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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) € um transtorno comportamental e do
desenvolvimento. A deficiéncia de vitamina D durante a gravidez ou na primeira
infancia foi proposta como um possivel fator de risco ambiental para TEA.

Objetivo: Verificar os niveis séricos de Vitamina D em criancas com TEA.

Método: A amostra foi um total de 87 criancas (49 sujeitos com diagnostico de TEA e
38 sujeitos para o grupo controle (GC)). Apés realizada a coleta de sangue dos
participantes da pesquisa foi realizada a dosagem de vitamina D em ambos 0s grupos
e em seguida comparados os resultados. Foram realizadas medidas descritivas nos
resultados da dosagem de Vitamina D e para comparacdo das duas amostras
independentes foi utilizado o Teste de Mann-Whitney. Um valor de P <0,05 foi
considerado significativo.

Resultados: Das criancas estudadas, 80,5% foram do sexo masculino e 10,5% do
sexo feminino; 83,9% tinham idades entre 3 e 11 e 16,1% entre 12 e 15 anos de idade;
as criancas com o TEA apresentaram uma média de dosagem sérica de vitamina D
de 29,94 ng/mL e o GC uma média de 34,86 ng/mL (P <0,05). Apresentaram
deficiéncia de vitamina D 18,37% do grupo experimental (GE) e 2,63 % do GC,
insuficiéncia 28,57% do GE e 28,95% do GC e suficiéncia 53,06% do GE e 68,42%
do GC.

Conclusao: pode haver uma associagdo entre baixos niveis de vitamina D e o
Transtorno do Espectro Autista, mas ainda néo esta claro o motivo desse déficit no
organismo, assim como, as consequéncias neuroldgicas que esse déficit proporciona.
Novas pesquisas com um maior numero de participantes, estudos moleculares,
randomizados e duplo cegos poderdo ser realizados para uma maior comprovacao
cientifica acerca desse tema.

Palavras-Chave: Transtorno do Espectro Autista; Vitamina D; Transtornos do
Neurodesenvolvimento.
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ABSTRACT

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a behavioral and developmental disorder. Vitamin
D deficiency during pregnancy or in infancy has been proposed as a possible
environmental risk factor for ASD.

Objective: To verify the serum levels of Vitamin D in children with ASD.

Method: The sample was a total of 87 children (49 subjects diagnosed with ASD and
38 subjects for the control group (CG)). After taking the blood from the research
participants, vitamin D was measured in both groups and then compared the results.
Descriptive measurements were performed on the results of the dosage of Vitamin D
and for comparison of the two independent samples, the Mann-Whitney test was used.
A value of P < 0,05 was considered significant.

Results: Of the children studied, 80,5% were male and 10,5% were female; 83,9%
were aged between 3 and 11 and 16,1% between 12 and 15 years of age; children
with ASD had a mean serum vitamin D dose of 29,94 ng/mL and CG a mean of 34,86
ng/mL (P < 0,05). They presented vitamin D deficiency 18, 37% in the experimental
group (EG) and 2, 63% in the CG, 28, 57% insufficiency in the EG and 28, 95% in the
CG and sufficiency 53, 06% in the EG and 68, 42% of the GC.

Conclusion: there may be an association between low levels of vitamin D and Autistic
Spectrum Disorder, but the reason for this deficit in the body is not clear, as well as the
neurological consequences that this deficit provides. New research with a larger
number of participants, molecular, randomized and double-blind studies can be carried
out for greater scientific proof on this topic.

Key words: Autistic Spectrum Disorder; Vitamin D; Neurodevelopmental Disorders.



1. INTRODUCAO

1.1. TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA)

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno comportamental e do
desenvolvimento caracterizado clinicamente por atrasos e diferengas qualitativas na
comunicacao e interagdo social, bem como, comportamentos repetitivos e interesses
restritos, acompanhado por movimentos estereotipados, com niveis variados de
gravidade. Trata-se de um transtorno permanente que ainda ndo possui cura, mas
sabe-se que a intervencédo precoce pode alterar o prognostico e diminuir os sintomas
(Comport, 2013; Feiyoung et al., 2015; SBP, 2019).

O diagnostico mais abrangente de TEA surgiu a partir de uma juncao de varias
entidades clinicas com caracteristicas autistas sob uma uUnica denominacdo. O
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais da Associagdo Americana
de Psiquiatria (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - DSM-5)
englobou todos os diagndsticos que no DSM-IV estavam sob uma extensa categoria
de transtornos do desenvolvimento em um uUnico transtorno denominado Transtorno
do Espectro do Autista (Oberman & Kaufmann, 2020). Os critérios estabelecidos no
DSM-5 identificam mais facilmente e apropriadamente as criangas mais novas e
aguelas com sintomas leves. Isso é muito importante, pois quanto mais cedo se da o
diagnéstico mais rapida se inicia a intervencéao precoce (Hyman et al., 2020).

O diagnoéstico do TEA se concentrava principalmente em causas genéticas ou
em anormalidades cerebrais intrinsecas, mas novos estudos tém focado no papel
potencial de uma miriade de fatores bioquimicos e sistémicos que podem ser
extrinsecos ao cérebro, mas cujos efeitos secundarios podem afetar o mesmo
(Comport, 2013; Feiyoung et al., 2015; SBP, 2019).

A heterogeneidade do espectro autista ja € bem conhecida, sendo o disturbio
comportamental e neurocognitivo sua principal caracteristica. Atualmente o TEA é
considerado um distirbio com forte componente genético, no entanto, as diferencas
em seu fendtipo levam a crer que a procura de uma causa exclusivamente genética
seja provavelmente fadada ao insucesso, considerando que as diversidades de

fenotipo estédo também presentes em nivel de genadtipo (Hens, 2019).



Sendo assim, alteragfes genéticas ndo podem ser a Unica explicacdo para a
eclosdo do TEA. Outros fatores, também, podem influenciar o aparecimento do
transtorno, como por exemplo, fatores ambientais. Embasado nessa hipotese, o
entendimento atual de que existem, muito provavelmente, componentes epigenéticos
em seu desenvolvimento, vem a desafiar a prévia visdo predominante sobre o TEA
como sendo um transtorno do neurodesenvolvimento com uma base puramente
genética (Hens, 2019; Yu et al. 2020).

O crescente aumento de neurotoxinas no meio ambiente tem sido também
apontado como uma das possiveis causas contributivas para a eclosdao do TEA.
Neurotoxinas presentemente permeiam o meio ambiente, seja na forma de residuos
industriais poluindo o solo, rios e oceanos e a atmosfera, ou sob a forma de aditivos
em alimentos, adicionando-se a isso a presenca de milhares de produtos quimicos
sintéticos em materiais utilizados no dia a dia (Kocovska, 2012).

Vérios fatores ambientais podem vir a aumentar as chances de uma pessoa
desenvolver o TEA, tais como: infec¢cbes durante a gestacdo e/ou no inicio da vida,
complicacfes obstétricas, exposi¢des a toxinas, deficiéncia de vitamina D no periodo
gestacional, exposicdo a poluicdo do ar e uso de medicamentos psicotropicos
maternos durante a gravidez como, por exemplo, o uso de opibides (Vinkhuyzen,
2018; Rubenstein et al., 2019; Taylor et al., 2020). Um estudo realizado por
Rubenstein et al. (2019) evidenciou que o uso de opidides durante a gravidez foi
significativamente associado com maior probabilidade de ter um filho com
caracteristicas de TEA em comparacao a criangas de maes que nao usaram opibdides
durante a gestacao.

Outro possivel fator de risco é a idade avancada dos pais. Mutacdes incipientes
na linha de células germinativas masculinas, devido a idade avancada, seriam uma
possivel explicagdo para a alta ocorréncia de TEA nessas criangas (Frans et al., 2013).

Um crescente nimero de dados sugere que niveis diminuidos de vitamina D in
utero ou durante a primeira infancia pode ser um importante fator de risco para
distarbios do neurodesenvolvimento, como esquizofrenia e TEA (Vinkhuyzen, 2018;
Yu, 2020).

O cérebro é um dos primeiros Orgaos fetais a se desenvolver, e existem

algumas evidéncias que sugerem que a vitamina D, devido ao seu papel bioldgico na



génese do desenvolvimento do cérebro, pode afetar as funcdes cerebrais e influenciar
o neurodesenvolvimento durante os primeiros anos de vida (Janbek et al, 2019).

