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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) é considerado uma desordem do
neurodesenvolvimento caracterizada por deficiéncias na comunicagéo, interagdo social,
interesses restritos, comportamento repetitivo e estereotipado, entre outros. O Autismo
Regressivo (AR) é uma subclasse pertencente aos TEAS, onde durante a primeira infancia a
crianca apresenta regressado para sintomas tipicos autistas. Sabe-se que a etiologia dos
TEAs é multifatorial. O inicio do comportamento atipico € acompanhado pelo aparecimento
de distlrbios gastrointestinais conforme relatado por pais, diante disso estudos recentes tém
relacionado a disbiose intestinal ja comprovada de criancas com autismo reversivel e a
influéncia da bactéria Desulfovibrio sp., sobre os sintomas do transtorno. A Desulfovibrio sp.,
€ uma bactéria Gram negativa que produz sulfeto de hidrogénio e &cido propibnico,
metabdlitos que quando em excesso apresentam comportamento toxico que sdo
responsaveis por alteracdes sistémicas capazes de gerar sintomas semelhantes aos
observados no transtorno. Diante disso, este trabalho tem por objetivo apresentar uma
revisdo bibliografica a respeito da relacdo da disbiose intestinal e citotoxicidade de
Desulfovibrio sp., na sintomatologia do transtorno autista, demonstrando os componentes
bacterianos envolvidos nesse transtorno. Para isso foram selecionados artigos cientificos
em sua maioria publicados nos ultimos dez anos para compor esse artigo.
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INTESTINAL DYSBIOSIS AND CYTOTOXICITY OF Desulfovibrio sp. BACTERIA
in AUTISM SPECTRUM DISORDER SYMPTOMS

ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopment disorder characterized by
impairments in social interaction, communication, restricted interests and repetitive and
stereotyped behavior, among others. Regressive Autism is a subclass belonging to ASDs,
which during early childhood the child presents regression for typical autistic symptoms. It is
known that the etiology of the ASDs is multifactorial. The beginning of atypical behavior is
accompanied by the appearance of gastrointestinal disorders as reported by parents.
Therefore, recent studies have related intestinal dysbiosis in children with reversible autism
and the influence of bacteria Desulfovibrio sp. on disorder’'s symptoms. Desulfovibrio sp. is a
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Gram negative bacteria that produces hydrogen sulfide and propionic acid, metabolites that,
when in excess, present toxic behavior that are responsible for systemic alterations capable
of generating symptoms similar to those observed in the disorder. Therefore, this paper aims
to present a bibliographical review about intestinal dysbiosis and cytotoxicity of Desulfovibrio
sp. relationship in autistic disorder symptomatology, demonstrating bacterial components
involved in this disorder. For that, scientific articles published in the last ten years were
selected to compose this article.

Keywords: Autistic disorder; Dysbiosis; Hydrogen sulphide; Propionates.

INTRODUCAO

O psiquiatra Austriaco Leo Kanner, considerado o pai do autismo, em 1943 usou pela
primeira vez o termo autista para designar individuos incapazes de efetuar trocas afetivas,
distirbios de contato afetivo, aspecto fisico normal, comportamentos ritualisticos, bom
potencial cognitivo e auséncia de linguagem. Desde entdo a definicdo de autismo sofreu
mudancas, passando a ser chamado de Transtorno do espectro autista (TEA), o0 conjunto de
distirbios que possuem incapacidade de desenvolvimento e podem causar problemas
sociais, comportamentais e na comunicacgao significativos (1).

O Centro de controle e prevencéo de doengas (CDC — Center of Diseases Control and
Prevention) em 2012 divulgou que 1 em cada 68 criangas, o que equivale a 1,5%, é
identificada com TEA de acordo com as estimativas, da Rede de ADMD (Autism and
Developmental Disabilities Monitoring) de 11 comunidades em todo os Estados Unidos e
gue ndo ha distin¢ao racial, étnica ou socioeconémica. O autismo é 4,5 vezes mais comum
no sexo masculino, entretanto, quando acomete o sexo feminino tende a ser mais grave (1).

