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1. INTRODUGAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma condigdo que afeta o
neurodesenvolvimento, com influéncia direta sobre a interagdo social e a
comunicacao, além de estar associada a padrdoes restritos e repetitivos de
comportamento (APA, 2022). Além disso, as dificuldades alimentares s&o
frequentes e podem afetar o desenvolvimento dessas criangas e adolescentes. No
Brasil, segundo o IBGE ha uma prevaléncia de 1,2% da populagdo com autismo,
cerca de 2,4 milhdes de pessoas. Nos Estados Unidos a Rede de Monitoramento
do Autismo e Deficiéncias do Desenvolvimento indica 1 caso a cada 31 criangas
americanas (SHAW, 2025).

Estudos apontam alteragdes no perfil lipidico de criangcas e adolescentes.
Além disso, observa-se um consumo inadequado de acidos graxos essenciais e a
presenca de polimorfismos genéticos — FADS1/2 e ELOVL2 — relacionados ao
metabolismo lipidico nessa populagao (MARTINAT, 2021; SUN, 2018). No entanto,
sao limitados os estudos nesta tematica, e ainda nado existem protocolos
consolidados de intervengdo nutricional personalizados para essa populagdo no
Sistema Unico de Saude (SUS).

Este estudo buscou preencher essa lacuna por meio de um diagndstico
nutricional e analise genética, seguido de intervencgao individualizada com base nos
achados clinicos, dietéticos e moleculares. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
€ apresentar o andamento da pesquisa em amostras de sangue de criangas e
adolescentes com TEA e os resultados da extracdo de DNA.

2. METODOLOGIA

O Protocolo de Atendimento Nutricional ao Autismo (PANA) é um projeto
voltado para criangas e adolescentes diagnosticados com TEA, com idades entre
2 e menores de 19 anos, atendidos no servico de Neurodesenvolvimento da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Pelotas (Famed/UFPel). O
principal objetivo do projeto € avaliar o estado nutricional, o comportamento
alimentar e os marcadores bioquimicos no TEA. O projeto foi previamente aprovado
pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Famed/UFPel (CAEE: 133
94253518.0.0000.5317).

A coleta de dados foi realizada no Ambulatério de Nutrigdo Clinica Materno
Infantil, na Faculdade de Medicina da UFPel, enquanto as analises laboratoriais
foram desenvolvidas no Centro de Pesquisas Clinicas do Hospital Escola da
EBSERH/UFPel, em Pelotas-RS. Foram excluidos os participantes com
comorbidades graves, como cardiopatias, neuropatias e sindromes. Este estudo
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possui delineamento transversal, com aplicagdo de questionario sociodemografico,
trés recordatérios alimentares de 24 horas, escalas de comportamento alimentar
(BRCA e CEBQ) e afericdo de medidas antropométricas. Ainda, sao realizadas
coletas de amostras de sangue em laboratério conveniado. Estas amostras séao
processadas para separagao do soro e armazenadas para analise bioquimica, de
acidos graxos seéricos e extragdo de DNA para avaliagdo de polimorfismos
genéticos (FADS1/2 e ELOVL2).

Para o presente estudo, foram avaliados os resultados referentes as
extracbes de DNA realizadas em todos os participantes elegiveis que dispunham
de amostras bioldgicas em quantidade suficiente para a realizagdo das analises.
Para a extragao do DNA gendmico, utilizou-se o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Previamente ao
processo de extragdo, foram avaliadas e padronizadas as quantidades ideais de
reagentes e amostras para garantir a eficiéncia no experimento. Foram alocados
500 uL de sangue total de cada participante, devidamente identificados, visando
evitar contaminagdes cruzadas e degradacdo do material biolégico. As amostras
foram armazenadas a -80°C até o momento da extracdo, de modo a preservar a
integridade das aliquotas.

O processo de extracao foi realizado em etapas sequenciais conforme o
protocolo do kit. Inicialmente, foram adicionados 20 pyL da enzima Proteinase K —
uma protease amplamente utilizada pela capacidade de catalisar a degradagéao de
proteinas e polipeptideos menores. Em seguida, adicionaram-se 200 pyL de sangue
descongelado de cada participante, previamente homogeneizado, seguido da
adicdo de 20 pL de RNase, uma endorribonuclease responsavel pela degradagao
de RNA de fita simples. Apés homogeneizagdo em vortex, as amostras foram
incubadas em repouso por aproximadamente 2 minutos. Na sequéncia,
adicionaram-se 200 yL do reagente PureLink Genomic Lysis Buffer, seguido de
homogeneizacgao e incubagdo em banho-maria a 55°C por 10 minutos. Apds esse
periodo, foram adicionados 200 pL de etanol absoluto a mistura, seguido de nova
homogeneizagao em vortex.

A etapa seguinte consistiu na purificagcdo do DNA. A mistura obtida na etapa
anterior foi transferida para tubos com filtro (colunas de purificagao), onde foram
aplicados 640 pyL da solugdo em cada coluna. As amostras foram entdo
centrifugadas por 1 minuto. Apds a centrifugacao, adicionaram-se 500 yL de Wash
Buffer 1, seguidos de nova centrifugagéo. Esse processo foi repetido utilizando o
Wash Buffer 2, a fim de garantir a completa remoc¢éo de impurezas e a obtengao
de DNA com maior grau de pureza.