Em extensa revisdo sistematica Janbek et al. (2019) avaliaram a associagcao
entre os niveis de vitamina D durante a gestacdo e o neurodesenvolvimento das
criangas. Os autores chegaram a conclusdo de que baixos niveis de vitamina D, ja no
segundo trimestre da gravidez, podem estar associados a resultados adversos no
desenvolvimento da crianca, mais especificamente nas areas da linguagem e
desenvolvimento motor, sendo que esta associacdo persistia até mesmo na
adolescéncia.

A arquitetura genética do TEA é complexa, e seu exato mecanismo permanece
indefinido. Muito provavelmente, o risco de TEA surge de mutacdes esporadicas no
DNA (Jia, 2015). Essas mutacdes acontecem em genes que estdo envolvidos na
interacdo célula-célula e fungdo sinaptica, incluindo desenvolvimento de espinhas
dendriticas, na migracdo e crescimento neuronal, e/ou nos neurotransmissores
excitatérios e inibitérios. Alguns estudos estdo apontando essa acao da Vitamina D
sobre os genes devido ao receptor da vitamina D (Vitamin D Receptor VDR), que se
liga a locais especificos do genoma para influenciar a expressdo dos genes. Pesquisa
em animais demonstrou que a vitamina D desempenha um papel em todos esses

processos cerebrais (Kocovska, 2012).

1.2. SINAIS E SINTOMAS DO TEA

Em algumas criancas os sinais e sintomas do TEA séo percebidos logo apés o
nascimento. Na maioria dos casos, no entanto, esses sintomas soO séo identificados
por volta dos 12 e 24 meses de vida e o diagndéstico s6 vem ser confirmado em média,
aos 4 ou 5 anos de idade (SBP, 2019).

Os sintomas do TEA se manifestam como caracteristicas comportamentais que
se apresentam de forma diferente dependendo da idade, nivel de linguagem e
habilidades cognitivas. Os sintomas principais se agrupam em 2 dominios:
comunicacao / interacdo social e padrdes repetitivos restritos de comportamento,

conforme descrito no DSM- 5 (Hyman et al., 2020).



A heterogeneidade quanto as diferengas no fenotipo comportamental do TEA
sdo bem documentadas, sugerindo que ha muitas maneiras pelas quais uma realidade
cognitiva ou biologica pode ser expressa. Para os psiquiatras e neurologistas infantis,
diagnostico de TEA nunca é apenas a descricao de caracteristicas comportamentais
de um individuo, e sim esté relacionado aos desafios que o individuo experimenta em
seu dia a dia (Hens, 2019).

Diante desses fatos, o diagnostico do TEA €& feito pela observacdo do
comportamento e avaliacdo das disfungbes, tendo como base o que € definido no
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, 52 edicdo (DSM-5). Alguns

desses sinais estao apontados no Quadro 1.

Quadro 1 - Sinais sugestivos de TEA no primeiro ano de vida

Perda das habilidades ja adquiridas, como: balbucio, gesto de alcancar
objetos, contato Visual e/ou sorriso social
N&o se voltar para sons, ruidos e vozes no ambiente
N&o apresentar sorriso social
Baixo contato visual e deficiéncia no olhar sustentado
Demonstrar maior interesse por objetos do que por pessoas
N&o acompanhar objetos e pessoas em movimento
Apresentar pouca ou nenhuma vocalizacao

N&o aceitar o toque
N&o responder ao nome
Imitacdo pobre

Baixa frequéncia de sorriso e reciprocidade social, bem como restrito
engajamento social (pouca iniciativa e baixa disponibilidade de resposta)
Interesses ndo usuais, como fixagcdo em estimulos sensorio-viso-motores

Incémodo incomum com sons altos
Disturbio de sono moderado ou grave
Irritabilidade e pouca responsividade no momento da amamentacao
Fonte: Sociedade Brasileira de Pediatria (2019)

1.3. PREVALENCIA

A prevaléncia do TEA vem aumentando a cada ano. Segundo o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), U.S, em 2016, a prevaléncia do TEA foi de

18,5 por 1.000 criangcas de 8 anos (1 em cada 54 criangas), e 4,3 vezes mais



prevalente entre meninos do que entre meninas (Maenner et al., 2020). Em 2014, a
prevaléncia tinha sido de 1 a cada 59 criancas de 8 anos de idade (Baio et al., 2018).

Alguns questionamentos estao sendo levantados a respeito desse aumento do
numero de criangas como TEA, dentre eles, estdo uma melhora na consciéncia
diagnostica, ampliagdo dos critérios diagnosticos e reclassificacdo diagnéstica
(Compart, 2013).

Outra possibilidade € que os fatores ambientais associados ao TEA se
tornaram mais comuns ao longo do tempo, contribuindo para um aumento na

prevaléncia de TEA (Taylor et al., 2020).

1.4. VITAMINA D

A Vitamina D ndo é na verdade uma vitamina, mas um esteroide ativo, ou seja,
um composto organico que desempenha um papel metabdlico e hormonal. A principal
fonte de vitamina D vem da conversado do 7-desidrocolesterol em pré-vitamina D3 na
pele através da radiacdo ultravioleta solar. Uma quantidade menor de vitamina D
provém de alimentos, principalmente a partir de laticinios fortificados e 6leos de peixe
(Sengenc et al., 2020; Christakos, 2010; Vinkhuyzen et al., 2018). Nos seres humanos,
apenas 10% a 20% da vitamina D necesséria a adequada funcdo do organismo
provém da dieta. Os restantes 80% a 90% séao sintetizados endogenamente (Castro,
2011). A forma ativada da vitamina D, a 1,25-dihidroxivitamina D3 (25 [OH] 2 D 3), é
um esterdide com fortes efeitos enddcrinos, paracrinos e autocrinos (Song et al.,
2020).

A partir de estudos bioquimicos e moleculares, sua forma ativa, a 1a,25-
diidroxi-vitamina D (1,25(0OH)2D), foi reconhecida como um hormdnio esteroide
pertencente a um sistema metabdlico: o sistema endocrinolégico vitamina D (Castro,
2011).

A forma ativa da vitamina D (1,25 dihidroxivitamina D) se liga ao receptor de
vitamina D (VDR - Vitamin D receptor), que € membro de um grupo de receptores
nucleares. Varios outros ligantes operando através de receptores nucleares sao

conhecidos por serem importantes no desenvolvimento do cérebro (por exemplo,



acido retindico, glicocorticoides, horménio da tireoide e horménios sexuais). Tanto o
receptor de vitamina D quanto a enzima necesséaria para a producdo de 1,25
diidroxivitamina D, sdo expressos em neurbnios e células gliais no cérebro
(Vinkhuyzen et al., 2018).

A vitamina D normalmente entra na circulagdo apés radiacdo UVB da luz do
sol. Esta atinge o 7-deidrocolesterol na pele, convertendo através da energia térmica,
para a vitamina D3 ou colecalciferol. Como todos os horménios esterdéides, o calcitriol
atua como um interruptor molecular, ativando muitos genes-alvo por meio do Receptor
de Vitamina D (VDR) (Cannell e Grant, 2013).

Uma série de avaliacdes epidemioldgicas mostra que uma significativa parcela
da populacdo mundial, independentemente da idade, etnia e da localizacdo
geografica, apresenta baixos niveis de vitamina D (Castro, 2011). A deficiéncia de
vitamina D se tornou comum devido a um estilo de vida cada vez mais urbanizado e
recomendacdes para evitar a exposi¢cao ao sol prolongadas desde a década de 1980
(Kocovska et al., 2012).

A vitamina D é primariamente atribuido o papel de importante regulador da
fisiologia osteomineral, em especial do metabolismo do calcio. Entretanto, a
1,25(0OH)2D esta envolvida na homeostase de varios outros processos celulares,
entre eles a sintese de antibiéticos naturais pelas células de defesa dos mamiferos;
modulacdo da autoimunidade e sintese de interleucinas inflamatorias; no controle da
presséo arterial; e, como participa da regulacdo dos processos de multiplicacdo e
diferenciacéo celular, é atribuido também a ela papel antioncogénico (Castro, 2011,
Christakos et al., 2010). O baixo nivel de vitamina D esta associado a um risco
aumentado de qualquer tipo de cancer e uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia,
principalmente por causa de um aumento da gravidade dos sintomas e do potencial
metastético de doencas malignas (Zmijewski, 2019).

Os niveis séricos de 25(0OH) D considerados ideais para o organismo ainda sao
motivo de conflito na literatura médica. Geralmente, o status de vitamina D é
classificado como deficiéncia, insuficiéncia, suficiéncia ou, em alguns casos,
intoxicacao (Janbek et al, 2019).

