estudo da disfuncéo
imunolégica nestes individuos tem se expandido na literatura. Pesquisas tem
encontrado alteracbes no sistema imunolégico dos individuos com TEA,
indicando estado inflamatério exacerbado (Meltzer e Water, 2015; Careaga et
al., 2017). Alguns estudos tém investigado e atribuido as alteragbes
imunologicas, medidas através da contagem de células sanguineas e suas
proporcdes, na etiologia, gravidade, sintomas e comportamento do TEA (Kutlu e
Cevher Binici, 2018; Kulaksizoglu e Koparan, 2019; Hesapcioglu et al., 2017).

A contagem das células sanguineas e suas subpopulacdes (neutrofilos,
linfocitos, eosindfilos, mondcitos), medidos através de um exame de sangue
rotineiramente utilizado, podem ser empregados como um dos marcadores do
sistema imunoldgico (Failace, 2015; Hesapcioglu et al., 2017). As razfes obtidas
através das propor¢des das células mondcitos linfécitos e neutrofilos linfécitos
podem indicar o estado inflamatério de individuos com TEA, possibilitando
investigar a relacdo entre a inflamagdo com o comportamento alimentar dentre
outras associacoes.

Deste modo, o estudo justifica-se pela necessidade de agregar-se
conhecimento sobre a condicdo do sistema imunolégico, avaliado por meio da
contagem do numero e das propor¢des das células sanguineas da série branca,
bem como das razées RML e RNL em crianc¢as e adolescentes com TEA. Além
disso, o0 conhecimento gerado permitira estratégias de tratamento,
especialmente em ambito nutricional, que propiciem a reducdo de agravos

conforme o perfil de células identificado.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo Geral

Investigar o numero e a proporc¢édo de células sanguineas da série branca
e a razdo mondcito linfécito e neutrdfilo linfécito, segundo caracteristicas
sociodemograficas, clinicas e comportamentais de crian¢as e adolescentes com

Transtorno do Espectro do Autismo.

5.2 Objetivos especificos

I Caracterizar a amostra quanto ao:

a) perfil s6cio demografico;

b) comportamento alimentar;

C) aspectos clinicos;

d) estado nutricional;

ii Descrever a contagem total das células sanguineas da série branca e
as razbes mondcito/linfocito e neutrofilo/linfocito, segundo caracteristicas
sociodemograficas, clinicas e comportamentais;

iii Investigar a associacdo entre o numero de células sanguineas
estratificado e as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e comportamentais.

iv. Investigar a associacdo entre a RML e RNL e as caracteristicas

sociodemograficas, clinicas e comportamentais.

5.3 Hipoteses

e O numero das células sanguineas da série branca estara acima dos
limites de referéncia, segundo a faixa etaria.

e Uma maior RML sera associada a obesidade, ao uso de farmacos
psicoativos, a um comportamento mais irritado e a um menor nivel de
escolaridade materna.

e Uma maior RNL sera associada a um comportamento mais irritado e a um
menor nivel de escolaridade materna.

e A maior parte da amostra sera caracterizada por:
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I Ser do sexo masculino, da cor da pele branca com excesso de peso, em uso
de farmacos psicoativos e ter maes com escolaridade menor de nove anos de

estudo;

6. Metodologia
6.1 Delineamento
O presente estudo tera um delineamento transversal e sera realizado com
dados do estudo de intervencao intitulado: PANA “Protocolo de Atendimento

Nutricional a individuos com transtorno do espectro Autista”.

6.2 Caracteristicas do estudo PANA, local e periodo de
rastreamento

O estudo PANA tem por objetivo realizar uma intervencédo nutricional
personalizada para criancas e adolescentes com TEA, do Ambulatério de
Neurodesenvolvimento, vinculado a Faculdade de Medicina (FAMED)/UFPEL,
localizado no bairro Fragata, na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul. Neste
local, de segunda a sexta-feira é realizado o atendimento de criancas e
adolescentes com desordens neurocomportamentais, incluindo o TEA. O
protocolo iniciou em outubro de 2018, em marco de 2020 as atividades
presenciais e coleta de dados foram interrompidas devido a pandemia pelo
SARS-CoV-2, mantendo assisténcia on-line aos pacientes. Foram convidados a
participar do estudo pacientes com idade entre 3 a 18 anos, e com auséncia de
neuropatias e cardiopatia congénita. Para o presente estudo serdo utilizados
dados de pacientes rastreados e incluidos no PANA no periodo entre outubro de
2018 a marco de 2020.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Pelotas, sob protocolo n° 2.835.793. O
termo de consentimento livre e esclarecido foi obtido em duas vias, assinado
pelos responsaveis das criancas e adolescentes.

O estudo PANA contempla 5 entrevistas: A entrevista 1, apdés os
responsaveis assinarem do termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice A) é aplicado um questionario geral (Apéndice B) sobre variaveis
sociodemograficas e de saude, na aplicacdo de um recordatorio alimentar de 24

horas (R24h) para a criangca e cuidador principal e afericdo das medidas
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antropomeétricas. A entrevista 2, realizada por telefone, consiste na aplicacdo do
segundo R24h (crianca/adolescente e cuidador) e agendada a terceira
entrevista. Na entrevista 3 € realizado o terceiro R24h, o questionario do
comportamento alimentar da crianca (CEBQ) e entregue um voucher para a
coleta de sangue, realizada em um laboratério da cidade de Pelotas, com jejum
prévio de 8 horas. Na entrevista 4 é entregue o resultado dos exames
bioquimicos e as orienta¢gfes nutricionais baseadas nos problemas alimentares
identificados anteriormente. Na entrevista 5, é aplicado um checklist para avaliar
0 alcance das orientagdes estabelecidas previamente.

A aplicacdo de questionarios, escalas e antropometria € conduzida por
alunos de poés-graduacao previamente treinados para o estudo. As entrevistas
foram conduzidas com a presenca do principal responsavel pelos cuidados do
paciente, identificado segundo seu tempo destinado a permanecer com a crianga

ou adolescente. Na maioria dos casos, o responsavel principal foi a mée.

Recrutamento Entrevista 1 Entrevista 2 Entrevista 3 Entrevista 4 Entrevista 5
- T  mpan | - R2an . |+ Resultadodo Checklist
| riagem i e Quest. Geral : I CEBQ exame e . ecklis ;
""" : T e R24h ; [ Voucher © |+ Orientagio
| Antropometria, ... huicional

Abreviaturas: TCL: Termo de consentimento livre e esclarecido; Quest.: Questionéario; R24h:

recordatorio alimentar de 24 horas; CEBQ: questionario do comportamento alimentar da crianca.

Figura 4. Fluxograma do estudo PANA.

6.3 Populacdo e Amostra
A populacao caracteriza-se por criancas e adolescentes, com idade entre
3 e 18 anos com diagnéstico de TEA atendidos no Ambulatério de
Neurodesenvolvimento, FAMED/UFPEL, Pelotas-RS.
A amostra sera constituida por todas as criancas e adolescentes
recrutadas no periodo do estudo que atenderem aos critérios de inclusdo e

exclusado para a presente pesquisa.
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6.4 Critérios de incluséo e excluséo
Serdo inclusos criangas e adolescentes, com idade entre 3 e 18 anos, que
apos avaliacdo de neuropediatra atenderem a diagnéstico de TEA.
Serdo excluidos aqueles que ndo completaram a etapa de coleta de
sangue e que apresentarem diagndstico médico de neuropatias, cardiopatia
congénita e/ou outras condi¢cdes que ndo forem compativeis com a coleta de

amostra de sangue.

6.5 Variaveis

6.5.1 Variaveis dependentes
6.5.1.1 Contagem células sanguineas da série branca

Uma amostra de 5 mL de sangue sera coletada em laboratério de analises
clinicas, por meio de puncédo venosa, com jejum prévio de 8 horas para
realizacdo do leucograma. Este procedimento foi realizado por profissionais
técnicos experientes para esse procedimento, obedecendo as técnicas vigentes
estabelecidas. As amostras de sangue serdo analisadas por impedancia elétrica,
em equipamento automatico para determinacdo da contagem total do nimero de
leucocitos e suas subpopulagbes seguindo as instrucbes do fabricante
(Mindray®, China). O resultado do exame sera expresso em valor absoluto de
células por milimetro cuibico (mm?®) de sangue e valor relativo considerando o
total de leucocitos como referéncia (100%).

Os valores de referéncia para os leucocitos totais, neutrofilos, mondcitos,
linfocitos e eosindfilos utilizados seréo os sugeridos pela Sociedade Brasileira de

Andlises Clinicas (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de referéncia absoluto (mm?3) das células sanguineas da série branca
para criancas a partir de 2 anos de idade.

dad Valores de referéncia (minimo e maximo)
ldade

Leucbcitos Neutroéfilos Monocitos Linfécitos Eosinofilos

2a6anos 5.000-15.000 1.500-8.000 200-1.000 6.000-9.000 100-1.000
6 al2anos 5.000-13.000 2.000-8.000 200-1.000 1.000-5.000 100-1.000
213 anos 4.000-10.000 2.000-7.000  200-1.000 1.000-3.000 20-500

Fonte: Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, 2020.
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6.5.1.2 Razdo monaocito-linfécito
A razdo mondcito linfécito (RML) € utilizada como um marcador de
inflamacédo cronica. O célculo do RML é definido pelo nimero absoluto de
monacitos divido pelo niumero absoluto de linfdcitos, estes valores sdo obtidos
através dos resultados encontrados no hemograma (Hesapcioglu et al.,2017).

6.5.1.3 Razao neutréfilo-linfocito
A razdo neutréfilos linfécitos (RNL) é utilizada como um marcador de
inflamacéo e tem sido amplamente estudado como um parametro preditivo e
prognéstico em varias doencas psiquiatricas associadas a inflamacao. Para se
obter os valores desta razdo calcula-se o valor da porcentagem de neutréfilos
pela porcentagem de linfocitos (Nurmalia et al., 2020).