O diagnoéstico do TEA, é baseado em critérios estabelecidos pela American
Psychiactric Association, esses critérios se baseiam em trés dominios: interagdo social,
alteracBes qualitativas nas habilidades de comunicacdo e presenca de padrbes de
comportamento restritivo e repetitivo (2). Entre as influéncias ambientais, as condicbes
alimentares estdo diretamente relacionadas com os sintomas do trato gastrointestinal (TGI)
observados em criangcas com Autismo, a possibilidade de uma inflamagdo do TGI com
alteracdo na permeabilidade intestinal causa uma diversidade de alteracées descritas no
autismo, isso possibilita o transito de toxinas, alérgenos ou peptideos provenientes da
disbiose intestinal que estimulam a neuroinflamagéo, reacdes autoimunes e danos cerebrais
(3,4).
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Dentre os possiveis microrganismos envolvidos na etiologia autista tem-se especial
atencdo para o género Desulfovibrio sp., isolado em amostras de fezes de criancas com
autismo regressivo (AR) em 2011 (4), enquanto a flora bacteriana benéfica estava em déficit
(4-5).

METODOLOGIA

Levando em consideracdo os relatos e descricbes da literatura, € importante o
entendimento da relacdo com a disbiose e especificamente do microrganismo Desulfovibrio
sp., na sintomatologia do autismo. Foi realizada uma revisédo bibliografica de artigos que
propuseram essa relacéo durante os ultimos anos. O levantamento bibliografico foi realizado
em 2017, por meio das seguintes bases de dados: Pubmed, Scielo, Periddicos Capes e
Biblioteca Digital de Teses e Dissertacfes da USP.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Transtorno do espectro autista

O autismo é considerado uma desordem neuroldgica de amplo espectro envolvendo
casos de diferentes graus associados a fatores genéticos e ambientais, cuja manifestacao &
variavel (2). O autismo pertence a familia dos transtornos invasivos do desenvolvimento,
sendo chamado de transtorno do espectro autista (TEA) (1). O TEA é subdividido em quatro
transtornos propriamente ditos e uma categoria residual: autismo infantil, Sindrome de
Asperger, Sindrome de Rett, transtorno desintegrativo da infancia e os transtornos invasivos
do desenvolvimento sem outra especificagéo (7).

Aproximadamente um terco dos pacientes com autismo infantil apresenta o que se
define como autismo regressivo (AR), em que a crianca apresenta inicio da manifestacédo da
doenca, entre 18 a 36 meses, chamada de inicio tardio, esta é a fase da primeira infancia,
responsavel pelo inicio do neurodesenvolvimento (7).

O TEA é considerado um distarbio do neurodesenvolvimento, caracterizado por
deficiéncias na comunicacédo, interacdo social associada a comportamentos estereotipados,
restritivos e repetitivos. Entre os principais sintomas do TEA temos comprometimento
cognitivo, dificuldade de socializacdo e aprendizagem, interesses restritos, comportamento

repetitivo e estereotipado bem como ritualisticos, sensibilidade incomum, autoagressao,
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entre outros, lembrando que podem apresentar essas caracteristicas nos mais variados
niveis (1).

Além dos sintomas comportamentais tipicos do Autismo existe um consenso de
doencas e sintomas gastrointestinais que séo frequentemente relatados em pacientes com
TEA do tipo AR, embora ndo facam parte do critério diagnéstico e haja divergéncias nas
porcentagens em diversos estudos (8-10). Dentre os distarbios do TEA, o AR é o que
apresenta maior queixa de sintomas gastrointestinais como constipagdo cronica, dores
abdominais, fezes amolecidas com ou sem diarreia e encoprese como consequéncia da
constipacdo, anormalidade como inchaco abdominal e deficiéncia de dissacaridase também
sédo relatados (11). O grau de comprometimento gastrointestinal pode estar diretamente
relacionado com a gravidade da doenca (8).