Alguns estudos consideram que o nivel esperado de 25(OH)D seria aquele
necessario para manter o paratorménio (PTH) em niveis adequados (0 PTH é

estimulado caso haja hipocalcemia causada pelos baixos niveis de calcitriol) e ndo



permitir o aparecimento de disturbios clinicos e metabdlicos relacionados a
hipovitaminose D. Alguns estudos sugerem que o platd dos niveis de PTH e de
absorcéo de calcio sdo atingidos com valores de 25(OH)D proximos a 20 ng/mL, de
forma que, segundo essa interpretacdo, os pontos de corte que melhor definem o
estado de suficiéncia em 25(OH)D séao: suficiéncia: > 20 ng/mL; insuficiéncia: 12 — 20
ng/mL; deficiéncia: 5 — 12 ng/mL; deficiéncia grave: < 5 ng/mL (Castro, 2011).

A diretriz da Sociedade de Endocrinologia dos Estados Unidos (American
Endocrine Society) orienta a utilizacdo dos seguintes critérios para interpretacao do
grau de suficiéncia em 25(0OH) D: deficiéncia: < 20 ng/mL; insuficiéncia: 21 — 29 ng/mL,;
suficiéncia: 30 — 100 ng/mL (Castro, 2011).

Como a vitamina D facilita a absorcdo de calcio e fosfato no intestino,
impactando diretamente sobre a formacdo dos ossos e sua densidade, quando os
niveis séricos de vitamina D estdo inferiores a 20 ng / ml (50 nmol / L), a maioria da
vitamina D ingerida ou derivada do sol é imediatamente desviado para as
necessidades metabdlicas, ou seja, a formacédo 6ssea, ndo deixando nada para suas
funcdes superiores dentro do cérebro, sistema imunoldgico ou regulacdo génica
(Kocovska, 2012).

1.5. METABOLISMO DA VITAMINA D

A vitamina D passa por duas etapas metabolicas para alcancar a forma ativa,
1,25 (OH) 2D. A primeira etapa metabdlica ocorre no figado mediada principalmente
pela enzima CYP2R1 e também por CYP27A1 para produzir 25 (OH) D, que é o
principal circulante metabdlito da vitamina D. A segunda etapa metabdlica ocorre nos
rins pela enzima CYP27B1 para gerar 1,25 (OH) 2D (Yu et al., 2020).

A etapa inicial no processo de sintese enddégena das moléculas do grupo
vitamina D se inicia nas camadas profundas da epiderme onde esta armazenada a
substancia precursora, o 7-deidrocolesterol (7-DHC) e para que esse processo de
ativacao da vitamina D se inicie € preciso que o individuo receba a luz solar direta,

especificamente a radiacdo ultravioleta B (type B ultravioleta - UVB) nos comprimentos



de onda entre 290 e 315 nanémetros (Castro, 2011; Christakos et al., 2010; Bikle,
2014).

A vitamina D é armazenada no organismo dependendo do tamanho da area
exposta da superficie da pele e o tempo de exposi¢do. Quando pessoas de pele clara
tomam sol no veréo elas produzem mais de 20.000 Ul de vitamina D em menos de 30
minutos (Cannell e Grant, 2013).

A quantidade de raios UVB que atinge a pele dos individuos € um fator que
influencia nessa etapa inicial do processo de sintese enddégena das moléculas do
grupo vitamina D. Os raios que atingem a pele é uma fungéo inversa da latitude e €
menor nos meses de inverno. Outro fator que influencia é a quantidade de melanina
na pele do individuo (individuos com pele mais escura precisam de mais tempo de
exposicdo ao sol para sintetizarem a vitamina D3). A melanina na pele bloqueia UVB
de atingir 7-DHC, limitando assim, a producao da vitamina D3, assim como roupas e
protetor solar. A absorcdo do foton UVB pelo 7-DHC forma uma molécula
secosteroide, a pré-vitamina D3, que ap0s uma reacao induzida pelo calor, assume
uma configuracdo mais estavel, a vitamina D3 (ou colecalciferol). ApOs essa etapa, a
vitamina D3 ganha a circulagdo sanguinea (Castro, 2011; Bikle, 2014).

Por causa do termo vitamina, pensa-se erroneamente que a vitamina D é como
outras vitaminas que podem ser obtidas em quantidades adequadas em uma boa
dieta alimentar. No entanto, as dietas que a maioria dos humanos consomem contém
pouca vitamina D (Cannell e Grant, 2013). O colecalciferol, quando obtido pela dieta,
provém de alimentos de origem animal, principalmente peixes gordurosos de agua fria
e profunda, como o salméo e o atum. Uma outra fonte dietética de vitamina D é o
ergosterol (vitamina D2), proveniente de alimentos vegetais, em especial fungos
(Castro, 2011). Alguns alimentos como leite, suco de laranja e cereais nos EUA, e
margarinas na Europa, contém pequenas quantidades de vitamina D, mas tais fontes
sao geralmente contribuintes menores para as reservas de vitamina D (Cannell e
Grant, 2013).

O colecalciferol (D3) e o ergosterol (D2) séo transportados no sangue por uma
glicoproteina, a proteina chamada Vitamin D Binding Protein (DBP). Ao alcancarem o
figado, as vitaminas D2 e D3 sofrem hidroxilagdo dando origem a 25-hidroxivitamina
D ou calcidiol (25(0OH)D3 e 25(0OH)D2). A 25(0OH)D, acoplada a DBP, é transportada



a vérios tecidos formando a 1-a,25-diidroxi-vitamina D [1,25(OH)2D ou calcitriol], que

€ a molécula metabolicamente ativa (Castro, 2011; Christakos et al., 2010).

Figura 1: Metabolismo da Vitamina D

Figura 1: Metabolismo da vitamina D. Fonte: https://www.mdsaude.com/nutricao/vitamina-d/

Os efeitos biologicos da 1,25(0OH)2D sao mediados pelo seu receptor VDR. Ele
esta presente em quase todas as células humanas e parece participar, de maneira
direta ou indireta, da regulacéo de cerca de 3% do genoma humano. Entre as poucas
células que ndo apresentam receptores para vitamina D, estdo as heméacias, células
musculares estriadas maduras e algumas células altamente diferenciadas do sistema
nervoso central, como as células de Purkinje e os neurbnios do setor CH4 do
prosencéfalo basal (Castro, 2011).

A 1,25 (OH)2D liga-se a porcao hidrofébica do VDR induzindo uma mudanca
conformacional e formagdo do complexo transcricional horménio-receptor. Esse
complexo hormdnio-receptor acopla-se a uma sequéncia especifica do DNA nos seus
genes-alvos, denominada VDRE (Castro, 2011).

A acdo classica da 1,25(0OH)2D é a regulacdo do metabolismo do calcio e
fésforo por meio do controle dos processos de absorgdo intestinal e reabsorcéo renal
desses ions, mantendo-os em concentracdes plasméticas suficientes para assegurar

a adequada mineralizagcdo e o crescimento 6sseo em criangas e adolescentes e a
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saude éssea global em todas as etapas da vida. Entretanto, a quase universal
distribuicdo do VDR nas células do organismo humano e a presenca da CYP27B1 em
varios tipos celulares mostram que a 1,25(0OH)2D esta envolvida em uma ampla gama
de fungbes envolvendo a homeostase sistémica. A CYP27B1 € uma proteina
responséavel pela formagédo da 1-a,25-diidroxi-vitamina D [1,25(OH)2D ou calcitriol],
gue € a molécula metabolicamente ativa (Castro, 2011).

Os niveis da enzima necessarios para a hidroxilacéo final sdo controlados pelo
hormonio da paratiredide, cuja secrecao €, por sua vez, desencadeada por baixas
concentragdes de calcio ou fosfato (Kocovska, 2012). A hipocalcemia decorrente da
hipovitaminose D estimula a sintese de paratorménio (PTH), o qual estimula a
expressao da 1-a-hidroxilase, consumindo e convertendo a 25(OH)D em 1,25(0OH)2D
(Castro, 2011).

1.6. RELACAO ENTRE A VITAMINA D E O TEA

Um potencial fator de risco ambiental que esta sendo apontado como uma
possivel causa para o TEA é a deficiéncia de vitamina D. Essa deficiéncia afeta cerca
de 1 bilhdo de pessoas. Embora a deficiéncia de vitamina D prejudique a saude 0ssea,
relatérios recentes sugerem implicacfes neurolégicas, imunologicas e doencas
inflamatérias devido ao seu papel UGOnico na homeostase cerebral,
neurodesenvolvimento e regulacdo génica (Kerley et al., 2017).