Para a etapa de eluicao, foram adicionados 30 yL do Elution Buffer (PureLink
Elution), com incubagao de 1 minuto. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 1 minuto para coleta do DNA eluido. Esse procedimento foi repetido para
obtencao de uma segunda eluicdo da mesma amostra, maximizando a recuperagao
do material genético.

Por fim, a quantificacdo do DNA extraido foi realizada utilizando o
espectrofotometro NanoDrop, um equipamento de alta precisdao que permite a
analise de concentracdes e pureza de acidos nucleicos. Todas as amostras foram
homogeneizadas previamente em vortex antes da pipetagem para analise,
assegurando a consisténcia dos resultados obtidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram incluidas amostras de 215 criangas e adolescentes diagnosticados
com TEA, os quais participaram de todas as etapas do protocolo nutricional,
incluindo a coleta de sangue.

Evidéncias cientificas sugerem que alteragdes no perfil lipidico possam atuar
como potenciais marcadores secundarios associados ao TEA (El-Ansary et al.,
2019). Dessa forma, tais alteragbes podem estar relacionadas tanto a padrbes
alimentares inadequados quanto a disfungées no metabolismo lipidico. Alguns
estudos indicam que perturbagdes no metabolismo dos acidos graxos e
anormalidades na composi¢cao lipidica das membranas celulares podem
desempenhar um papel relevante em disturbios do neurodesenvolvimento, como o
autismo (Kim et al., 2010). A literatura ainda aponta que individuos com TEA
frequentemente apresentam seletividade alimentar, hipersensibilidade sensorial e
resisténcia a introducao de novos alimentos, fatores que comprometem a qualidade
nutricional (Resende & Campos, 2024). A partir destas evidéncias, identificamos
genes candidatos e indicamos a extracdo de DNA das amostras de sangue.

Na primeira extracdo de DNA, os resultados indicaram contaminagao nas
amostras, impedindo a obtengdo de DNA com o grau adequado de pureza. Diante
desse problema, foi necessaria a substituicao integral do kit de extragao, bem como
a reformulagao de parte do protocolo laboratorial para garantir a integridade das
amostras.

Na segunda rodada de extracdo, medidas rigorosas foram adotadas para
mitigar o risco de novas contaminagdes. Entre os cuidados implementados,
destacam-se: a padronizacdo do pesquisador — uma Uunica pessoa ficou
responsavel pela manipulagdo de todas as amostras —, além da redugao dos
volumes de amostras por dia, para ter uma atengao maior aos que estavam sendo
extraidos e a realizacio dos procedimentos em laboratério definido exclusivamente
para a pesquisa. Esses ajustes resultaram em extragdes bem-sucedidas, com
niveis satisfatérios de pureza do DNA, permitindo o avango das etapas seguintes
do projeto.

O parametro de qualidade adotado para a pureza do DNA foi a razdo de
absorvancia 260/280 nm, mensurada por espectrofotometria no NanoDrop. Embora
a meta inicial fosse alcancar valores entre 1,8 e 2,0, considerados ideais, os
resultados da nova extragao situam-se entre 1,6 e 2,0, demonstrando melhora
significativa em comparagdo a primeira tentativa, na qual foram observadas
contaminagdes evidentes.

Todas as amostras extraidas foram devidamente armazenadas, com vistas a
realizacdo futura das analises de polimorfismos genéticos associados ao
metabolismo lipidico. A repeticdo do procedimento, embora tenha ocasionado
atrasos no cronograma da pesquisa, mostrou-se essencial para garantir a
confiabilidade dos resultados e a continuidade do estudo cientifico.

4. CONCLUSOES

Este estudo representa um avango importante na investigagdo do perfil
nutricional e genético de criangas e adolescentes com TEA, especialmente no que
diz respeito a relagdo entre metabolismo lipidico, dificuldades alimentares e
possiveis implicagdes genéticas. A implementacdo do protocolo PANA permitiu
uma abordagem abrangente, envolvendo avaliagao clinica, dietética e molecular,
com foco na personalizagédo do cuidado nutricional para essa populagao.

A etapa de extragdo de DNA, embora inicialmente desafiadora devido a
contaminagao das amostras, foi fundamental para garantir a qualidade do material
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genético a ser analisado. A reformulagao do protocolo laboratorial e a adogao de
medidas mais rigorosas foram decisivas para o sucesso da segunda rodada de
extracao, resultando em amostras com niveis de pureza adequados para analises
genéticas futuras.

Os resultados obtidos até o momento reforcam a importancia de rigor
metodoldgico e controle de qualidade em todas as etapas do processo cientifico,
especialmente em pesquisas com populagdes vulneraveis. A continuidade do
estudo, com a analise dos polimorfismos genéticos relacionados ao metabolismo
lipidico (FADS1/2 e ELOVL2), podera contribuir para o desenvolvimento de
estratégias nutricionais mais eficazes e personalizadas no contexto do SUS,
promovendo melhor qualidade de vida para individuos com TEA. Espera-se que a
conclusao futura deste trabalho contribua para preencher uma lacuna importante
na literatura cientifica nacional, como também indicar caminhos para a integracao
entre nutrigdo e genética no cuidado ao autismo.
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