6.5.2 Variaveis Independentes
6.5.2.1 Children’s Eating Behaviour Questionnaire (CEBQ) (Viana
et al., 2008):

Avalia o comportamento alimentar ou estilo alimentar das criancas e
jovens através das respostas dadas pelos seus cuidadores. O questionario
possui 35 itens e avalia o0 comportamento alimentar de acordo com algumas
dimensdes psicoldgicas, tais como: Resposta a saciedade, Ingestdo lenta,
Seletividade e Subingestdo emocional consideradas em seu conjunto por
“desinteresse pela comida”, ja as subescalas Resposta a comida, Prazer em
comer, Sobre ingestdo emocional e Desejo de beber traduzem o “interesse pela
comida” (Figura 5).

Exemplos de perguntas contidas no questionario sédo: “Se tivesse
oportunidade o meu filho passaria a maior parte do tempo comendo” (RC), “O
meu filho adora comer” (PC), “Se tivesse a oportunidade o meu filho passaria o
dia bebendo continuamente (refrigerantes ou sucos adocicados)” (DB), “O meu
filho come mais quando esta ansioso” (SE), “O meu filho come menos quando
esta cansado” (SIE), “O meu filho fica cheio antes de terminar a refei¢ao” (RS),
“O meu filho come cada vez mais devagar ao longo da refeicao” (IL) e “Perante

novos alimentos o meu filho comeca por recusa-los” (SL).
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Os questionérios serdo aplicados por meio do entrevistador para que 0s

pais ou responsaveis pelos participantes respondessem. As respostas sdo

dadas de acordo com a escala de Lickert de 5 pontos que se referem a

frequéncia com que ocorre o comportamento. A pontuacédo variade 1 a 5: nunca

(), raramente (2), as vezes (3), frequentemente (4) e sempre (5).

Para o resultado soma-se a pontuacdo das perguntas pertencentes a

mesma subescala, de forma que cada subescala apresentard um valor médio de

pontuacao.

Subescala

Explicagéo

Prazer em comer (PC)

Representa um interesse generalizado por comida.
Capta a medida em que a criangca encontra prazer e
desejo em comer.

Resposta a comida (RC)

Mede a ingestdo alimentar em resposta a estimulos
externos dos alimentos. Representa um manifesto
interesse em comer e 0 desejo de despender/dedicar
tempo a comer.

Desejo de beber (DB)

Pretende identificar o desejo de beber, em especial
bebidas acucaradas.

Sobre ingestdo emocional (SE)

Representa uma ingestdo alimentar aumentada em
resposta a emocgdes negativas, como raiva e ansiedade.

Subingestdo emocional (SIE)

Representa uma ingestdo alimentar diminuida em
resposta a emocdes negativas, como ansiedade e raiva.

Resposta a saciedade (RS)

Representa o grau de autorregulacdo da quantidade de
alimentos consumida por uma crianca, baseado na
prépria sensacdo de saciedade.

Ingestédo lenta (IL)

Mede a velocidade da ingestdo alimentar durante uma
refeicdo. Uma maior pontuacdo nesse item reflete um
interesse gradualmente reduzido na refeicéo.

Seletividade (SL)

Reflete uma falta de interesse por comida e por
experimentar novos alimentos (neofobia), resultando em
uma alimentac&o pouco variada.

Figura 5. Quadro com a explicacdo das subescalas utilizadas no Children’s Eating Behaviour

Questionnaire (CEBQ).
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6.5.2.2 Estado nutricional

O estado nutricional sera avaliado por meio do escore z do Indice de
Massa Corporal (IMC) para a idade. Todas as criangcas e adolescentes
participantes serdo pesados e medidos usando roupas leves, descalcas, com 0s
bracos caidos ao longo do corpo e olhando para frente. As medidas de peso (em
quilogramas) e estatura (em metros) serdo utilizadas para o célculo do IMC e
seu respectivo valor absoluto de escore z com base nas curvas da OMS de 2006
e 2007.

6.5.2.3 Dados sociodemograficos
As covariaveis idade em anos completos, sexo (feminino e masculino), cor
da pele (branca, parda/mulata/morena/cabocla, negra, amarela/oriental,
indigena), renda familiar (em reais), e uso de medicamentos coletadas no

guestionario geral aplicado na primeira entrevista do protocolo de atendimento.

6.5.3 Anélises estatisticas

Os dados foram duplamente digitados no EpiData® versdo 3.1,
transferidos e deverdo ser analisados no software Stata® verséo 13.

Quanto as analises estatisticas consideram-se que o0 presente estudo
encontra-se em fase de planejamento e em linhas gerais prevé: a descricao das
células sanguineas da série branca e suas proporcdes, descricdo da amostra
guanto as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e comportamentais. As
analises consistirdo em métodos estatisticos convencionais de comparacéao,
teste t para analise entre médias e teste qui-quadrado para prevaléncias entre

os grupos. O nivel de significancia estatistico adotado sera p<0,05.

7. Orcamento

Produto Quantidade Valor
Impresséao 500 unidades 100,00
Caneta 10 unidades 20,00
Lapis 10 unidades 15,00
Borracha 5 unidades 7,50
Prancheta 2 unidades 10,00
Exame de Sangue 80 unidades 3.200,00

Total 3.352,50

Figura 6.Quadro do orgamento.
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Atividades 2019 2020 2021
@] FIMI|IA | M|[J]|J J S
Atividades Académicas

Créditos em disciplinas

Exame de proficiéncia

Docéncia orientada

jeto de pesquisa

Revisao bibliografica

Treinamento dos
entrevistadores

Coleta de dados

Qualificacao do projeto

Elaboracdo do banco de
dados

Analise dados

Redacéao artigo

Defesa da dissertacdo

Figura 7. Quadro do cronograma de execucao do projeto de pesquisa.
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APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIBRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
FACULDADE DE NUTRICAO

Programa de Pds-Graduacao em Nutricdo e Alimentos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Concordo em participar do estudo “INTERVENCAO NUTRICIONAL PERSONALIZADA PARA CRIANCAS E
ADOLESCENTES COM TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA: ESTUDO PROSPECTIVO DE DIAGNOSTICO
E PROPOSICAO DE INTERVENCAO”. Estou ciente de que estou sendo convidado a participar voluntariamente do estudo.
JUSTIFICATIVA: A nutricdo é especialmente importante no espectro autista, visto que pode trazer melhorias relacionadas ao
comportamento de irritabilidade e agressivo. Sendo assim, orienta¢des nutricionais desenvolvidas com base no comportamento
relacionado a alimentacdo e no entendimento sobre alimentacdo e bem-estar das criangas, por parte das familias, podem contribuir
para a melhora da salde da crianga ou adolescente com transtorno do espectro autista (TEA).

PROCEDIMENTOS: Fui informado de que o objetivo geral da pesquisa sera “Avaliar o efeito de interven¢io nutricional
baseada no paciente e fatores associados em criancgas e adolescentes com Transtorno do Espectro Autista, assistidos no
Sistema Unico de Saiide da regidio sul do Brasil”. Estou ciente de que minha participacio envolveré responder a questionarios,
em dias alternados, com duracéo aproximada de 30 minutos cada.

RISCOS E DESCONFORTO: Fui informado que o0s riscos sdéo minimos e dizem respeito ao desconforto no momento da coleta
de sangue.

BENEFICIOS: O participante receberé seu diagnostico nutricional, os resultados dos seus exames de sangue, uma orientacao
nutricional individualizada e, se necessario, serd encaminhado para consulta ambulatorial nutricional. Além disso, os resultados
serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situag8es de ensino-aprendizagem

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: Como ja me foi dito, minha participacéo neste estudo sera voluntaria e poderei interrompé-
la a qualquer momento.

DESPESAS: Eu ndo terei que pagar para participar da pesquisa e ndo receberei compensacdes financeiras.
CONFIDENCIALIDADE: As informac@es obtidas serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a participacdo. Em nenhum
caso vocé ou seu filho (a) serd identificado por outros. VVocé receberd uma copia deste termo onde consta telefone/email do
pesquisador principal e endereco da instituicdo, podendo tirar suas dividas sobre o estudo, e informacgdes decorrentes dele a
qualquer momento.

CONSENTIMENTO: Recebi claras explicacBes sobre o estudo, todas registradas neste formulério de consentimento. Os
investigadores do estudo responderam e responderdo, em qualquer etapa do estudo, a todas as minhas perguntas, até a minha
completa satisfacdo. Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este Formulario de Consentimento Pré-Informado seréa
assinado em duas vias por mim, sendo uma arquivada na institui¢do responsével pela pesquisa e outra entregue ao participante.

Nome do participante:
Nome do representante legal:
Vinculo do representante legal:
ASSINATURA: DATA: / /

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste
estudo. Coloquei-me a disposi¢do para perguntas e as respondi em sua totalidade. O participante compreendeu minha explicagéo e
aceitou, sem imposicdes, assinar este consentimento. Tenho como compromisso utilizar os dados para a publicacéo de relatérios e
artigos cientificos referentes a essa pesquisa. Se o participante tiver alguma consideracdo ou divida sobre a pesquisa, pode entrar
em contato com os pesquisadores na Faculdade de Nutricdo/UFPEL — Rua Gomes Carneiro, n® 1- CEP: 96010-610, Pelotas/RS;
Telefone:(53)3284 - 3830.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
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APENDICE B- QUESTIONARIO GERAL
Protocolo de Atendimento Nutricional ao Autista - Entrevistal REGISTRO:

INFORMAGOES GERAIS

ID: Ndmero crianga no Projeto: Entrevista: __ CodEntr: Codigo da entrevistadora: __

IDNE Numero prontuario Neuro: IDPE: NUmero prontudrio Pediatria:
3 Datadaentrevista: /[

4. | Nome da crianga: (PREENCHER COM LETRAS GARRAFAIS E MAIUSCULAS)

5. | Sexo da crianga: (1) Masculino (2) Feminino

“Agora vamos comegar nossa conversa sobre alguns dados gerais do(a) Sr(a) e do(a) <CRIANCA>...”

6. | Qual o seu nome? (Nome do entrevistado) (PREENCHER COM LETRAS MAIUSCULAS)

7. | Qual o seu vinculo com o(a) <CRIANGCA>?