A vitamina D pode desempenhar um importante papel na etiologia do TEA,
influenciando a expressao de genes relacionados ao autismo. Estudos sugerem que
a disponibilidade e o metabolismo da vitamina D podem ter efeitos notaveis na salude
mental das pessoas. Os mecanismos desses efeitos ndo sdo totalmente
compreendidos, mas estudos em animais mostraram que o baixo nivel de vitamina D3
na fase pré-natal pode contribuir para um desenvolvimento anormal do cérebro,
caracterizado pelo aumento do seu tamanho e dos ventriculos, além de distor¢cdo na
forma do cérebro (Cannell e Grant, 2013).

O sistema hormonal da vitamina D inclui mais do que a classica preservacéo

da quantidade de célcio no organismo. A enzima citocromo P450, que hidroxila 25
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(OH) D em calcitriol, estad presente em uma ampla variedade de tecidos humanos.
Desse modo, a funcdo hormonal da vitamina D afeta diretamente muitas células e
tecidos por meio de suas fungdes autocrinas e presumivelmente paracrinas. A maioria
dos érgdos do corpo mostra evidéncias de responsividade ao calcitriol, incluindo
véarias areas do cérebro (Azzam et al., 2015). Polimorfismos genéticos em enzimas
relacionadas ao metabolismo da vitamina D estdo associados ao risco de TEA e a
gravidade da doenca (Yu et al., 2020).

Em um estudo, apds uma suplementacdo de vitamina D durante 6 meses, foi
avaliado o efeito desta sobre os sintomas do TEA em 21 criancas. O grupo
experimental recebeu uma dose diaria de vitamina D3 (2.000 Ul). Todos os pacientes
foram mantidos em terapia comportamental e fonoaudiolégica por 30 minutos, trés
vezes por semana. O suplemento de vitamina D foi bem tolerado e os niveis de 25-
hidroxi-vitamina D melhorou no grupo suplementado, porém ambos 0S grupos
suplementados e ndo suplementados mostraram melhora nos sintomas do TEA, sem
diferenca estatisticamente significante. Esse resultado se deu provavelmente pela
baixa dosagem de suplementacgdo de vitamina D no grupo experimental (Azzam et al,
2015).

A associagdo entre autismo e os niveis de vitamina D vem sendo cada vez mais
investigada. Numerosos trabalhos tém apontado possivel ligacdo entre niveis
deficientes de calcitriol [1,25 (OH) 2D3] e a presenca e grau de severidade do TEA.

Meguid e Hashish (2010) conduziram um estudo compreendendo 70 criangas
com TEA e 42 controles saudaveis no Cairo/Egito com idade entre 2 e 8 anos. O grupo
TEA tinha niveis significativamente mais baixos de 25 (OH) D (28,5 ng/ml) em
comparagao com os controles sem o TEA (40,1 ng / ml; P <0,001). Por causa do clima
ensolarado no Egito, um nivel médio de 28,5 ng/ml foi considerado inadequado.

Mostafa e Al-Ayadhi (2012) mediram os niveis de 25 (OH) D em 50 criancas
com 5 a 12 anos de idade, portadoras de TEA e 30 criangas sem o TEA da mesma
idade na Arabia Saudita. Criangcas com o TEA apresentaram niveis séricos de vitamina
D significativamente mais baixos (18,5 + 14 ng/ml) do que as criancas sem o TEA
(33,0 £ 11 ng/ml; P <0,001). Adicionalmente, 40% das criangas com TEA
apresentaram concentragdes de vitamina D abaixo de 10 ng/ml, sendo que nenhuma
das criancas do grupo controle apresentou niveis de vitamina D t&o baixos. Outro dado

dessa pesquisa evidenciou que 48% das criancas com TEA e apenas 20% dos
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controles tinham niveis de vitamina D entre 10 e 30 ng/ml, sugerindo que a deficiéncia
de vitamina D pode ser um sério fator de risco para o TEA. Este estudo também
demonstrou que os niveis séricos de 25 (OH)D foram, de forma significativa (P<0,001),
negativamente correlacionado com pontuacdes na escala de avaliacdo do autismo da
crianca (CARS — Childhood Autism Rating Scale), o que implicava uma possivel
ligacdo entre o nivel de deficiéncia de vitamina D e a gravidade dos sintomas do
autismo.

Em estudo realizado em Juiz de Fora/ Minas Gerais foram selecionadas 24
criangas diagnosticadas com o TEA e 24 controles sem o TEA de acordo com a idade
e 0 sexo. Os pesquisadores avaliaram os niveis de 25-hidroxivitamina D (25-OHD)
nesses dois grupos. Os niveis séricos de 25-OHD foram significativamente menores
em criangcas com TEA (26,48 vs 40,52 ng/ml) quando comparado com criangas com
desenvolvimento tipico (Tostes et al., 2012).

Gong et al. (2014) relataram os niveis séricos de 25 (OH) D em 48 criancas
com TEA e 48 controles sem o TEA, de idade e sexo equivalentes, em Chongqing/
China. O nivel sérico médio de 25 (OH)D encontrado foi significativamente (P = 0,002)
menor em criangas com TEA em comparag&do com os controles (19,9 vs 22,6 ng/ml).
Também neste estudo o CARS foi usado para avaliar a severidade dos sintomas de
TEA. Niveis reduzidos de vitamina D foram significativamente correlacionados com a
gravidade dos sintomas do TEA (P <0,001). Os autores concluiram que baixos niveis
de vitamina D podem ser associados com a gravidade do TEA, e que niveis séricos
mais baixos de 25 (OH)D podem ser considerados um fator de risco risco para a
presenca e gravidade do TEA.

Em outro interessante estudo (Kocovska et al., 2014), efetuado nas longinquas
llhas Faroe (territério autbnomo incluido no Reino da Dinamarca), que apresentam
uma baixa exposicao anual ao sol devido a sua alta latitude (latitude 61,41 graus N),
0s autores compararam os niveis de 25 (OH)D em adultos jovens com TEA (com
idades compreendidas entre 15 e 24 anos) com seus irmaos com desenvolvimento
tipico, com seus pais e com controles saudaveis (pareados por idade e sexo). O grupo
TEA evidenciou niveis de vitamina D significativamente mais baixos (24,8 nmol/l)
guando comparados com o grupo de irméos (46,1 nmol/l - P<0,001), com o grupo de
pais (46,7 nmol/l, P <0,001) e com o grupo controle (37,6 nmol/l, P = 0,002). Nenhuma

associacao foi encontrada entre o nivel sérico de vitamina D e nivel intelectual, grau
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de severidade do TEA ou pontuacfes na Escala de Observacdo para o Diagnostico
de Autismo (Autism Diagnostic Observation Schedule - (ADOS)) que € outro
instrumento eventualmente usado no diagndstico do autismo.

Bener et al. (2014) testaram os niveis séricos de 25(0OH)D em 254 criangas
com TEA (idade média 5,51 + 1,58 anos) e 254 controles saudaveis (idade média 5,76
+ 1,56 anos) no pais arabe de Catar. O valor médio da vitamina D sérica em criangas
com TEA (18,39 + 8,2 ng/ml) foi significativamente menor do que a detectada em
criangas controle (21,59 £ 8,4 ng / ml; P <0,05). A porcentagem de criancas que tinha
deficiéncia de vitamina D foi significativamente maior no grupo com TEA do que no
grupo controle (14,2 vs 8,3% - P <0,01).

Em estudo efetuado por Du et al. (2015), niveis séricos de 25 (OH)D foram
estudados em 117 criangas com TEA e em 109 controles saudaveis, em Changchun/
China. A concentragdo sérica de vitamina D no grupo controle (36 + 13 ng/ml) foi
significativamente maior do que a encontrada no grupo de criangcas com TEA (19 + 9
ng/ml, P <0,01). A porcentagem de criancas tanto com insuficiéncia como de
deficiéncia de vitamina D no grupo TEA foi significativamente maior do que no grupo
controle (89,7 vs 52,3% - P <0,01).