Entre as possiveis etiologias do TEA as alteracdes genéticas mostram-se menos
significativas, cerca de 10% (12) e salienta-se a importancia de fatores externos
compartilhados como demonstrado em estudo anterior (13). Este estudo comparou a
concordancia entre um grupo maior de gémeos monozigoticos, dizigéticos e a taxa de
autismo entre parentes de primeiro grau, demonstrando que a concordancia para gémeos
monozigoéticos foi menor do que para dizig6ticos, concluindo que o ambiente compartilhado
tem maior influéncia do que fatores exclusivamente genéticos ja que parentes de primeiro
grau também apresentam risco aumentado de desenvolvimento da doencga.

Alguns autores propdem a interpretacdo do autismo como um distarbio metabdlico que
afeta o cérebro e ndo o oposto, analisando desta forma temos a biologia de sistemas que
analisa o intercambio e a dinamizagdo entre citocinas, neurotransmissores, enzimas,
metabdlitos, ions entre outros componentes que interagem entre si ou ndo. Ele relaciona a
ligacdo entre o sistema nervoso entérico, sistema nervoso central (SNC) e fatores
imunoldgicos, esses trés sistemas necessitam de estimulos e interacdo com o ambiente

para seu desenvolvimento e maturagédo da homeostase funcional (14).

Evidéncias da dishiose intestinal autista

Existe um consenso de que os problemas gastrointestinais sdo comuns em individuos
com TEA, sabe-se que os sintomas variam em grau e natureza entre os estudos, entretanto
a maioria dos sintomas, que mais sao relatados sdo diarreia crénica, moderada ou grave,

constipacao, inchago, refluxo esoféagico, dor abdominal e gases (8).
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Sabe-se que a microbiota intestinal normal é responsavel pela metabolizacdo de
polissacarideos vegetais, promovendo a motilidade gastrointestinal, manutencdo do
equilibrio hidrico além de competir com bactérias patogénicas. Quando ocorre a perda
dessa flora, ocorre 0 crescimento excessivo de microrganismos danosos que podem, por
sua vez, causar problemas gastrointestinais que influenciam sintomas comportamentais
como confusdo, hiperatividade, falta de concentracdo, letargia, irritabilidade, agressividade,
dor abdominal e constipacdo (9). A dor abdominal, constipacdo e/ou diarreia sédo
desagradaveis e susceptiveis a induzir uma diminuicdo na capacidade de concentragéo,
desenvolver problemas de comportamento como autoagressao, especialmente em criancas
incapazes de comunicar seu desconforto, como em casos de AR (8).

A flora intestinal comum é composta de aproximadamente 1000 espécies diferentes de
bactérias (15). Essas espécies bacterianas residentes no TGl possuem atividades
probidticas que previnem a adesado de patdgenos entéricos nas células epiteliais intestinais,
desta forma, uma perturbacdo na microflora no inicio do desenvolvimento pode ser crucial
para que todo o resto do neurodesenvolvimento seja comprometido negativamente (16).

A primeira hipbtese proposta, em que bactérias intestinais podem estar envolvidas no
autismo deu grande relevancia a relacdo da alteracdo da microflora intestinal com os
sintomas autistas (17). Pouco depois foi descrito os resultados quanto ao uso de
vancomicina oral durante algumas semanas em camundongos que levou ao aparecimento
de sintomas tipicos autistas com regressao progressiva dos mesmos quando o tratamento
foi interrompido (7). Outro estudo salientou a importancia da conexdao intestino-cérebro e a
influéncia da dieta na composicéo da flora intestinal (18). Relatos anedoticos indicaram que
pacientes com uma dieta isenta de gluten podem apresentar melhora nos sintomas
gastrointestinais (8), semelhante aos resultados encontrados anteriormente (17).