(1) Pai (3) Avo (4) Irmao/irmd (6) Mae/pai adotiva (8) Outro 7.a Se outro, qual?
(2) Mae (4) Avd (5) Mae/pai social (7) Cuidador(a)/baba
8. | Com quem o(a) <CRIANCA> mora?
(1) Pai (3) Mée/Pai (7) Mé&e/pai ADOTIVO  (8) Outro. 8.b Se outro, qual?
(2) Mée (4) Avo/Avd (6) Mae/pai SOCIAL

9. | Qual o endereco do(a) <CRIANCA>?

9. (1) Rua (2) Av. (3) Travessa

9.a. Nome: 9.a.1 NUmero? __
9.b Qual é o tipo de residéncia?

(1) Casa (2) Apartamento, Se Apartamento: 9.b.1 Bloco? _ 9.b.2 NUmero?
9.c Esta <casa/apartamento/outro> é:

(1) Prépria (2) Alugada (3) Posse (4) Emprestada (5) Outro —>9.c.1 Se outro, qual?
(7) NSI (9) IGN

9.d Qual é o bairro?

9.e Qual é a cidade?

9.f Sabe me dizer algum ponto de referéncia?

10. | Qual o namero de telefone para contato sobre o(a) <CRIANCA>?

10. Telefone1: (ODD) ____ nOmero:

10.a.1 (Nome de quem é o telefone): ; 10.a.2 vinculo com a crianca: )
10.b Telefone2: (DD) __ __ ndmero:

10.b.1 (Nome de quem é o telefone): ; 10.b.2 vinculo com a crianca: )
10.c Telefone 3: (DDD) _ __ ndmero:

10.c.1 (Nome de quem é o telefone): ; 10.¢.2 vinculo com a crianca: )
10.d Telefone 4: (DDD) __ __ ndmero:

10.d.1 (Nome de quem é o telefone): ; 10.d.2 vinculo com a crianca: )

“Agora vamos falar sobre alguns dados gerais do(a) <CRIANCA>”

11. | Na maior parte do tempo, quem € responsavel pelo cuidado do(a) <CRIANCA>?

(1) Mée

(2) Outro > 11.a Se outro, Nome:
11.b vinculo com a crianca:

12. | Qual a data de nascimento do(a) <CRIANCA>? [/ [

13. | Qual aidade do(a) <CRIANCA>? _ anos

14.  (Chservado) Cor da pele da <CRIANCA> 15. | Como voce classifica a cor da pele do(a) <CRIANCA>?
(LER as op¢des em negrito)

(1) Branca (5) Indigena (1) Branca (5) Indigena

(2) Parda/ mulata/ morena/ cabocla  (6) Em branco (2) Parda/ mulata/ morena/ cabocla (6) Em branco

(3) Negra (7) NSI (3) Negra (7) NSl
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(4) Amarela/oriental (9) IGN | | (4) Amarela/oriental (9) IGN

“Agora vou perguntar algumas informacaoes do nascimento do(a) <CRIANCA>
Vocé tem o carteirinha de nascimento ou de vacinas da <CRIANCA>?

16. | Qual foi o peso ao nascer do(a) <CRIANCA>? g (6666) Branco; (7777) NSI; (9999) IGN
16.a A informacao foi coletada a partir do: (1) Cartdo da Crianca (2) Relato do entrevistado (3) Prontuério
17. | Qual foi o comprimento ao nascer do(a) <CRIANCA>? | cm (66,6) Branco; (77,7) NSI; (99,9) IGN
17.a A informacdo foi coletada a partir do: (1) Cartdo da Crianga (2) Relato do entrevistado (3) Prontudrio
18. | Qual foi a idade gestacional no dia do parto do(a) <CRIANCA>?  semanas __dias (777 ) NSI (999) IGN
18.a A informacao foi coletada a partir do: (1) Cartdo da Crianca (2) Relato do entrevistado (3) Prontuario
19. | Qual foi o tipo de parto do <CRIANCA>?
(1)Vaginal (2) Cesaria (3) Forceps (7)NSI
19.a Qual foi 0 APGAR do(a) <CRIANCA>?1° 20 (77)NSI (99) IGN
19.b A informacéo foi coletada a partir do: (1) Cartdo da Crianca (2) Relato do entrevistado (3) Prontuario
20. | Com que idade o(a) <CRIANGCA> recebeu o diagndsticode TEA? ____anos 20.a ___ meses (77) NSI
21. | Além do autismo o(a) <CRIANCA> possui outro problema de salde informado pelo médico?
(1) Ndo -> Pular para questdo 22
(2) Sim
(7) NSI
(9) IGN
Se sim, qual? (Descrever cada diagndstico por linha)
21.a.
21.a.l1.
21.a.2
21.a.3
22. | O/A <CRIANGCA> esta frequentando algum centro educacional e/ou escola regular?
(1) Néo
(2) Sim, Se SIM, qual (Nome do Local)? (22.2) 22.a.1: cidade:
(7) NSI; (9) IGN (22.b) 22.b.1: cidade:
“Agora vamos conversar um pouco sobre amamentacdo e alimentacdo no primeiro ano de vida”
23. | O(A) <CRIANCA> mamou no peito pelo menos uma vez?

(1) Néo, nunca - Pular para questao 24

(2) Sim

(7) NSI

(9) IGN

23.a Se sim(2) Até que idade mamou no peito? _~ meses 23.a.1 _ dias

(67 | 67) ainda mama (77| 77) NSI (88]88) NSA

23.b Se ainda mama, até que idade pretende dar o peito? ___ meses

(76 ) enquanto a crianca quiser (78) enquanto tiver leite (79) outro (88) NSA (99) IGN
23.c Até que idade mamou somente no peito sem receber 4gua, cha, suco e outros leites? _ meses 23.c.1 __ _ dias
23.d Nos primeiros dias de vida, recebeu formula infantil no hospital? (1) Nao (2) Sim
23.e Com que idade passou a receber outros tipos de leite que ndo o leite materno? ___ meses 23.e.1 __ _ dias

(77 se ndo recebe outro leite ou formula infantil e pule para 26)

23.f Quando passou a receber outros leites, qual foi o primeiro tipo de leite que comecou a receber? - Pular para 24

(1) formula infantil (NAN) (2) leite de vaca (3) leite ninho ou em po (4) outro:

BLOCO DA CRIANCA QUE NAO MAMOU
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24 | Por que ndo mamou no peito? Razdo 1: _ _ 24.aRazdo2: __
00 = Sbrazdo 1 14= N4o tinha leite 18= Prematuro/doente 88=NSA
11= Mée ndo quis 15= foi adotado 19= Alguém aconselhou 99=IGN
12 = Nené ndo quis 16= Mée HIV 20= Dor, rachadura, infeccéo no seio
13= seio sem bico 17= M@e doente 21= Qutro
25. | Qual foi o tipo de leite que comecou a receber sem ser o leite materno?
(1) formula infantil (ex. NAN) (2) leite de vaca (3) leite ninho ou em po (4) outro:
26. | Com que idade passou a receber outros alimentos, como papas de frutas, papa salgada ou mingau?
____meses26.a___ dias (77) NSI
“Agora vamos falar sobre questdes relacionadas a alimentacdo atual do(a) <CRIANCA>”
27. | Tuconsideras que o(a) <CRIANCA> tem dificuldade com a alimentac&o?
(1) Néo
(2) Sim
(7) NSI
(9) IGN
28. | O(A) <CRIANCA> ja recebeu alguma orientacao especifica de alimentagdo, como 0 que comer, 0 que ndo Comer,
tipos de alimentos, horarios?
(1) Néo
(2) Sim -> 28.a Se sim, de qual profissional/pessoa recebeu orientacao?
(7) NSI
(9) IGN
29. | No momento o(a) <CRIANCA> esta fazendo algum acompanhamento especifico sobre alimentacio?
(1) Néo
(2) Sim > 29.a Se sim, desde quando? _~ mé&s29.al1 _  anoqueiniciou o acompanhamento
29.b Qual o profissional/pessoa orientou?
(7) NSI
(9) IGN
“Agora vamos falar sobre o uso de medicamentos do(a) <CRIANCA>”
30. | O/A <CRIANCA> utiliza algum medicamento atualmente?

(1) Nao - Pular para a questao 31

(2) Sim

(7) NSI

(9) IGN

Se sim: 30.a. Qual?
30.a.1 Dosagem?

30.a.2 Unidade: (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.a.3 Frequéncia? __ vezes/dia (55=conforme necessidade 7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.b. Qual?

30.b.1 Dosagem?

30.b.2 Unidade: (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.b.3 Frequéncia? ___ vezes/dia (55= conforme necessidade 7 = NSI; 8 = NSA; 9 = IGN)
30.c. Qual?

30.c.1 Dosagem?

30.c.2 Unidade: (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.c.3 Frequéncia? ____ vezes/dia (55= conforme necessidade 7 = NSI; 8 = NSA; 9= IGN)
30.d. Qual?

30.d.1 Dosagem?

30.d.2 Unidade: ____ (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.d.3 Frequéncia? ____ vezes/dia (55= conforme necessidade 7 = NSI; 8 = NSA; 9= IGN)

30.e. Qual?
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30.e.1 Dosagem? __

30.e.2 Unidade: (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.e.3 Frequéncia? ____ vezes/dia (55= conforme necessidade 7 = NSI; 8 = NSA; 9= IGN)
30.f. Qual?

30.f.1 Dosagem? __

30.f.2 Unidade: (1) mg (2)g (3)gts (4)saché (5)cp (6)mL (7=NSI; 8=NSA; 9=IGN)

30.f.3 Frequéncia? ___ vezes/dia (55= conforme necessidade; 7 = NSI; 8 = NSA; 9 = IGN)

“Agora vamos falar sobre funcionamento intestinal do(a) <CRIANCA>”

3L

Em uma semana normal, quantos DIAS por semana o(a) <CRIANCA> costuma fazer coc6?
___ (ndmerode0a7) (77) NSl (99) IGN

32.

Em uma semana normal, até quantos DIAS seguidos o(a) <CRIANCA> costuma ficar SEM fazer coc6?
__ (nimerode0a7) (77) NSl (99) IGN

33.