Em estudo adicional, proveniente de Assiut/ Egito, os pesquisadores avaliaram
a relacdo entre a deficiéncia de vitamina D e a gravidade do autismo e os efeitos da
suplementacao de Vitamina D em criangas com TEA. Das 122 criangas com TEA (com
idade compreendidas entre 3 e 9 anos), 106 apresentaram baixos niveis séricos de
vitamina D (18.02 + 8.75 ng/ml). Desses com niveis baixos de vitamina D, 83
receberam 300 IU / kg /dia, ndo excedendo 5000 Ul/dia, por 3 meses. Dos individuos
gue receberam tratamento com vitamina D3, 80,72% (67/83), apresentaram
significativa melhora no comportamento, na frequéncia de estereotipias, € no contato
visual e atencdo. Os autores concluiram que a vitamina D pode ter efeitos benéficos
no TEA, especialmente quando nivel sérico superior a 40 ng/ml for alcangado (Saad
et al., 2016).

Em estudo realizado na Suécia, Fernell et al. (2015) analisaram os niveis de
vitamina D em 58 pares de irmaos, sendo que um dos pares era portador de TEA e 0
outro n&o. As amostras de gotas de sangue em papel de filtro que tinham sido obtidas
no periodo neonatal para triagem metabdlica foram recuperadas e usadas para testar

os niveis de 25(OH)D. A conclusdo do estudo foi que criancas com TEA
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apresentavam, no periodo neonatal (P = 0,013) niveis mais baixos de vitamina D (24,0
+ 19,6 ng/ml) em comparacdo com seus irmaos (31,9 £ 27,7 ng/ml).

Finalmente, Sengenc et al. (2020), eles avaliaram 0s niveis séricos de vitamina
D em 1529 pacientes com TEA, de 3 a 18 anos de idade. A deficiéncia ou insuficiéncia
de vitamina D foi encontrada em aproximadamente 95% de todos os pacientes
comparados com o grupo controle. Dos pacientes com TEA 58% tinham deficiéncia
de vitamina D e 13% tinham deficiéncia grave.

Apesar de todos os estudos acima relacionados concluirem haver uma
correlacao entre niveis baixos de vitamina D e a presenca e o grau de severidade do
TEA e, adicionalmente, que uma melhora da sintomatologia do TEA é observada
guando da complementacdo dos pacientes com vitamina D, observa-se que nem
todos os trabalhos apresentaram resultados positivos.

Resultados negativos foram obtidos por Molloy et al. (2010) nos Estados
Unidos ao compararem 0s niveis séricos de 25(OH)D de 40 meninos caucasianos
com TEA (com idades compreendidas entre 4 e 8 anos) com grupo de 40 controles.
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os dois grupos (P = 0,4). Neste
estudo, um total de 54 (61%) das criangcas em toda a coorte (tanto pacientes como
controles) apresentavam uma concentracao sérica de vitamina D inferior a 20 ng/ml
(sendo que 30 ng/ml é geralmente considerado como valor de corte entre niveis
adequados e inadequados). Um grave viés deste estudo é que todas as criancas do
grupo de controle estavam sofrendo de inflamagdo aguda, o que poderia
potencialmente afetar os niveis de vitamina D plasmatica.

Adams et al. (2011) avaliaram o estado nutritivo e metabdlico de 55 criancas
com idades entre 5 e 16 anos, todas portadoras de TEA e de 44 criangcas sem o TEA
no estado do Arizona/ EUA. Estes autores ndo observaram diferengas significativas
entre os dois grupos em relacdo aos niveis de vitamina D (P = ndo significativo).

Resultados néo significativos também foram obtidos por Ugur & Girkan (2014)
gue avaliaram os niveis de 25(OH)D de 54 criancas (idades entre 3 e 8 anos) em
Ancara/ Turquia, comparando-os com os de 54 controles (pareados por sexo e idade).
Estes autores também n&o encontraram nenhuma diferenga entre criangas com TEA
(25,12 ng/ml) e os controles saudaveis (21,11 ng/ml, P=0,069). Além disso, eles ndo
encontraram nenhuma correlacdo entre a gravidade dos sintomas de TEA (tanto

usando avaliacdo pelo ABC como pela pontuacdo do CARS) e os niveis séricos de
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vitamina D (P> 0,05). Neste estudo, tanto as criangcas com TEA quanto controles
saudaveis apresentaram um nivel médio de vitamina D relativamente baixo (menor de
30 ng/ml). Os autores atribuiram possivelmente estes baixos niveis a alta latitude de
Ancara com consequente diminuta exposi¢éo a luz solar.

E importante notar que algumas criangas com o TEA podem ter outras doencas
gue possivelmente afetam a absorcéo da vitamina D e a sua formacao no corpo. Além
disso, razGes geograficas e habitos de vida associados a exposicao insuficiente a luz
solar pode prejudicar a absor¢éo da vitamina D tanto em portadores de TEA como em
criancas nao afetadas (Song et al., 2020).

Baixos niveis de vitamina D podem estar implicados na fisiopatologia do TEA
de vérias maneiras. Existe uma hipétese de que o TEA é uma combinagcdo de
anormalidades fisiologicas e sistematicas especificas de oOrgaos, como mutacdes
genéticas, estresse oxidativo, inflamacdo, sistema imunoldgico desregulado,
alteracbes de neurotransmissores e convulsdes. Apesar das crescentes evidéncias
sugerindo que baixos niveis de vitamina D estariam envolvidos na etiologia das
anormalidades acima mencionadas, duvidas e controvérsias ainda existem
(Mazahery, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Verificar os niveis séricos de Vitamina D em criangas com Transtorno do

Espectro Autista.

2.2. ESPECIFICO

Comparar os niveis séricos de Vitamina D de criancas com o TEA com o de
criancas sem evidéncias do TEA, sem diagnostico de afeccdo neurolégica e/ou

psiquiatrico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO

Estudo observacional, analitico e transversal realizado no Centro de Atencao

Psicossocial Infantil (CAPSI) do Recanto das Emas/ DF.

3.2. POPULACAO E AMOSTRA

A populacéo foi composta por criancas e adolescentes com diagnostico médico
de TEA. A amostra foi de conveniéncia, de acordo com as sucessivas admissdes no
CAPSi e dependente de anuicdo dos pais em tomar parte na pesquisa. Um total de
87 criancas (49 sujeitos criancas com diagndstico de TEA e 38 criangas sujeitos sem
nenhum diagndstico de distlrbio neuroldgico e/ou psiquiatrico, para o grupo controle.

O célculo na amostra foi determinado pela férmula estatistica n = Z2 - p-(100-
p)/E?. Onde n é o tamanho da amostra, Z uma constante que esta relacionada com o
nivel de confianca do estudo, E o desvio padrao (margem de erro) e p a porcentagem
esperada de autismo na populagéo. A porcentagem p de autistas na populagéo geral
varia de 1 a 3% (CDC, 2019), para efeito de calculo foi considerado 3%, a constante
Z € 1,96, dado fornecido por uma tabela estatistica com o grau de confianca de 95%
e a margem de erro E admitida nesta pesquisa foi de 5%. Sendo assim, uma amostra
com um n de 45 criangcas com o diagnéstico de autismo j& seria estatisticamente
adequado para esta pesquisa. Utilizamos um n de 49 criangcas com diagndstico de
TEA.

3.2.1 Critérios de incluséo
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Os critérios de inclusdo no presente estudo sdo criangas com o diagnostico de
TEA grave, em acompanhamento no Centro de Atencao Psicossocial infantil (CAPSI)
do Recanto das Emas, com idades compreendidas entre 2 e 15 anos.

O CAPSI é um servigco de referéncia no acompanhamento de criangas com
disturbios mentais. As criancas normalmente sdo oriundas de unidades da rede de
saude da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal e ja tendo tido o
diagnéstico estabelecido por profissionais médicos especializados (Psiquiatra infantil
ou Neuropediatra), podendo ser oriundos tanto da rede publica quanto da rede
privada. O diagndstico pode ser efetuado por profissionais externos ao servigo e
posteriormente confirmado pelos profissionais do CAPSi, com base nos critérios da 52
edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais da Associacao
Americana de Psiquiatria (DSM-5). Todas as criancas selecionadas tinham sido
diagnosticadas como portadoras de TEA grave, conforme classificagéo da Childhood
Autism Rating Scale (CARS) (Chlebowski et al., 2010), que € uma das escalas mais

utilizadas para classificacdo do grau de comprometimento do TEA.

3.2.2 Critérios de excluséo

Os critérios de exclusdo compreenderam: criancas com TEA de alto
funcionamento (Asperger), crian¢cas com comorbidades como Sindrome de Down ou
Sindrome de Rett ou criancas que estivessem em uso de medicacdes que poderia
influenciar o resultado do teste ELISA para afericdo da concentracdo de vitamina D

(como, por exemplo, complexos vitaminicos).