Em diferentes estudos as bactérias mais encontradas na dishiose intestinal autista foi
Clostridium sp., Ruminococcus sp.,Bacteroidetes sp., Firmiculites sp. e Desulfovibrio sp.
(4,5,8). Através do uso da técnica de pirosequénciacdo de fezes em criangcas com AR foi
observado que a bactéria Desulfovibrio sp., era mais comum do que o género Clostridium
anteriormente relatado em seus artigos como potencialmente patégeno, e ao comparar
fezes de individuos autistas e os irmdos dessas criancas, além do grupo controle, foi
observado que os irmaos tinham maior concentragdo da bactéria do que o grupo controle,
sugerindo uma contaminacédo pelo meio compartilhado (4). A contaminacao de Desulfovibrio

sp,. pode se dar pelo contato com 0 meio ambiente e direto com outras criangas, além da
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predisposicdo que criangas autistas possuem ao receberam relativamente mais doses de
antibioticos na primeira infancia para infec¢des de ouvido do que individuos sadios (17,19).
Em contrapartida houve menores niveis de Bifidobacterium sp., e Lactobacillus sp.,
nos pacientes com AR, considerados como flora benéfica (20). Também foi proposto (17)
gue possa haver mais de um microorganismo chave presente em pequenas quantidades e
gue possam nao ser detectados sem o uso de um método seletivo ou um marcador
especial, podendo estar presentes na mucosa, ndo descartando assim a influéncia de outros

microrganismos como Clostridium na patologia autista (4).

Desulfovibrio sp.: efeitos do sulfeto de hidrogénio e &cido propiénico nos sintomas

autistas

As bactérias do género Desulfovibrio sp., sdo classificadas como bactérias redutoras
de sulfato (BRS) pertencentes a subdivisdo das Deltaproteobactérias, com capacidade de
reducdo de sulfato a sulfeto de hidrogénio (H,S) como aceptor final de elétrons na cadeia
respiratoria, ou seja, sdo redutoras dissimilativas (21). Sao classificados como bacilos Gram-
negativos, ndo formadores de esporos e possuem mecanismos de tolerdncia em ambiente
rico em oxigénio, além de resistir a varios agentes antimicrobianos, como a Vancomicina
(22).

Existem sete espécies conhecidas de Desulfovibrio sp., sendo D. desulfuricans
responsavel pelos processos bio corrosivos e também ja foi relatada na corrente sanguinea
de uma paciente idosa que possuia colite ulcerativa e imunossupressao (21). A espécie D.
indonensis, um isolado ambiental, possui capacidade de formacédo de biofilme, estrutura
formada por uma matriz de exopolissacarideos fundamental a adesédo de superficie. Essa
estrutura pode estar associada ao seu papel na resisténcia de antibiéticos, favorecendo a
elevada multiplicacdo no epitélio intestinal e ainda acarretar a producdo de H,S e
desequilibrio na resposta imune (21,23).

O H,S produzido pela Desulfovibrio sp., ja foi visto como responsavel pela patogénese
de desordens inflamatdrias crénicas no colo humano (24). Estudos in vitro demonstraram a
capacidade do H,S de inibir seletivamente a oxidacao do n-butirato pelas células da mucosa
do colo, além de in vivo apresentar efeitos prejudiciais a mucosa agindo sobre células
intestinais de camundongos. Além da toxicidade representada pelo metabdlito H,S sobre o
epitélio intestinal, ha também uma quantidade relevante de &cido propiénico (AP)

encontrada em niveis elevados por todo o metabolismo em pacientes autistas. O
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microbioma entérico e seus produtos metabodlicos ndo séo estéticos e podem ser alterados
ao longo do ciclo de vida do individuo, principalmente nos primeiros 18 meses (25).