Em um dia normal, QUANTAS VEZES o(a) <CRIANCA> costuma fazer coc6?
___Vezes (77) NSI (99) IGN

34.

Na maioria das vezes, como é a aparéncia das fezes do(a) <CRIANCA>? (MOSTRAR A ESCALA DE BRISTOL)

(0) Bolinhas bem duras, separadas como coquinhos (dificeis para sair)

(1) Formato de linguiga encarogada, com pequenas bolinhas grudafas

(2) Formato de linguica com rachaduras na superficie

(3) Alongada com formato de salsicha ou cobra, lisa e macia

(4) Pedacos macios e separados com bordas bem definidas (faceis de sair)
(5)Massa pastosa e fofa com bordas irregulares

(6) Totalmente liquida, sem pedacos solidos

(7) NSI

(9) IGN

“Agora vamos falar sobre questoes relacionadas ao sono do(a) <CRIANCA>”

35.

Quanto tempo o(a) <CRIANCA> passa dormindo durante a NOITE, ou seja, entre 7 da noite e 7 da manha?
Horas:  (77)NSI (99) IGN
35.aMinutos:  (77) NSl (99) IGN

36.

Em média, quantas vezes o(a) <CRIANCA> acorda por noite? _ vezes  (77) NSI (88) NSA (99) IGN

37.

Durante a noite, quanto tempo o(a) <CRIANCA> permanece acordado(a)?
Horas: (77) NSI (99) IGN

37.aMinutos: _ (77) NSl (99) IGN

38.

Quanto tempo o(a) <CRIANCA> passa dormindo durante o DIA, ou seja, entre 7 da manha e 7 da noite?
Horas: (7)NSI  (9) IGN

38.aMinutos: _ (7)NSI (9) IGN

SE O CUIDADOR NAO FOR A MAE: “Agora vamos falar sobre questdes relacionadas a(o) Sr.(a) cuidador(a) ”

39.

Qualasuaidade?  anos (88) NSA (99) IGN

40.

O(A) Sr.(a) frequentou a escola?
(1) N&o > Pular para a questdo 41
(2) Sim - 40.a Qual foi a tltima ano (série) que o(a) Sr(a) concluiu com aprova¢ao?
____anosdo 40.b Grau (1) 1° (2) 2° graus, médio ou técnico (3) 3°, universidade (4) P6s-graduacéao
(7) NSI
(9) IGN

“Agora vamos falar sobre a mae do(a) <CRIANCA>”

41.

Qual a idade da mé&e do(a) <crianga>? ____anos  (77) NSI  (99) IGN

42,

A mae do(a) <CRIANCA> frequentou a escola?
(1) N&o (Pular para a questdo 43)
(2) Sim = 42.a Qual foi a ultima ano (série) que ela concluiu com aprovacgéo?
____anos do 40.b Grau (1) 1° (2) 2° graus, médio ou técnico (3) 3°, universidade (4) P6s-graduacéao
(7) NSI
(9) IGN

43.

A mae do(a) <CRIANGCA> atualmente esta trabalhando?
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(1) Néo
(2) Sim
(7) NSI
(9) IGN
44. | Qual a situacdo conjugal da mée do(a) <CRIANCA>? LER as opcdes
(1) Vive com companheiro (5) Nao tem namorado
(2) Nao vive com companheiro ha mais de um ano (6) Outro. 44.a Se outro, qual?
(3) Nao vive com companheiro ha menos de umano  (7) NSI
(4) Tem um namorado ha mais de um ano (9) IGN
45. | O <CRIANCA> possui outros irmaos?
(1) Ndao  (2) Sim. Se sim: (PREENCHER O QUADRO ABAIXO)
“Qual as “Qual o “Algum “Possui outro problema de saiide mental que nio 0o TEA?”
idades?” sex0?” irmao(s)
tem TEA?”
45.a.1 Idade: | 45.b.1 Sexo: 45.c.1 TEA? | 45.d.1 Outro diagnéstico mental?
___anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino Sim (2) Sim. 45.e.1 Se sim, qual?
45.a.2 Idade: | 45.h.2 Sexo: 45.c.2 TEA? | 45.d.2 Outro diagnéstico mental?
__anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino Sim (2) Sim. 45.e.2 Se sim, qual?
45.a.3 Idade: | 45.h.3 Sexo: 45.c.3 TEA? | 45.d.3 Outro diagnostico mental?
__anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino | Sim (2) Sim. 45.e.3 Se sim, qual?
45.a.4 Idade: | 45.b.4 Sexo: 45.c.4 TEA? | 45.d.4 Outro diagnostico mental?
__anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino Sim (2) Sim. 45.e.4 Se sim, qual?
45.a.5 Idade: | 45.h.5 Sexo: 45.c.5 TEA? | 45.d.5 Outro diagndstico mental?
__anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino Sim (2) Sim. 45.e.5 Se sim, qual?
45.a.6 Idade: | 45.h.6 Sexo: 45.c.6 TEA? | 45.d.6 Outro diagndstico mental?
__anos | (1) Masculino | (1) Ndo (2) | (1) Néo
(2) Feminino Sim (2) Sim. 45.e.6 Se sim, qual?
46. | Algum outro familiar do(a) <CRIANCA> (pai, mée, tio, primo) tém diagnostico de TEA identificado por médico?
(1) Néo
(2) Sim
(7) NSI
(9) IGN
46.a Se sim, qual o parentesco com o(a) <CRIANCA>?
(1) Mae (2) Pai (3) Tio (4) Primo (5) Outro 46.a.1 Qual?
“Agora vamos falar sobre questoes relacionadas ao pai do(a) <CRIANCA>”
47. | O pai biologico do/a <CRIANCA> esta vivo? 47.b. Qual a idade do pai do(a) <crianga>?
(1) Ndo (2) Sim (7) NSI ____anos  (77)NSI (99) IGN
48. | A/O <CRIANCA> convive com o pai biologico?

(1) Nao

(2) Sim > 48.a Com que frequencia a <CRIANCA> costuma ver o pai?
____vezes 48.a.1 (1) Semana (2) Més (3) Ano (44) Mora com o pai

(7) NSI
(8) NSA

49.

O pai do(a) <CRIANCA> frequentou a escola?

(1) N&o -> Pular para a questédo 50
(2) Sim > 49.a Qual foi a Ultima ano (série) que ele concluiu com aprovagéo?
____anosdo 40.b Grau () 1° () 2°graus, médio ou técnico () 3° universidade ( ) P6s-graduacdo

(7) NSI
(9) IGN

50.

O pai do(a) <CRIANCA> est4 trabalhando atualmente? (1) Nao

(2) Sim

(7)NSI

(8) NSA
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“Agora vou lhe fazer algumas perguntas sobre a renda da familia”

51

A familia recebe algum beneficio como bolsa-familia, Loas, auxilio-reclusdo, seguro-desemprego ou pensao?
(1) Ndo —>Pular para a questao 52
(2) Sim > Se sim: 51.a Auxilio 1: Quanto? R$ , /més (7777,77) NSI (8888,88) NSA (9999,99) IGN

51.b Auxilio 2: Quanto? R$ , /més (7777,77) NSI (8888,88) NSA (9999,99) IGN

51.c Auxilio 3: Quanto? R$ , /més (7777,77) NSI (8888,88) NSA (9999,99) IGN

52.

Quantas pessoas moram na mesma casa incluindo o(a) <CRIANCA>? __ pessoas  (77) NSI (99) IGN
52.a Destas pessoas, quantas ttmrenda? __ _ pessoas (77) NSI  (88) NSA (99) IGN

Qual a remuneragéo em Reais de cada uma dessas pessoas (NAO considerar o valor do beneficio)?
52.b.Contribuinte 1: 52.b.1 R$ ,00 (77777) NSI (88888) NSA (99999) IGN

52.c Contribuinte 2: 52.c.1 R$ ,00 (77777) NSI (88888) NSA (99999) IGN

52.d Contribuinte 3: 52.d.1 R$ ,00 (77777) NSI (88888) NSA (99999) IGN

52.e Contribuinte 4: 52.6.1 R$ ,00  (77777) NSI (88888) NSA (99999) IGN

Medida 1- “Agora gostaria de medir a altura e o peso do(a) <CRIANCA>”
Atencdo: Para registrar a medida utilize a virgula e a casa decimal. N&o arredonde.

53.

CRIANCA: Estatura: cm

(666,6) N&o quis aferir a estatura = 53.a Anote 0 motivo:

54.

CRIANCA: Peso: , g (Anote o valor que aparecer no visor da balanga)

(666,66) Nao quis ser pesado - 54.a Anote 0 motivo:

54.b Anote as roupas que o entrevistado esta utilizando:

Medida 2 — MAE - “Agora gostaria de verificar a SUA altura e peso”
Atencdo: Para registrar a medida utilize a virgula e a casa decimal. N&o arredonde.

55.

MAE: Estatura: | cm (888,8) NSA

(666,6) N&o quis aferir a estatura = 57.a Anote 0 motivo:

56.

MAE:Peso: . g (Anote o valor que aparecer no visor da balanga) (888,88) NSA

(666,66) Nao quis ser pesado - 56.a Anote o

motivo:

56.b Anote as roupas que o entrevistado esta utilizando:

Medida 3 — CUIDADOR - “Agora gostaria de verificar a SUA altura e peso”
Atencdo: Para registrar a medida utilize a virgula e a casa decimal. N&o arredonde.

57.

CUIDADOR: Estatura; | cm (888,8) NSA
(666,6) N&o quis aferir a estatura = 57.a Anote 0 motivo:

58.

CUIDADOR: Peso: : g (Anote o valor que aparecer no visor da balanga) (888,88) NSA

(666,66) Nao quis ser pesado = 58.a Anote 0 motivo:

58.b Anote as roupas que o entrevistado esté utilizando:




APENDICE C- VOUCHER

VOUCHER
Ne

Encaminhamento para realizagao de exame de sangue.