3.2.3 Grupo Controle

As criangas selecionadas para este estudo foram divididas em dois grupos. O

grupo de criangas portadoras de TEA e o grupo controle.
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O grupo controle foi composto por criancas com paridade etaria com o grupo
analisado, que nao tivessem nenhuma patologia de base e ndo estivessem em uso
de complementacédo vitaminica e que estivessem sendo acompanhadas pelo servico

de pediatria da Clinica da Familia 1 do Recanto das Emas (Brasilia-DF).

3.3. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas medidas descritivas nos resultados da dosagem de vitamina
D, como média, mediana e desvio padrdo e para comparacdo das duas amostras
independentes foi utilizado um teste ndo paramétrico, o Teste de Mann-whitney. Um
valor de P <0,05 foi considerado significativo para essas analises. Para processar e

analisar os dados foi utilizado o SPSS versao 21.0.

3.4. PROCEDIMENTOS

Apoés explanacdo detalhada da pesquisa para o responsavel/cuidador da
crianga foi entregue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO
1) e ap6s a assinatura deste foram coletados dados demograficos da
crianca/adolescente referente a idade, sexo e uso de medicacdes. Em seguida foi
realizada uma coleta Unica de sangue venoso. O sangue foi armazenado em caixa de
isopor com gelox e transportado até o Laboratoério Interdisciplinar de Biociéncias
Bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB), onde foi
centrifugado a 1.000xG por 15 minutos, aliquotado e armazenado a -30° C até ser
realizada a dosagem da vitamin D.

As criancas estavam em jejum e foi realizada uma Unica coleta de sangue logo
cedo pela manha. A coleta ocorreu no laboratério da Clinica da Familia 1 do Recanto
das Emas que fica em frente ao CAPSi do Recanto das Emas.

As dosagens de vitamina D foram realizadas por uma Biomédica pelo método

de ELISA, utilizando kit comercial (vitamina D 25-OH da Euroimmun Brasil, S&o
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Caetano do Sul, SP). Esse kit ELISA foi desenvolvido para a determinagé&o in vitro de
vitamina D 25-OH no soro ou plasma humano. Na primeira fase de analise, os
calibradores e as amostras do paciente foram diluidos com biotina marcada com
vitamina D 25-OH e adicionado aos poc¢os de microplacas revestidas com anticorpo
monoclonal anti-vitamina D 25-OH. Durante a incubacdo uma quantidade
desconhecida de vitamina D 25-OH na amostra do paciente e uma quantidade
conhecida de biotina marcada com vitamina D 25-OH competiram pelos locais de
ligacdo do anticorpo na microplaca. A vitamina D 25-OH néo ligada é removida por
lavagem. Para a detecc¢&o da vitamina D 25-OH, marcada com biotina, uma segunda
incubacao foi realizada usando a estreptavidina marcada com peroxidase. Numa
terceira incubacdo usando peroxidase e o substrato tetrametilbenzidina (TMB), a
peroxidase ligada promoveu uma reacédo de cor. A intensidade da cor é inversamente
proporcional a concentracéo de vitamina D 25-OH na amostra (Teste ELISA - vitamina
D 25-OH, 2016).

3.5. INSTRUMENTO DE PESQUISA

Foi utilizado um formulario estruturado para o levantamento dos dados sécio

demogréficos e dados referentes ao uso de medicacdes (ANEXO 2).

3.6. ASPECTOS ETICOS

Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedeceram aos Critérios da Etica
em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucdo n°. 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Nenhum dos procedimentos usados ofereceu riscos a dignidade
dos sujeitos da pesquisa. Este projeto foi submetido ao Comité de Etica da Fundag&o
de Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (CEP/FEPECS) sendo aprovado através
do protocolo 3.253.126.
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4. RESULTADOS

A amostra total foi de 87 pessoas moradoras do Distrito Federal ou de cidades
do entorno, sendo 49 com diagnodstico médico de TEA grave e 38 sem nenhuma
doenca psiquica ou neuroldgica.

Tanto no grupo de TEA como no grupo controle houve predominio do sexo
masculino e a maioria dos participantes desta pesquisa tem idades entre 3 e 11 anos
(Tabela 1).

Tabela — 1: Distribuicdo da frequéncia quanto ao sexo e faixa etéria

Controle
n (%)
Sexo Masculino 44 (89,8) 26 (68,4) 70 (80,5)
Feminino 5 (10,2) 12 (31,6) 17 (10,5)
Faixa etéria 3-11 43 (87,8) 30 (79) 73 (83,9)
(anos) 12 - 15 6 (12,2) 8 (21) 14 (16,1)

A média e a mediana das idades de ambos o0s grupos apresentaram valores
semelhantes. A idade minima de ambos os grupos foi de 2 anos e a maxima de 15

anos (Tabela 2).

Tabela — 2: Média e mediana das idades

Mediana
TEA 6,73 6 3,32
Grupo controle 8,5 8 3,32

O nivel médio dos valores séricos de vitamina D no grupo de pessoas com TEA
(29,94 + 9,47) foi de forma significativa (p < 0,05) menor que os do grupo controle
(34,86 + 9,47) neste presente estudo. O menor valor de concentracdo sérica

encontrado no grupo experimental foi de 11,95 e no grupo controle foi de 18,31. E o
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maior valor de concentracdo sérica encontrado no grupo experimental foi de 55,45 e

no grupo controle foi de 55,88 (Tabela 3).

Tabela — 3: Valores séricos de vitamina D (ng/mL)

Grupo ‘ n ’Menor Maior Mediana Média

TEA 49 11,95 | 55,45 30,54 29,94 9,47 0,045
Grupo controle 38 18,31 | 55,88 32,49 34,86 9,47

* Teste Mann-Whitney

Quanto aos valores de referéncia houve maior deficiéncia e insuficiéncia de

vitamina D no grupo de criangas com o TEA (Tabela 4).

Tabela — 4: Valores de referéncia da vitamina D (ng/mL)*

Valores da Vitamina D Grupo Controle
ng/mL n (%)
Deficiéncia (< 20) 9 (18,37) 1(2,63)
Insuficiéncia (21 — 29) 14 (28,57) 11 (28,95)
Suficiéncia (30 — 100) 26 (53,06) 26 (68,42)
Total 49 (100) 38 (100)

*Os valores de referéncia usados para esta pesquisa foram os mesmos do Kit

Elisa utilizado para analisar as dosagens de vitamina D desta pesquisa.
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5. DISCUSSAO

Esse estudo observacional, analitico e transversal comparou 0s niveis séricos
de Vitamina D de criangcas com o TEA com o de criangas sem evidéncias do TEA. A
populacdo de criancas com TEA apresentou um valor significativamente menor na
dosagem sérica de Vitamina D, comparando-se com o grupo controle. Alguns
trabalhos corroboram com este resultado encontrado nesta pesquisa (Mostafa e AL-
Ayadhi, 2012; Tostes et al., 2012; Arastoo et al., 2018; Saad et al., 2018).

A maioria das criancas foi do sexo masculino. Dado também encontrado no
ultimo levantamento realizado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(Maenner et al., 2020).

O nivel médio dos valores séricos de vitamina D no grupo de pessoas com TEA
(29,94 + 9,47) foi de forma significativa menor que os do grupo controle (34,86 + 9,47).
Um valor de 18,37% das criancas com o TEA apresentou niveis séricos deficiente de
Vitamina D (< 20 ng/mL) e 28,57% apresentaram niveis insuficientes (21-29 ng/mL).
Esse resultado demonstra que 46,94%, quase metade da amostra, apresentou niveis
séricos de vitamina D abaixo do que foi considerado adequado para esta pesquisa.
Mostafa e AL-Ayadhi (2012), Tostes et al. (2012), Arastoo et al. (2018) e Saad et al.
(2018) também encontraram resultados semelhantes em suas pesquisas, como
relatado abaixo. Os valores de corte utilizado para esta pesquisa foram os indicados
pelo teste Elisa utilizado, mas ainda ndo se tem um consenso sobre qual a dosagem
ideal de vitamina D para que ela seja considerada benéfica para o organismo.

Arstoo et al., (2018) utilizaram como parametros de mensuracdo da 25-
hidroxivitamina D valores menores ou iguais a 20 ng/mL como deficientes, entre 21-
29 ng/mL, insuficiente e de 30 ng/mL ou mais como niveis normais. No grupo das
criangas com TEA, todas apresentaram deficiéncia ou nivel insuficiente de 25-
hidroxivitamina D sérica.