O AP é um &cido graxo de cadeia curta (AGCC), assim como butirato e acetato, sao
produtos finais da fermentacdo de carboidratos e alguns aminoacidos da dieta por
Enterobactérias, além de uma classe importante de moléculas de sinalizacdo (26,27).
Também est4d presente naturalmente em géneros alimenticios e é utilizado como
conservante em alimentos processados principalmente do trigo refinado e produtos lacteos,
ou é produzido pela adi¢cdo de substrato de xarope de milho de alta frutose para culturas de
propionibactérias que séo inoculadas em alimentos (28,29). Por ser um &cido organico fraco
miscivel tanto na fase aquosa quanto na fase lipidica, o AP pode ser encontrado em formas
ionizadas e nao ionizadas em pH fisiol6gico, permitindo atravessar facilmente as barreiras
intestino-sangue-cérebro, ele pode ter acesso ao SNC via absor¢cao de receptores de
monocarboxilato no limen intestinal, através de transporte ativo e endoprétese
cerebrovascular (27,30).

Foi proposto que as toxinas produzidas pela flora anormal do intestino delgado obtém
acesso ao SNC via nervo vago, pois este inerva principalmente o intestino delgado e devido
a alteracdo na permeabilidade da mucosa ocasionada pela perturbacéo nas jungbes GAP,
gue leva ao desenvolvimento de sintomas como diarreia aquosa, tipica de doenca do
intestino delgado e relatada por criangas com AR (4).

Uma vez no SNC os AGCC séao absorvidos pela microglia e em menor quantidade
pelos neurdnios, onde é fonte energética para o metabolismo cerebral principalmente
durante o inicio do neurodesenvolvimento (31). Em quantidades apropriadas o AP pode ser
benéfico, mas quando em excesso pode causar uma série de alteragbes metabodlicas que
levam ao desenvolvimento de mudancas comportamentais e respostas neuro inflamatorias,
como demonstradas em estudo (29), apresentando comportamento reversivel apos a
interrupcao nas exposicoes de AP, sintomas consistentes aos apresentados no TEA (30,31).
As alteracdes metabdlicas mais citadas por estudos decorrentes do acimulo de AP incluem
distdrbios mitocondriais, acidemia propibnica, acidificacdo intracelular, estresse oxidativo,
neuroinflamacdo, ativacdo da microglia, alteracdo das juncdes GAP, enterocolite
necrosante, inflamacéao gengival, sindrome do intestino irritavel e acne (27,29).

O AP tem afinidade para os transportadores cerebrais e maior indice de captacdo
cerebral em comparacdo com outros AGCC relacionados com distlrbios do
neurodesenvolvimento, na qual, a sua penetracdo nas ceélulas cerebrais torna-se mais facil,

explicando assim a elevacdo de AP nos substratos cerebrais tratados por El-Ansary, sendo
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uma potente toxina mitocondrial capaz de causar neurotoxicidade. Uma vez no SNC o AP
entdo atravessa as membranas celulares acumulando-se dentro das células induzindo
acidificacdo intracelular. A acidificacdo intracelular pode alterar a liberagcdo de
neurotransmissores e em ultimo caso a comunicacdo neuronal e comportamental social,
produzindo sintomas semelhantes aos observados no AR (29).

A partir de repetidas infusdes intraventriculares de curto tempo no SNC de
camundongos, apés 2 a 3 minutos observou-se comportamento repetitivo e perseverante,
retropulsdo e preferéncia por objetos, anormalidades corticais e subcorticais que sugerem
convulsGes, hiperatividade, deterioracdo do comportamento social, deficiéncia na
aprendizagem espacial, e maior resposta a um estimulo sonoro. Tais caracteristicas eram
ausentes nos grupos controles, portanto os efeitos comportamentais mais similares ao TEA
foram induzidos por AP e seus potenciais mecanismos sdo complexos e caracterizados por
serem rapidamente induzidos e reversiveis, sendo mediados por AGCCs (27,32).

O acumulo de AP nas células cerebrais induz a acidificacao intracelular caracterizando
uma acidemia propidnica. A diminui¢cdo do potencial hidrogenidnico (pH) na fisiologia celular
pode inibir a fungdo da carnitina, necessaria para o metabolismo de AGCC, os acidos
organicos criam um acumulo de acetil-coenzima A que prejudica 0 metabolismo mitocondrial
e consequentemente a producdo de energia (26). O ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo de
Krebs é afetado pela alta concentragdo de AP que é metabolizado em propionil-CoA que
inibe a porcdo proxima do ciclo de Krebs e estimula a porcdo distal, depois sendo
metabolizado novamente (33).