VOUCHER ne Laboratorio NOVARA

Registro: Endereco: Rua Félix da Cunha, 802 — Centro — Pelotas

Fone: (53) 3227-9100

Data: / / N&o é necessario JEJUM.
Leve um documento de identificagdo da crianga.
(Certidao de nascimento ou identidade)

Paciente

Para realizagdo do exame leve esse voucher.
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ANEXO A- CHILDREN’S EATING BEHAVIOUR QUESTIONNAIRE (CEBQ)

BLOCO I - Escala Children’s Eating Behaviour Questionnaire (CEBQ)

RESPONSAVEL

Medida 1 - AGORA EU PRECISO POR FAVOR QUE O (A) SR/SRA RESPONDA AS PERGUNTAS A SEGUIR SOBRE O
COMPORTAMENTO ALIMENTAR DE SEU FILHO(A). IREI LER CADA ITEM SEPARADAMENTE E O(A) SR/SRA
OLHANDO O CARTAO RESPOSTA ME RESPONDA COM QUE FREQUENCIA O SEU FILHO SE COMPORTA DESSA
FORMA, LEVANDO EM CONTA AQUILO QUE O SEU FILHO(A) FAZ NA MAIORIA DAS VEZES EM RELACAO A
ALIMENTACAO. NAO IMPORTA COMO SEU FILHO SE COMPORTA, CADA CRIANCA TEM SUA FORMA DE AGIR
EM RELACAO A ALIMETACAO.

01 O meu filho(a) adora comida. 1 2 3 4 5 EF
02 | O meu filho(a) come mais quando anda preocupado(a). EE
1 2 3 4 5 o
03 | O meu filho(a) tem um grande apetite. 1 2 3 4 5 | SR
04 | O meu filho(a) termina as refeicoes muito rapidamente. 1 2 3 4 5 | SE
05 | O meu filho(a) interessa-se por comida. 1 2 3 4 5 | EF
06 | O meu filho(a) anda sempre a pedir de beber (refrigerante ou sumos). D
1 2 3 4 5 D
07 | Perante novos alimentos o meu filho(a) come¢a por recusa-los. 1 2 3 4 5 | FF
08 | O meu filho(a) come vagarosamente. 1 2 3 4 5 | SE
09 | O meu filho(a) come menos quando esta zangado(a). EE
1 2 3 4 5 U
10 | O meu filho(a) gosta de experimentar novos alimentos. 1 2 3 4 5 | FF
11 | O meu filho(a) come menos quando esta cansado(a). EE
1 2 3 4 5 U
12 | O meu filho(a) esta sempre a pedir comida. 1 2 3 4 5 | FR
13 | O meu filho(a) come mais quando esta aborrecido(a). EE
1 2 3 4 5 o
14 | Se o deixassem o meu filho(a) comeria demais. 1 2 3 4 5 | FR
15 | O meu filho(a) come mais quando esta ansioso(a). EE
1 2 3 4 5 o
16 | O meu filho(a) gosta de uma grande variedade de alimentos. 1 2 3 4 5 | FF
17 | O meu filho(a) deixa comida no prato no fim das refei¢oes. 1 2 3 4 5 | SR
18 | O meu filho(a) gasta mais que 30 minutos para terminar uma refeicao. 1 2 3 4 5 | SE
19 | Se tivesse oportunidade o meu filho(a) passaria a maior parte do tempo a 1 5 3 4 5 FR
comer.
20 | O meu filho(a) esta sempre a espera da hora das refei¢oes. 1 2 3 4 5 | EF
21 | O meu filho(a) fica cheio(a) antes de terminar a refeicdo. 1 2 3 4 5 | SR
22 | O meu filho(a) adora comer. 1 2 3 4 5 | EF
23 | O meu filho(a) come mais quando esta feliz. 1 5 3 4 5 EOE
24 | O meu filho(a) é dificil de contentar com as refei¢es. 1 2 3 4 5 | FF
25 | O meu filho(a) come menos quando anda transtornado(a). EE
1 2 3 4 5 U
26 | O meu filho(a) fica cheio muito facilmente. 1 2 3 4 5 | SR
27 | O meu filho(a) come mais quando nao tem nada para fazer. EE
1 2 3 4 5 o
28 | Mesmo se ja esta cheio meu filho(a) arranja espago para comer um FR
. . 1 2 3 4 5
alimento preferido.
29 | Se tivesse a oportunidade o meu filho(a) passaria o dia a beber D
. . 1 2 3 4 5
continuamente (refrigerante e sumos). D
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30 | O meu filho(a) ¢ incapaz de comer a refei¢do se antes tiver comido alguma 5 SR
coisa.

31 | Se tivesse a oportunidade o meu filho(a) estaria sempre a tomar uma 5 D
bebida (refrigerante ou sumos). D

32 | O meu filho(a) interessa-se por experimentar alimentos que nunca provou 5 FF
antes.

33 | O meu filho(a) decide que nao gosta de um alimento mesmo que nunca o 5 FF
tenha provado.

34 | Se tivesse a oportunidade o meu filho(a) estaria sempre com comida na 5 FR
boca.

35 | O meu filho(a) come cada vez mais devagar ao longo da refeicao 5 | SE




ANEXO B- CHILDREN’S EATING BEHAVIOUR QUESTIONNAIRE (CEBQ)
(LISTA DE CHECAGEM DO QUESTIONARIO CEBQ)

Cartdo CEBO

Nunca

Raramente

Por vezes

Muitas vezes

Sempre /

PIOYE
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1. Logistica

Os dados usados neste trabalho fazem parte do Projeto de Pesquisa PANA
gue iniciou em outubro de 2018 por duas mestrandas sob supervisao de duas
docentes da Faculdade de Nutricdo.

No entanto, a coleta de dados foi suspensa em mar¢co de 2020 devido a
pandemia pelo Coronavirus (SARS-CoV-2), sendo iniciado neste periodo a
assisténcia nutricional remota aos participantes do projeto por meio de consultas
e esclarecimentos de duvidas on-line. Para assisténcia remota foi criado um
grupo no aplicativo de mensagens Whatssapp intitulado “PANA On-line para
facilitar a comunicacgéao e assisténcia. Em junho de 2021 as atividades presencias
foram retomadas possibilitando o retorno gradual da coleta de dados.

A equipe de trabalho do referido projeto € composta por duas professoras do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) Prof.2
Dra. Juliana dos Santos Vaz (coordenadora do projeto) e Prof.2 Dra. Sandra
Costa Valle. O projeto contou, ainda, com o auxilio de uma bolsista de Iniciacéo
Cientifica e com 3 alunas voluntarias (académicas do curso de Nutricdo da
UFPel) e foi supervisionado por duas mestrandas do Programa de POs-
graduacdo em Alimentos (PPGNA) da UFPel, Barbara Peter Goncgalves e
Eduarda de Souza Silva, as quais coordenaram e realizaram as seguintes
atividades:

e Revisdo e ajuste dos instrumentos utilizados na coleta de dados;

e Impressao dos instrumentos;

e Elaboracdo de manuais para aplicacdo de instrumentos e digitacdo de

dados coletados no software especifico;

e Selecdo e treinamento de alunas colaboradoras;

e Triagem dos participantes para o estudo;

e Agendamento das entrevistas;

e Aplicacédo dos questionarios;

e Revisdo e codificacdo dos questionarios;

e Elaboracéo e formatacdo de banco de dados;

e Dupla digitacdo dos dados;

e Anélise estatistica dos dados;
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e Assisténcia e orientacdo nutricional presencial e remota aos participantes

do projeto.

Durante o periodo de trabalho de campo também foi apresentado resumo
na 6° e 7° Semana Integrada de Inovacgao, Ensino, Pesquisa e Extensao da
UFPel intitulados “Contagem total de linfécitos e ingestdo proteica em
criancas e adolescentes com Transtorno do Espectro Autista: projeto de
estudo transversal” e “Células sanguineas da série branca em criangas e
adolescentes com autismo” respectivamente. Também foi publicado um
artigo na Revista Expressa Extensédo intitulado “Projetos de extensdo e
pesquisa asseguram o cuidado nutricional de criangas com Transtorno do
Espectro Autista no periodo de pandemia do Novo Coronavirus” relatando as
acOes desenvolvidas pelo projeto PANA durante o periodo de isolamento
social causado pela epidemia do Coronavirus no ano de 2020.

2. Selecao e treinamento dos entrevistadores

Os dados foram obtidos por meio de entrevistas estruturadas realizadas
por duas mestrandas do PPGNA da UFPel previamente treinadas. As demais
colaboradoras receberam manual de instrucéo e treinamentos para a aplicacao
dos instrumentos usados neste trabalho.

O procedimento de coleta de amostra de sangue para o leucograma foi
realizado em um laboratorio de referéncia na cidade, com profissionais técnicos
experientes, responsaveis e treinados para esse procedimento dentro das
técnicas estabelecidas a fim de minimizar desconforto ao paciente.

Os pacientes em risco nutricional foram encaminhados para atendimento

no ambulatorio de pediatria da Famed/UFPel.

3. Coletade dados

As variaveis de caracterizacdo da amostra foram obtidas através de um
guestionario pré-estruturado (Apéndice B), respondido pelos pais ou
responsaveis, contendo informacdes sobre as caracteristicas
sociodemograficas: escolaridade materna (anos); renda (reais); idade da
crianca/adolescentes (anos); sexo (masculino e feminino), cor da pele (branca e

ndo branca), informacdes sobre a salde da crianca/adolescente: uso de
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antipsicético (sim ou ndo), sono (horas). O estado nutricional foi avaliado através
do escore Z do indice de massa corporal para idade (IMC/I). O excesso de peso
foi considerado a exposic¢ao principal.

A escala Children’s Eating Behaviour Questionnaire (CEBQ) (Anexo A) foi
respondida pelo principal responsavel da crianga, os quais foram orientados
guanto a escala de variacédo de pontuacao. Para auxiliar quanto a resposta da
CEBQ as entrevistadoras utilizaram uma ficha (Anexo A) que ficava a disposi¢ao
do entrevistado.

Para a andlise do desfecho primario, a contagem do nimero absoluto e
relativo de mondcitos, os responséaveis receberam um voucher (Anexo C) com
encaminhamento para realizacdo do exame de sangue contemplando

leucograma em um laboratério de analises clinicas de referéncia na cidade.