Mostafa e AL-Ayadhi (2012) fizeram um estudo com 80 criancas (50 com o TEA
e 30 como grupo controle). Eles avaliaram os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D
nos dois grupos. O resultado encontrado foi niveis séricos significativamente mais

baixos de 25-hidroxivitamina D nas criangas com TEA comparadas ao grupo controle.
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Tostes et al. (2012) também investigaram uma associacao entre 0s niveis
séricos de vitamina D em criancas com o TEA. Os niveis séricos de 25-OHD foram
menores em criangas com o TEA em comparacao com criangas com desenvolvimento
tipico.

O Transtorno do Espectro Autista € um distarbio neurobioldgico influenciado
por fatores genéticos e ambientais que afetam o desenvolvimento do cérebro. Ainda
nao se sabe o real mecanismo etiolégico, pois os estudos neuropatolégicos séo
limitados, mas revelaram diferencas na arquitetura cerebelar e conectividade, assim
como, anormalidades do sistema limbico, lobo frontal e temporal, alteragdes corticais,
junto com outras malformacfes sutis (Hodges et al., 2020). Concentracdes mais
baixas de vitamina D3 podem levar ao aumento do tamanho do cérebro, formato do
cérebro alterado e ventriculos aumentados, que foram observados em pacientes com
TEA (Jia, 2015).

Embora a etiologia do autismo nédo seja totalmente compreendida, ja se sabe
gue existe uma predisposicdo genética, que pode ser desencadeada por fatores
nutricionais e/ou ambientais, como infecc¢des, problemas imunoldgicos, produtos
guimicos que alteram o sistema enddcrino, intoxicacao por metais pesados, sindrome
alcodlica fetal e deficiéncia de vitamina D (Sengeng et al., 2020).

Estudos de coorte de nascimento forneceram evidéncias de que a deficiéncia
de vitamina D gestacional esta associada a prejuizos cognitivos relacionados a
linguagem, desenvolvimento motor e inteligéncia geral (Vinkhuyzen, 2018).

E crescente a quantidade de estudos que abordam as possiveis causas e 0
melhor tratamento dos sinais e sintomas do TEA. Dentre as causas que
potencialmente podem contribuir para o agravamento do quadro de TEA encontra-se
0s baixos niveis séricos de Vitamina D. Acredita-se que ha uma relagéo entre baixos
niveis séricos de Vitamina D e altera¢c6es no neurodesenvolvimento em pessoas com
o TEA (Vinkhuyzen, 2018; Tostes et al., 2012; Mostafa, AL-Ayadhi, 2012; Vinkhuyzen,
2018; Jia, 2015; Sengenc et al., 2020).

Em uma meta-analise de ensaios clinicos randomizados, Song et al. (2020),
chegaram a concluséo de que a suplementacao de vitamina D € um fator protetor em
criangas com TEA, apesar de sua meta-andlise ter sido limitada e prejudicada pelo

baixo nimero e nivel de ensaios clinicos existentes.
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Em outro estudo, um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, 109 criancas
com TEA foram avaliadas quanto aos efeitos da suplementacdo de vitamina D nos
sintomas do TEA. A gravidade do TEA e a maturidade social das criancas foram
avaliadas antes e depois da suplementacdo e houve melhora significativa dos
sintomas no grupo experimental e ndo no grupo placebo (Saad et al., 2018).

Em um ensaio clinico, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, 38
criancas realizaram suplementacdo de vitamina D (2.000 Ul diariamente) por 20
semanas. Foram avaliadas antes e depois da intervencédo. Os pesquisadores nao
encontraram diferencas significativas entre os grupos nas escalas de avaliacdo do
comportamento. Houve, apenas, aumento da dosagem sérica de vitamina D no grupo
suplementado. Isso pode ter acontecido tanto pela ma absorcéo da vitamina D como
pela baixa dosagem diaria que foi ofertado ao grupo experimental (Kerley et al., 2017).

Vérios ensaios clinicos também mostraram efeitos positivos da suplementacao
de vitamina D na saude de humanos em geral, e sugeriu sua possivel utilizagcdo no
tratamento de diversas doencas, incluindo cancer. Contudo, ainda sdo necessarios
grandes estudos para validar os beneficios potenciais e a seguranca da vitamina D
(Zmijewski, 2019).

E crescente na literatura que maiores concentracbes séricas de 25-
hidroxivitamina D [25 (OH) D], seja na gestacdo ou no inicio da vida, pode reduzir o
risco de TEA (Cannell, 2013), pois a deficiéncia de vitamina D pré-natal ou alteracdes
em seu metabolismo podem alterar o desenvolvimento neuroldgico devido a mesma
desempenhar um papel no crescimento neuronal e na regulacdo da proliferacéo
celular no cérebro em desenvolvimento. Este papel é confirmado pela deteccdo de
calcitriol e seus receptores em uma variedade de tecidos cerebrais desde a
embriogénese (Kocovska, 2012).

A vitamina D se liga a mais de 2.700 genes e regula a expressao de mais de
200 desses genes. Ela é necessaria para regular a producéo de serotonina, além de
aumentar os niveis de estrogénio na placenta e no cérebro. Isso poderia explicar o
porqué de o sexo masculino ter um risco quatro a cinco vezes maior de TEA do que
mulheres (Song et al., 2020). Assim, se os individuos carregam fatores etiologicos que
aumentam sua vulnerabilidade ao TEA, a deficiéncia de vitamina D pode tender a
colocar esses individuos em maior risco cerebral embrionario, fetal e infantil (Azzam
et al., 2015).
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Segundo o DSM-5, o TEA estd classificado dentro dos transtornos do
neurodesenvolvimento, caracterizado por déficits persistentes na comunicacao social
e na interacdo social e em habilidades para desenvolver, manter e compreender
relacionamentos. A vitamina D pode reduzir esses sintomas do autismo por meio de
suas acOes anti-inflamatorias, aumentando as células T regulatérias e efeitos anti-
autoimunes e regulacdo positiva da glutationa, um eliminador de subprodutos
oxidativos, contribuindo assim para uma diminuicéo do risco de TEA (Jia, 2015).

Distarbios imunoldgicos, principalmente reacfes autoimunes ao tecido
nervoso, pode ter um papel patogénico no TEA. A deficiéncia de vitamina D foi
apontada como uma dessas alterac6es imunolégicas. Os receptores da vitamina D e
as enzimas que metabolizam a vitamina D estédo presentes no SNC, isso pode ser um
potencial fator ambiental desencadeador de algumas doencas autoimunes (Mostafa,
AL-Ayadhi, 2012).

Uma variedade de diferencas no sistema imunolégico foi documentada em
individuos com TEA, como quantidade de citocinas aumentadas no sangue, aumento
de citocinas pro-inflamatorias; baixa atividade de células natural killer e niveis de
imunoglobulina anormal (Compart, 2013). Mostafa e AL-Ayadhi (2012), em seu
estudo, verificaram que 0s niveis séricos de 25-hidroxivitamina D tiveram correlagfes
negativas com o0s niveis séricos de autoanticorpos anti-MAG (indicadores de
autoimunidade para tecido cerebral). Niveis elevados de anticorpos anti-MAG foram
encontrados em 70% dos pacientes com o TEA e a deficiéncia de vitamina D foi
encontrada na maioria das criangas com TEA. Essa deficiéncia de vitamina D pode
contribuir para a inducédo da producdo de autoanticorpos anti-MAG séricos nessas
criangas.

A vitamina D pode auxiliar na manutencdo da homeostase do cérebro,
protegendo o DNA de um estresse oxidativo. Ela tem papel importante na proliferacéo
e diferenciacdo, sinalizagdo de célcio e acdes neurotroficas e neuroprotetoras no
cérebro, e também pode alterar a neurotransmissao e a plasticidade sinaptica. Muitos
estudos epidemioldgicos relataram que a deficiéncia de vitamina D esta associada a
uma ampla gama de transtornos neuropsiquiatricos e doencas neurodegenerativas
(Sengeng et al., 2020).

Tendo em vista a presenga de vitamina D, suas enzimas ativadoras e

receptores de vitamina D (VDR) no cérebro, ela pode também ser classificada como
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um neuroesteroide. Além disso, a presenca de altos niveis de VDR no cérebro em
desenvolvimento desde os estagios iniciais e seus aumentos com a idade gestacional,
sugere um papel para a vitamina D no neurodesenvolvimento (Kocovska, 2012).