As juncbes GAP (ou jungdes comunicantes) sdo um tipo de comunicagéo intercelular
através do qual séo transportados fatores fundamentais para a homeostase dos tecidos e
controle da diferenciacdo e proliferacdo celular. S8o compostas de subunidades proteicas,
as conexinas, e controladas por uma série de fatores que inclui dopamina, calcio, citocinas e
todos eles podem ser influenciados pelo AP (17,28). No SNC o acoplamento das juncfes
gap é fundamental para a sincronizacao da atividade elétrica neuronal, este acoplamento é
mais intenso durante o inicio do desenvolvimento cerebral. Os astrocitos sdo as células mais
conectadas eletronicamente pelas junc¢des gap. O fechamento dessas juncdes pode tornar
0s neurbnios excitados devido ao aumento de potassio e glutamato extracelular, tornando-
se neuroprotetoras quando ocorre a diminuicdo no acoplamento dessas juncbes e a
alteracdo na permeabilidade intestinal ocorre aumento da densidade neuronal encontrada

no TEA, demonstrando assim o desenvolvimento anormal no cérebro (17,26,27).
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A comunicacao intercelular esta diretamente envolvida na neurotransmissédo de areas
como 0s ganglios basais, cortex pré-frontal, nicleo de accumbens e o hipocampo, logo as
infusbes de AP através do espaco nas juncbes celulares produzem movimentos
estereotipados, hiperlocomocéo, respostas exageradas e comportamentos anormais
observados em camundongos (26). Além dos efeitos neuronais os AGCC possuem efeitos
diretos sobre a fisiologia do TGl através da alteragdo fenotipica das células epiteliais do
colo, reduzem a motilidade gastrica, aumentam a frequéncia de contragbes, aumentam as
contracdes do musculo liso do colo e dilatam suas artérias, bem como ativam as células
mastro e aumentam a liberagdo de serotonina a partir das células enterocromafins (27,28).

O AP também é relatado por ter capacidade de desenvolver comportamentos ansiosos
perseverantes, ritualisticos e antissociais comuns em outras condigdes neuropsiquiatricas
como ansiedade, déficit de atencdo, hiperatividade, distarbios alimentares, distarbio de
estresse pés-traumatico, sindrome do intestino irrithvel e esquizofrenia. Importante salientar
gue a curta meia vida do AP e sua rapida concentragao intracelular pelos transportadores de
monocarboxilato, além do metabolismo através do ciclo do acido tricarboxilico mitocondrial
com a dificuldade de acesso as regides anatémicas dificultam a medi¢éo plasmética desse e

de outros AGCC, apesar de ter-se observado o aumento de AP em amostra de fezes (27).

CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da incidéncia ser variavel, existe um consenso de que problemas
gastrointestinais podem ser considerados comuns em pacientes com autismo, podendo agir
de forma a potencializar problemas comportamentais (34).

Especificamente no AR alguns pais relatam o aparecimento de distdrbios
gastrointestinais concomitantemente aos primeiros sintomas do transtorno. Concordando
com estudos, acredita-se que a maioria dos fatores ambientais envolvidos no AR exerca seu
efeito durante janelas criticas do neurodesenvolvimento pré e pés-natal, podendo ser
isolado ou simultaneamente a outros fatores epigenéticos, essa é a hipotese de “dupla
ocorréncia” (35).

Existe uma relagdo dos sintomas do autismo com a alteragdo da microbiota
gastrointestinal e essa hipétese é apoiada por estudos que pode conduzir a uma melhor
classificacdo do autismo, desenvolvimento de teste diagnéstico, melhoria da terapia
antimicrobiana, uso de probiotico para terapia e profilaxia, bem como confirmar o papel de

antimicrobianos no autismo (22).
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