3.1 Controle de qualidade dos dados

A qualidade dos dados foi assegurada por um conjunto de medidas
adotadas previamente ao trabalho de campo, como treinamentos para aplicacao
dos instrumentos, assim como elaboracdo de manual de instrucdo do Projeto
PANA e dos questionarios aplicados para o treinamento das alunas
colaboradoras. As pesquisadoras realizaram reunides peridédicas com a equipe
de pesquisa para acompanhamento do trabalho e esclarecimento de duvidas
relativas as etapas do protocolo de atendimento e preenchimento dos
instrumentos.

Os questionarios foram coletados, revisados e duplamente digitados.
Apoés houve a validacdo dos dados digitados. Uma planilha para controle dos
pacientes ja entrevistados foi mantida no local de coleta, a fim de evitar
guestionérios duplicados decorrentes de duas entradas de dados do mesmo

individuo.

3.2 Digitacao e processamento de dados

No momento de ingresso na pesquisa o participante era identificado por
um cadigo individual para ser usado no processamento dos dados.

Esta etapa foi realizada utilizando o software EpiData® versao 3.1, onde

os dados foram duplamente digitados de forma cegada para posterior revisao e
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corregdo de equivocos. Na sequéncia os dados foram transferidos e analisados
no software Stata® verséo 13.

4. Perdas

Foram considerados como perdas os participantes que apos trés
tentativas de contato telefénico néo realizaram a coleta de sangue no laboratério
de andlises clinicas vinculado a pesquisa e ndo retornaram para completar o

protocolo da pesquisa.

5. ModificacGes do projeto de pesquisa

A estratégia de analise inicial deste trabalho visava investigar o nimero
de células sanguineas da série branca e as razbes mondocito/linfocito e
neutrofilo/linfocito, segundo as caracteristicas sociodemogréficas, clinicas e
comportamentais dos participantes. Contudo, ao aprofundar a revisdo da
literatura juntamente com as analises dos dados, ndo foram encontradas
associacgOes relevantes com as caracteristicas investigadas e observou-se que
estas razbes possuem poucas evidéncias como marcadores inflamatérios,
principalmente quando se procura investigar a sua relacdo com estado
nutricional e comportamento de criancas e adolescentes com TEA. Portanto, o
desfecho principal considerado foi o valor absoluto e relativo dos mondcitos por
apresentar uma relacao significativa com a exposicao primaria o0 excesso de
peso dos participantes.

Outra alteracao deste projeto foi a mudancga do cronograma de execucao,
devido a interrupcao das atividades presenciais pela pandemia do Coronavirus
(SARS-CoV-2). A coleta de dados foi suspensa em marco de 2020, quando apos
organizacao do banco foram iniciadas as analises estatisticas. Em junho de 2021
a coleta de dados foi retomada, porém estes dados ndo foram acrescentados
neste trabalho porque as analises dos resultados ja haviam sido realizadas.
Portanto, a defesa que inicialmente estava prevista para julho, foi prorrogada

para novembro do mesmo ano.



Parte 3 - Manuscrito

Manuscrito elaborado de acordo com as normas do Jornal de Pediatria.
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Resumo

Objetivo: Investigar a contagem de mondcitos e sua associagdo com o excesso de peso
em criancas e adolescentes com Transtorno do Espectro do Autismo (TEA).

Métodos: Estudo transversal conduzido de outubro de 2018 a mar¢o de 2020 em um
Nucleo de Neurodesenvolvimento no Sul do Brasil. Foram avaliados 68 pacientes com
TEA, de 3 a 18 anos. O nimero de mondcitos foi medido em amostra de sangue, o IMC
para idade >+1 escore-z conforme as curvas da OMS. Foi aplicado aos cuidadores
principais a escala sobre o comportamento alimentar das criangas e um questionario
padrdo para coletar dados sociodemogréaficos e clinicos. A regressdo linear foi utilizada
para testar a associacdo entre o excesso de peso e a contagem de mondcitos.

Resultados: A média de idade foi 8,6 + 3,3 anos. Setenta e nove por cento era do sexo
masculino, e 66% tinha excesso de peso. O niumero de monaocitos foi maior naqueles com
excesso de peso e com pontuacdo acima da média na subescala “sobre ingestdo
emocional”. Na regressao sem ajuste, 0 excesso de peso estava associado a monocitos
elevados em comparagdo com 0s sem excesso de peso (B 64,0; 95% CI 13,9 - 114,1; B
0,30, p=0,01). Esta associacdo permaneceu significativa apds ajuste para a subescala de
"sobre ingestdo emocional™” (B 37,0; 95% CI 17,1 - 91,3; B 0,29; p=0,02). A variabilidade
na contagem de monacitos atribuida ao excesso de peso foi de 14%.

Conclusdo: Criancas e adolescentes com TEA apresentaram elevacdo da contagem de
mondcitos associada ao excesso de peso. Uma intervencdo nutricional para controle do
peso e da qualidade nutricional da dieta pode mitigar o impacto negativo sobre a atividade
inflamatéria e a disfun¢do imunoldgica nestes pacientes.

Palavras chave: transtorno do espectro do autismo, mondcitos, excesso de peso,

comportamento alimentar..
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Abstract

Objective: To investigate the monocyte count and its association with overweight in
children and adolescents with autism spectrum disorder (ASD).

Methods: Cross-sectional analysis of 68 patients, aged 3 to 18-year-old, conducted in a
Neurodevelopmental Center in the south of Brazil. The number of monocytes (mm?) was
determined in blood samples. Overweight was defined as BMI-for-age >+1 z-score
relative to WHO standards. Children's Eating Behaviour Questionnaire and a standard
questionnaire to collect sociodemographic and clinical characteristics were applied to
caregivers. Comparisons between sociodemographic, clinical, and eating behavior
variables were performed with parametric tests. Linear regression was used to test the
association between overweight and monocyte count.

Results: Mean age was 8.6+3.3 years. Seventy-nine per cent were males, and 66% were
overweight. In unadjusted regression, overweight was associated with higher monocytes
compared to those non-overweight (B 64.0; 95% CI1 13.9 — 114.1; g 0.30, p=0.01). This
association remained significant after adjustment for the subscale of ‘“‘emotional
overeating” (B 37.0; 95% CI 17.1 — 91.3; B 0.29; p=0,02). The variability in monocyte
count attributed to overweight was 14%.

Conclusions: Children and adolescents with ASD and showed elevated monocyte counts
associated with overweight. Nutritional intervention to control overweight is essential to
mitigate the negative impact on inflammatory activity and immune dysfunction in these

patients.

Key words: autism spectrum disorder, monocytes, overweight, eating behavior.
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Introducéo

O transtorno do espectro do autismo (TEA) é uma desordem do
neurodesenvolvimento, caracterizada por comprometimento na comunicagcdo social e
comportamento restritivo e repetitivo de interesses!. Estima-se que 1% da populagio
global tenha TEA, com base nessa projecdo o Brasil deve ter cerca de 2 milhdes de
criangas com autismo, porém n&o ha dados oficiais no pais?.

A etiologia do TEA inclui uma heranca multifatorial associada a fatores de risco
ambientais, bioldgicos e genéticos em uma combinacgdo de caracteristica aditiva®*. A
inflamacgdo, a disfuncdo imunologica e a interacdo entre estes fatores tem sido
relacionadas tanto a etiologia quanto a gravidade dos sintomas, sendo observadas desde
a fase fetal e em diferentes estagios do ciclo de vida em individuos com autismo®~’.

Estudos mostram que criangas e adolescentes com TEA apresentam maior nivel
de citocinas pro-inflamatorias e uma resposta imune caracterizada por predominio de
monacitos no leucograma. Essas evidéncias indicam um estado inflamatorio crénico, em
particular naqueles com maior prejuizo comportamental®-,

Sabe-se que 0 excesso de peso € um fator independente associado ao aumento da
atividade inflamatoria e a disfuncdo imunoldgical®°, O excesso de peso é um distdrbio
nutricional encontrado em elevada prevaléncia em criancas e adolescentes com TEA
quando comparado aqueles com desenvolvimento tipico?1:131516  Além disso, estudos
tem observado que esses pacientes apresentam maior prazer a0 comer e apresentam
menor capacidade de resposta a saciedade!® e tendem a se alimentar para lidar com
diferentes estados emocionais de alegria, ansiedade e estresse!®!!,

Uma das vias de investigacdo do sistema imunoldgico € a analise das células
sanguineas da série branca, especialmente dos mondcitos, por meio do hemograma, um

exame de sangue de baixo custo e complexidade®®. Contudo, poucos estudos destinam-
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se a avaliar a resposta imunoldgica por meio dessas células em individuos com autismo,
especialmente na presenca de condi¢Ges que os predispbem ao aumento da atividade
inflamatoria. No presente estudo, nosso objetivo foi investigar as possiveis relacbes entre
0 excesso de peso e a contagem de mondcitos em criangas e adolescentes com TEA.
Segundo 0 nosso conhecimento, este é o primeiro estudo do estado nutricional e do

sistema imunoldgico neste grupo de pacientes.

Metodologia

Estudo transversal realizado no Nucleo de Neurodesenvolvimento da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS. O rastreamento de pacientes
foi realizado de outubro de 2018 a marco de 2020. Foram convidados a participar do
estudo pacientes que tinham diagndstico de TEA que apresentaram 0s seguintes critérios
de incluséo: i) entre 3 e 18 anos; ii) auséncia de diagnostico médico de sindrome genética,
neuropatia e cardiopatia congénita.

Noventa e sete pacientes foram elegiveis e destes todos o0s responsaveis
manifestaram interesse em participar da pesquisa. Vinte e dois pacientes ndo realizaram
a coleta de sangue por apresentarem dificuldade na sua realizacdo e 7 ndo preencheram a
escala Children’s Eating Behaviour Questionnaire (CEBQ), representando uma perda de
30%. Além disso, a presenca de qualquer alergia, neoplasia ou infeccdo no momento da
coleta de amostra de sangue foi considerada perda no presente estudo, mas nenhum destes
casos foi relatado. Um total de 68 pacientes foram incluidos no presente estudo.