A deficiéncia de vitamina D esté frequentemente associada a véarias doencas
neuroldgicas devido a seu receptor VDR se encontrar em varias estruturas cerebrais,
incluindo no hipocampo, hipotdlamo, substancia negra e talamo. A vitamina D regula
a expressdao de neurotrofinas, incluindo fator de crescimento neural (NGF) e
neurotransmissores (acetilcolina, dopamina e &cido gama-aminobutirico). Ela é
importante na prevencdo e tratamento de disturbios neurolégicos, com foco na
esclerose mudltipla, acidente vascular cerebral e doencas de Alzheimer e Parkinson
(Zmijewski, 2019).

Em um estudo de coorte prospectivo em uma populacdo multiétnica realizado
com 4229 mulheres gravidas e seus filhos até 6 anos de idade, objetivaram identificar
correlatos ambientais e genéticos normais e anormais relacionados a sautde em maes
e filhos. A concentracdo de 250HD foi medida no soro no pré-natal e do cordéo
umbilical e aos 6 anos de idade os pais responderam a Escala de Resposta Social
(SRS), uma escala de avaliagdo que mede a gravidade dos casos relacionados ao
TEA e caracteristicas de TEA na populacdo em geral. As concentracdes de 250HD
do sangue do corddo foram menores em comparagdo com as concentra¢cdes no meio
da gestacao. Deficiéncia ou menores concentracbes de 250HD foram associadas
com pontuacdes SRS mais altas (criancas mais prejudicadas). Concluiram que bebés
expostos a niveis baixos e persistentes de vitamina D do meio da gestacdo até o
nascimento podem aumentar o risco de apresentarem caracteristicas relacionadas ao
TEA (Vinkhuyzen, 2018).

Estudos de comparacdo de dosagem sérica da vitamina D mostram que ha
uma maior acuracia quando a vitamina D é dosada por cromatografia liquida
associada a espectrofotometria de massa (LC-MS/MS, liquid chromatography-tandem
mass spectophotometry), mas este método € de alto custo e demorado, e nao
acessivel a todos os laboratérios. A cromatografia liquida de alta pressédo (HPLC, high-
pressure liquid chromatography) pode ser um teste substituto (Castro, 2011). A
presente pesquisa foi realizada através de um ensaio menos dispendioso, o teste
ELISA- vitamina D 25-OH. Estudos de compara¢gdo mostram que ensaios competitivos

manuais (radioimunoensaio, ELISA) e automatizados (quimioluminescéncia)
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apresentam menores confiabilidade e acuracia e maior variabilidade (Castro, 2011).
Isso pode ter sido a causa desta pesquisa ter apresentado uma diferenca significativa,
porém pequena.

Mesmo diante de todas essas evidencias ainda hd um debate continuo sobre
se a vitamina D deve ser tratada apenas como um suplemento eventualmente usado
na profilaxia, ou se também poderia ser considerado de grande importancia na terapia
de disturbios maltiplos (Zmijewski, 2019).

Diante de todos esses fatos ha indicios de que baixas concentracdes de
vitamina D pode juntamente a outros fatores contribuir para a etiologia do autismo. O
baixo nivel de vitamina D pode ser altamente prevalente em populacdes com TEA e a
intervencdo com vitamina D pode ser benéfica na reducédo dos sintomas de autismo
(Mazahery, 2016). Portanto, ha uma necessidade urgente de ensaios controlados
randomizados com a vitamina D em populacdes geneticamente predispostas ao TEA
e em pessoas com o diagnoéstico de TEA ja confirmados para comprovar esses
achados e gerar recomendac0es clinicas baseadas em evidéncias para a prevencao
do TEA e melhor tratamento dos sinais e sintomas. Até que dados mais evidentes
estejam disponiveis, gestores e profissionais da saude, assim como pesquisadores
devem considerar fatores relacionados a vitamina D como potenciais preventivos e
medidas modificadoras no TEA.

Esse estudo verificou os niveis séricos de Vitamina D em criangcas com TEA.
As criangas com o TEA apresentaram uma média de dosagem sérica de vitamina D
menor (29,94 ng/mL) que o grupo controle (34,86 ng/mL). Dado também encontrado
em pesquisas anteriores. Nesse estudo, também, foi apontado que 18,37% dos
sujeitos do grupo experimental apresentaram deficiéncia de vitamina D e apenas
2,63% dos sujeitos do grupo controle apresentaram deficiéncia de vitamina D. Em
relacdo a insuficiéncia 28,57% das criangas com TEA e 28,95% do grupo controle
apresentaram insuficiéncia de vitamina D. E o dltimo dado encontrado em relagéo a
dosagem de vitamina D foi que 53,06% do grupo com TEA e 68,42% do grupo
experimental apresentaram niveis suficientes de vitamina D.

Como pontos fortes pdde-se observar que € um estudo de baixo custo,
reprodutivel e aplicavel.

Como pontos fortes desta pesquisa pode-se observar que é um estudo de baixo

custo, reprodutivel e aplicavel. Como limitagcbes desse estudo podemos citar a
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limitacdo de dados referentes ao peso das criangas, tipo de alimentagéao,
suplementacao de vitamina D, informacdes sobre o pré-natal e o grau de exposicéo

ao sol.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo, assim como 0s outros apontados nessa dissertagdo sugerem que
pode haver uma associagdo entre baixos niveis séricos de vitamina D e o TEA. A
razdo pelos quais os niveis de vitamina D serem baixos em pacientes com o TEA
ainda nao esta claro, assim como as consequéncias desse déficit no organismo.
Diante disso, novas pesquisas com um maior niumero de participantes, estudos
moleculares, randomizados e duplo cegos poderdo ser realizados para uma maior

comprovacao cientifica acerca desse tema.
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ANEXO 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Convidamos o (a) Senhor (a) a participar voluntariamente do projeto de
pesquisa Dosagem de vitamina D em criancas com Transtorno do Espectro Autista
sob a responsabilidade da pesquisadora Paloma Fragoso D. de Morais. Esse projeto
faz parte de uma pesquisa de mestrado realizada pela Universidade de Brasilia com
0 intuito de obter mais conhecimento relacionados a influéncia da vitamina D em
criancas com Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O objetivo desta pesquisa € verificar se pessoas com TEA apresentam baixos
niveis de vitamina D no sangue. O (A) Senhor (a) recebera todos os esclarecimentos
necessarios antes e no decorrer da pesquisa e Ihe asseguramos que seu nome e do
(@) seu (sua) filho (a) ndo aparecerdo sendo mantido o mais rigoroso sigilo de
guaisquer informacdes que permitam identifica-los.

A participacéo de seu (sua) filho (a) se dard por meio de uma Unica coleta de
sangue. O sangue utilizado sera o que sobrar do que ja sera colhido para o exame de
sangue da coleta de rotina.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa Sao 0S riscos
associados com a coleta de sangue, incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto
no local da coleta. Raramente desmaio ou infec¢des no local de pungdo podem
ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar esses riscos. Se o (a) senhor
(a) aceitar participar, estard contribuindo para o estudo de novos achados
relacionados a pessoas com TEA.

O (A) Senhor (a) pode se recusar a responder ou concordar com qualquer
procedimento ou qualquer questdo que Ihe traga constrangimento, podendo desistir
de participar da pesquisa em qualguer momento sem nenhum prejuizo para o (a)
senhor (a). Sua participacdo € voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua
colaboracéo.

Caso o (a) senhor (a) ndo queira participar desta pesquisa, 0 acompanhamento

de seu (sua) filho (a) pelo HUB néo sera afetado.
Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia (UNB)
podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais serdo utilizados
somente para esta pesquisa e ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo
de cinco anos, apods isso serdo destruidos.

Se o (a) senhor (a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para Paloma Fragoso (61)98200-1802, disponivel inclusive para ligacdo a
cobrar. Ou pelo e-mail palomafdm@yahoo.com.br

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FEPECS-
SES/DF. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas cuja fungéo é
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade
e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. As duvidas
com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do participante da pesquisa podem
ser obtidos através do telefone: (61) 2017 2132 ramal 6878 ou e-mail:
comitedeetica.secretaria@gmail.com. Caso concorde em participar, pedimos que assine
este documento que foi elaborado em duas vias, uma ficarda com o pesquisador
responsavel e a outra com o (a) senhor (a).




Nome e assinatura do Participante de Pesquisa

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel

Brasilia, de de 2020.
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ANEXO 2

Formulario de coleta de dados

Nome da crianca/adolescente:
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Idade: Sexo:
Nome do Responsavel:

Endereco:

Telefone: E-mail:

Tem algum diagnostico médico de doenca neurologica?

Faz uso de alguma medicacao continua? Qual?

Faz uso de suplementacéo de Vitamina D?

MUITO OBRIGADA PELA SUA PARTICIPACAO!