Todos o0s pacientes captados foram agendados para atendimento ambulatorial
especifico para o protocolo da pesquisa. A aplicacdo do questionario, escala e
antropometria foi conduzida por nutricionistas previamente treinados e padronizados para

0 estudo. As entrevistas foram conduzidas com a presenca do principal responsavel pelos



91

cuidados do paciente, identificado segundo seu tempo destinado a permanecer com a
crianca ou adolescente. Na maioria dos casos, o responsavel pela crianga foi a mée.

O desfecho estudado foi 0 nimero de monacitos. Para isso uma amostra de 5mL
de sangue foi obtida em jejum, em laboratério de analises clinicas por meio de puncéao
venosa. A andlise do hemograma foi realizada por impedancia elétrica, pelo principio
Coulter, obedecendo as instrucdes estabelecidas pelo fabricante do equipamento
(Mindray®, China). O resultado foi expresso como nimero de mondcitos por milimetro
clibico (mm?®). O resultado do leucograma foi expresso como um valor absoluto de cada
tipo de leucocitos (neutrofilos, mondcitos, linfocitos e eosinéfilos) de sangue e um valor
relativo considerando a contagem total de leucdcitos como referéncia (100%).

A exposicdo foi o excesso de peso, avaliado segundo IMC para idade em escore-
z, tal como proposta pela OMS em 2006 e 2007'. Para avaliacdo antropométrica os
pacientes foram pesados com roupas leves, em balancga digital (TRENTIN®, Brasil) com
capacidade de 150 kg e preciséo de 100 g. A estatura foi obtida com estadiémetro vertical
acoplado a balanga com 213 c¢cm e precisdo de 0,1 cm. Os programas Anthro® e Anthro
Plus® foram utilizados para calcular o z-score. Os individuos com IMC >+1 z-score
foram considerados com excesso de peso.

O comportamento alimentar foi avaliado utilizando o Questionario do
Comportamento Alimentar (CEBQ), traduzida e validada para a lingua portuguesa®®. Esta
€ uma escala subjetiva que foi respondida pelo cuidador principal. A escala possui 35
perguntas, divididas em oito subescalas, que se dividem em dois dominios: 1)
comportamentos que refletem “interesse pela comida’’, composto pelas subescalas: a)
prazer de comer, b) resposta a comida, c) desejo de beber e d) sobre ingestdo emocional;
e dominio II) comportamentos de ‘‘desinteresse pela comida’’, composta pelas

subescalas: a) sub ingestdo emocional, b) resposta a saciedade, ¢) ingestdo lenta e d)
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seletividade. Os questionarios foram respondidos com respostas de uma escala Likert de
cinco pontos, conforme a frequéncia com que estas apresentam cada comportamento. A
pontuacdo do instrumento varia de 1 a 5: nunca (1), raramente (2), as vezes (3),
frequentemente (4) e sempre (5). Posteriormente, a pontuacao das perguntas pertencentes
a mesma subescala foram somadas, obtendo-se o valor meédio e desvio padrdo (DP) para
cada uma. Este resultado foi utilizado dicotomicamente nas analises (inferior a média/
igual ou superior a média).

As covariaveis sociodemograficas e clinicas utilizadas para descrever a amostra
foram: a escolaridade da mae, obtida em anos completos e categorizada em <8 e >9anos
de estudo; a renda familiar total coletada de forma continua em reais (R$) e categorizada
em <l e >1 salario minimo. A variavel idade da crianca foi coletada em anos e
posteriormente categorizada nas seguintes faixas: < 5, 6 a 10 e > 11 anos, o sexo foi
categorizado em masculino ou feminino e a cor da pele em branca ou nao branca. Os
medicamentos em uso foram coletados de forma aberta e ap0s categorizado em sim ou
ndo para o uso de qualquer medicacdo antipsicética. O tempo de sono foi coletado em
horas e minutos e categorizado em <7 e >7 horas/dia.

Os dados coletados foram duplamente digitados no software EpiData®
(EpiData®, versdo 3.1; The EpiData Associacdo Odense, Dinamarca, 2003-2005). Os
dois conjuntos de dados introduzidos foram comparados e qualquer inconsisténcia foi
resolvida através da verificacdo do questionario em papel. Foram efetuadas analises
estatisticas no pacote estatistico Stata® (Stata Statistical Software, versdo 13. College
Station, TX, EUA. As andlises descritivas sdo apresentadas como média, desvio padrao
para as variaveis continuas, e como propor¢des para as variaveis categoricas. A
distribuicdo das variaveis foi avaliada utilizando o teste de Shapiro Wilk, uma vez que o

resultado principal seguiu uma distribuicdo simétrica. A comparacdo entre duas
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categorias foi realizada utilizando o teste t de Student, e trés ou mais categorias foram
realizadas utilizando a ANOVA One Way. O valor absoluto da contagem total e
diferencial de leucécitos foi estratificado por faixa etaria e comparado ao valor medio de
referéncia de acordo com a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas'®, por teste de t de
Student para uma amostra.

A regressdo linear foi utilizada para investigar a associagdo entre o excesso de
peso e a contagem de mondcitos. Para tanto realizou-se o teste de significancia global e
uma vez que o valor F foi significativo, passou-se para a segunda etapa com os testes de
significancia individuais. Cada subescala de comportamento alimentar da CEBQ, dados
sociodemograficos e clinicos, como as varia¢fes descritas acima, foram potencialmente
considerados sendo introduzidos nos modelos ajustados. No entanto, no modelo de
regressao final foi mantido no modelo apenas a "sobre ingestao emocional”, uma vez que
o seu valor B era >0,2 e p <0,05. O valor R? ajustado foi utilizado para prever a
variabilidade da contagem de mondcitos atribuida ao excesso de peso, ajustado para
“sobre ingestdao emocional”. O nivel de significancia estatistica foi fixado em p<0,05.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Pelotas, sob protocolo n° 2.835.793. O termo de
consentimento livre e esclarecido foi obtido em duas vias, assinado pelos responsaveis

das criancas e adolescentes.

Resultados

Os participantes do estudo tinham em média 8,6 £ 3,3 anos de idade. A maioria
era do sexo masculino (79%), de cor da pele branca (76%). A maior parte das maes (61%)
tinham nove ou mais anos de estudo e renda familiar maior que um salario minimo (70%).

A maioria das criangas e adolescentes dormia mais de 7 horas por dia (84%) e utilizava
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farmaco antipsicotico (62%). Quanto ao estado nutricional a maior parte apresentava
excesso de peso (66%). A média do nimero de mondcitos foi estatisticamente maior nos
pacientes com excesso de peso (522+211/mm?) quando comparada a dos pacientes sem
excesso de peso (394+142/mm?d) (Tabela 1).

A média da contagem de leucdcitos totais e de leucocitos neutréfilos, mondcitos,
linfocitos e eosinofilos foi de 8.857; 4.483; 485; 3.422 e 377 (/mmq), respectivamente
(Tabela suplementar 1), sendo que estas contagens ndo diferiram estatisticamente
daquelas utilizadas como referéncia conforme idade e sexo'® (Dados ndo apresentados).

As subescalas CEBQ para prazer em comer, resposta a comida, desejo de beber,
sobre ingestdo emocional, sub ingestdo emocional, resposta a saciedade, ingestéo lenta e
seletividade mostraram medias de 3,5; 3,07; 3,07; 2,73; 2,57; 2,70; 2,48; 2,89,
respectivamente. O nimero de mondcitos foi estatisticamente maior nos pacientes com
pontuagdo acima da média nas subescalas “resposta a comida” (5524232 vs 420£137) e
na “sobre ingestdo emocional” (581£247 vs 452+126), em comparagdo com aqueles com
pontuacdes abaixo da média nestas duas subescalas. Quanto a “sub ingestdo emocional”
(538+218 vs 430+£161) ¢ “ingestao lenta” (536214 vs 428+165) o numero de mondcitos
foi mais elevada entre 0s pacientes com pontuacdo abaixo da média em comparacdo aos
acima da média (Tabela 2).

Na regressdo linear ndo ajustada, a contagem de mondcitos foi maior nos pacientes
com excesso de peso (64.0; IC 95% 13.9 — 114.1; B 0.30, p=0.01), em compara¢do com
0s pacientes sem excesso de peso. Este resultado foi mantido significativo mesmo apos o
ajuste para a subescala “sobre ingestdo emocional” (B 37.0; IC 95% 17.1 — 91.3; 3 0.29;
p=0.02) (Tabela 3). A variabilidade da contagem de mondcitos atribuida ao excesso de

peso foi de 14% ap0s o ajuste para a sobre ingestdo emocional (Tabela 3).
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Discusséo

Este estudo observou que criancas e adolescentes com TEA tem aumento do
nimero de mondcitos associados ao estado nutricional. Nesses pacientes o excesso de
peso explicou significativamente o aumento do nimero de mondcitos. Compreender essa
relagdo é fundamental, uma vez que fatores de risco modificiveis, tais como a
alimentacdo e do excesso de peso podem ser controlados e até mesmo mitigarem a
resposta inflamatéria mediada por mondcitos em pacientes com TEA. Além disso, a
presenca de excesso de peso explica 14% da variabilidade do nimero de mondcitos
(Figura 1). Outros estudos também encontraram um maior nimero de mondcitos em
criangas neurotipicas com excesso de peso, demonstrando a relacdo entre o estado
inflamatorio de baixo grau e o excesso de peso! 2% 2!, Segundo nosso conhecimento, este
€ 0 primeiro estudo a descrever o impacto do excesso de peso na contagem elevada de
mondcitos em individuos com TEA.

Os monacitos sdo um tipo de leucocito, originarios da medula 6ssea, encontrados
no sangue e nos tecidos, que fazem parte da resposta imunologica inata e adaptativa
regulando diretamente a producéo de citocinas inflamatérias como as interleucinas 1 e 6
(IL-1, IL-6) e o fator de necrose tumoral o (TNF- a)??>?3, O aumento dos mondcitos
contribui para a fagocitose de substancias estranhas ao organismo e para a producéo de
citocinas que recrutam outras células inflamatérias®2,

A elevacdo do nimero de mondcitos desempenha um papel central na resposta
inflamatdria subjacente a diversas doencas e agravos a salde, relacionando-se a um
processo cronicamente estabelecido!. Pesquisas indicam uma maior contagem de
mondcitos em criangas e adolescentes com TEA comparadas as neurotipicas, além disso
a elevacdo destas células se associou a um maior prejuizo comportamental no

autismo®252°,
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Estudos tém apontado que o comportamento alimentar de individuos com TEA
pode ser exacerbado, comparado ao de criangas neurotipicas, especialmente se
considerarmos que entre as comorbidades mais frequentes esta a compulsao®627. Além
disso, a amplitude da gravidade dos sintomas no espectro do autismo sdo determinantes
relevantes do comportamento, inclusive o alimentar®. A priori, a sobre ingestdo emocional
pode ser reflexo do prejuizo no comportamento, mediado pelo processo inflamatério
estabelecido desde as fases iniciais do desenvolvimento no TEA. Entretanto, pode
relacionar-se a habitos alimentares inadequados, formados por um conjunto de
influéncias genéticas e ambientais, e ao comportamento alimentar adquirido desde os
primeiros anos de vida®®2627,

As criangas e adolescentes com TEA tém o habito de ingerirem frequentemente
bebidas agucaradas ao longo do dia?®, além de se alimentarem mais rapidamente,
tendendo a preferir por refeicbes ndo saudaveis, como observado em estudos que
retrataram a alta frequéncia de alimentos como os embutidos, snacks e biscoitos?®. Assim
a maior dificuldade de lidar com o estado emocional combinada a uma alimentacao
densamente calorica e insuficiente em micronutrientes sdo fatores fortemente associados
a0 excesso de peso nesses individuos!®16:2829,

O estado inflamatorio cronico de baixo grau, decorrente do aumento sistémico de
adipocinas também é encontrado em individuos com excesso de peso!?!4. O aumento
tecido adiposo branco produz adipocinas que ao atingirem outros tecidos recrutam e
estimulam a ativacdo das células do sistema imunoldgico, dentre elas os mondcitos?%:24,
Estes migram para o tecido adiposo, onde amadurecem em macré6fagos, exacerbando a
producdo e secrecdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-61%24,

A combinacdo do aumento da adiposidade, uma maior ingestdo emocional, e

aumento da resposta inflamatdria sdo aspectos que comprometem sobremaneira a sadude
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de criancas e adolescentes com TEA em curto e longo prazol®i!6, Em especial ao
considerar-se que a inflamagdo de baixo grau € a condi¢do subjacente relacionada a
diversas doengas, a exemplo de diabetes, doenga hepética gordurosa ndo alcodlica e
cancer 2,

No presente estudo, o perfil geral das células sanguineas da série branca foi
estratificado por idade e mostrou-se similar ao da populagdo de referéncia®®, e apesar da
elevagdo significativa de mondcitos ndo se observou monocitose (>1000 células/ mm?)
(Tabela suplementar 1). A contagem de linfécitos apresentou uma relagdo
estatisticamente significativa com a idade, onde o nimero desta célula foi menor nas
maiores categorias de idade (dados ndo apresentados). Este resultado foi atribuido a um
fendmeno fisiologico devido a maturagdo de células imunes conforme a idade®.

O presente trabalho apresenta algumas limitag6es que devem ser consideradas ao
interpretar os resultados. Em primeiro lugar, refere-se a falta de informacdo sobre a
gravidade dos sintomas do TEA. Segundo, refere-se a perda de pacientes devido a
dificuldade na coleta de sangue. Em terceiro lugar, refere-se ao possivel enviesamento do
principal cuidador na interpretacdo do comportamento apresentado pela crianca ou
adolescente, embora estes sejam a melhor fonte de informacao para a coleta de dados. Os
pontos fortes do estudo incluem a sua validade interna através do rigor metodoldgico na
selecdo dos pacientes, a aplicacdo de instrumentos padronizados, uma equipa treinada e
a utilizacdo de um marcador biologico da resposta imune. Estes aspectos sdo relevantes
para comparar 0s resultados com grupos populacionais semelhantes aos do presente

estudo.

Conclusao
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O excesso de peso estd associado a uma maior contagem de mondcitos em
criancas e adolescentes com TEA. Uma intervencdo nutricional é necessaria para
controlar o excesso de peso e 0 comportamento alimentar para prevenir futuros problemas

de salde relacionados a inflamagéo neste grupo.
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Tabela 1. Contagem absoluta de mondcitos segundo caracteristicas sociodemograficas,
uso de antipsicotico e estado nutricional de criangas e adolescentes com transtorno do

espectro do autismo. Nucleo de Neurodesenvolvimento, Pelotas, 2018-2020 (n= 68).

Variaveis N % Mondcitos (mm?3) p
Meédia DPY

Escolaridade da méae°®
< 8 anos 25 38 496 181 0.7568
>9 anos 40 62 480 217

Renda familiar

< 1 salario minimo 20 29 506 201 0.581%
> 1 salario minimo 48 71 477 196

Sexo
Masculino 54 79 491 183 0.649?
Feminino 14 21 464 256

Idade
<5 anos 15 22 438 185 0.813°
6 a 10 anos 33 48 500 211
> 11 anos 20 30 497 191

Cor da pele
Branca 52 76 493 208 0.596%
Né&o branca 16 24 462 171

Sono®
<7 horas 10 15 430 171 0.345%
>7 horas 56 85 495 203

Uso de antipsicoético
Sim 42 62 511 216 0.183%
Né&o 26 38 445 162

Estado nutricional®f
Com excesso peso 42 66 522 211 0.013%
Sem excesso peso 22 34 394 142

aValor p refere-se ao teste T; ®Valor p refere-se ao teste ANOVA; “Variavel com trés
dados faltantes; “Variavel comdois dados faltantes; ¢ Classificacio pelo indice de massa

corporal em escore Z (IMC-z) para a idade, sem excesso peso: IMC-z <lescore-z, com
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excesso peso: IMC-z >+1 escore-z; f Variavel com quatro dados faltantes; 9Desvio

padréo.
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Tabela 2. Contagem absoluta de mondcitos segundo a pontuagéo nos subdominios da escala
CEBQ? em criancas e adolescentes com transtorno do espectro do autismo. Nucleo de
Neurodesenvolvimento, Pelotas-RS, 2018-2020 (n= 68).

Mondcitos (/mm?)
Subdominios CEBQ? N % . pe
Média DP

Dominio 1

Prazer comer

Abaixo média (<3.50) 30 44 446 141 0.151
Acima média (>3.51) 38 56 516 231

Resposta a comida®
Abaixo média (<3.07) 35 52 431 149 0.019
Acima média (>3.08) 32 48 544 232

Desejo de beber
Abaixo média (<3.07) 35 51 484 172 0.967
Acima média (=3.08) 33 49 486 226

Sobre ingestdo emocional
Abaixo média (<2.73) 41 52 422 126 0.009
Acima média (>2.74) 27 48 581 247

Dominio 2

Sub ingestao emocional

Abaixo média (<2.57) 35 52 538 218 0.024
Acima média (>2.58) 33 48 430 161

Resposta a saciedade
Abaixo média (<2.70) 36 53 502 206 0.479
Acima média (>2.71) 32 47 467 191

Ingestdo Lenta
Abaixo média (<2.48) 36 53 536 214 0.023
Acima média (>2.49) 32 47 428 165

Seletividade
Abaixo média (<2.89) 37 54 459 164 0.245
Acima média (>2.90) 31 46 516 232

8CEBQ = Children’s Eating Behaviour Questionnaire; b\/ariavel com um dado faltante

“Valor p refere-se ao teste t de Student; “Desvio padréo.
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Tabela 3. Regressdo linear do nimero de mondcitos e o estado nutricional de criancas e
adolescentes com transtorno do espectro do autismo. Ndcleo de Neurodesenvolvimento,
Pelotas-RS, 2018-2020 (n= 64).

Mondcitos (mm?®)

Estado Nutricional® Andlise bruta Anélise ajustada”

B IC 95% B RZ p B IC 95% B RZ p
Sem excesso de peso  Ref. Ref

Comexcesso de peso 64.0 13.9-1141 030 8 0.01 371 17.1-91.3 0.29 14 0.02

2Variavel com quarto dados faltantes;

bAjustado para “Sobre ingestio emocional”, CEBQ = Children’s Eating Behaviour
Questionnaire;

B= Constante de regressdo linear;

IC= Intervalo de confianga;

B = Coeficiente de regressao linear;

R?= R quadrado ajustado;

p-valor.
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Figura 1. Relagdo entre o excesso de peso em criangas e adolescentes com TEA e a

contagem de mondcitos. Centro de Neurodesenvolvimento, Pelotas, Brasil (2018-2020).

Nota: Na amostra de 68 pacientes (3 a 18 anos), a presenca de excesso de peso resultou

em um aumento de 14% na contagem de mondcitos
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Material suplementar

Tabela Suplementar 1. Caracteristica do leucograma conforme a categoria de faixa
etaria, de criancas e adolescentes com transtorno do espectro do autismo. Nucleo de
Neurodesenvolvimento, Pelotas, 2018-2020 (n= 68).

Contagem de células (mm?3)

% Média Desvio Valores de p°
padrao? referencia
<5 anos (n=15)

Leucaocitos 100 10.287 3.338 10.000 0.74
Neutréfilos 48 4.907 2.197 4.750 0.78
Mondcitos 4 438 185 600 0.00
Linfécitos 42 4.324 1.867 7.500 0.00
Eosinofilos 5 468 574 550 0.00

6 a 10 anos (n=33)

Leucocitos 100 8.783 2.422 9.000 0.61
Neutrofilos 51 4.442 1.898 5.000 0.10
Mondcitos 6 500 211 600 0.01
Linfocitos 38 3.356 992 3.000 0.04
Eosinofilos 5 397 317 550 0.00

> 11 anos (n=20)

Leucocitos 100 7.908 1.733 7.000 0.03
Neutrofilos 54 4.232 1.293 4.500 0.36
Mondcitos 6 497 191 600 0.02
Linfocitos 36 2.854 901 2.000 0.00
Eosinofilos 4 277 251 260 0.00

aDesvio padrdo; Pvalor de p refere-se ao teste t de Student para uma amostra.



