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RESUMO 

 

Introdução: O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma síndrome do 

neurodesenvolvimento com diagnóstico obtido por  observações clínicas e avaliações 

comportamentais. Atualmente, faltam métodos de diagnóstico baseados em 

biomarcadores, tornando o desenvolvimento de ferramentas de diagnóstico precisas 

e adequadas para o TEA um desafio. A redução do tempo de espera para o 

diagnóstico do TEA pode antecipar o início de intervenções propiciando melhores 

resultados. Portanto, a busca por uma plataforma de diagnóstico econômica, não 

invasiva, sustentável (sem reagentes) e precisa é relevante para o diagnóstico do 

TEA. Objetivo: Estabelecer assinatura espectral infravermelha salivar no TEA que 

possibilite o desenvolvimento de plataformas de diagnóstico baseadas em sistema 

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier e Reflectância Total 

Atenuada (ATR-FTIR). Material e métodos: Este estudo foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa (CEP) em seres humanos da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU) e analisou o perfil salivar de 53 participantes, 19 com diagnóstico de TEA e 34 

neurotípicos (NT), com idades entre 2 e 20 anos, utilizando espectroscopia ATR-FTIR 

em regiões com espectro eletromagnético entre 4000 cm-1 e 400 cm-1. A sensibilidade 

e especificidade dos modos vibracionais foram avaliados pela curva Receiver 

Operating Characteristic (ROC). Resultados: Três modos vibracionais salivares do 

grupo TEA foram diferencialmente expressos (p<0,05) em comparação aos NT. Esses 

modos vibracionais foram pré-validados como potenciais biomarcadores espectrais 

de diagnóstico pela análise da curva ROC. A área da banda do modo vibracional 2935 

(2942 – 2895 cm-1) apresentou sensibilidade de 73,68% e especificidade de 79,41% 

(p = 0,012) comparado com os NT, e acurácia de 76,5%. As áreas da banda do modo 

vibracional  1636 (1738 – 1581 cm-1 ) do grupo TEA apresentaram sensibilidade de 

68,42% e especificidade de 73,53% (p = 0,0032) em comparação com a área do NT, 

e do modo vibracional 986 (1005 - 959 cm-1) exibiu sensibilidade de 50% e 

especificidade de 73,68% (p = 0,0493). Conclusão: Os biomarcadores espectrais 

salivares descobertos usando análise univariada podem apoiar uma nova alternativa 

robusta para o diagnóstico complementar de TEA, a partir de uma plataforma de 

tecnologia sustentável, com volume ultra reduzido de amostra, coleta não invasiva e 

sem utilização de reagentes,  o que contribui para a tomada de decisões médicas e 

favorece o início da intervenção indicada. 



 
 

 

 

Palavras-chave: Transtorno do espectro autista. Biomarcador. Saliva. 

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier. Diagnóstico.  



 
 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental syndrome 

diagnosed by clinical observations and behavioral assessments. Currently, diagnostic 

methods based on biomarkers are lacking, making the development of accurate and 

appropriate diagnostic tools for ASD a challenge. The reduction in waiting time for the 

diagnosis of ASD can anticipate the beginning of interventions, providing better results. 

Therefore, the search for an economic, non-invasive, sustainable (without reagents) 

and accurate diagnostic platform is relevant to the diagnosis of ASD. Objective: 

Establish salivary infrared spectral signature in the TEA that allows the development 

of diagnostic platforms based on Attenuated Total Reflectance–Fourier Transform 

Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy system. Material and methods: This study was 

approved by the Research Ethics Committee (CEP) in human beings at the Federal 

University of Uberlândia (UFU) and analyzed the salivary profile of 53 participants, 19 

diagnosed with ASD and 34 neurotypical (NT), with ages between 2 and 20 years, 

using ATR-FTIR spectroscopy in regions with an electromagnetic spectrum between 

4000 cm-1 and 400 cm-1. The sensitivity and specificity of the vibrational modes were 

evaluated using the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve. Results: Three 

salivary vibrational modes in the ASD group were differentially expressed (p <0.05) 

compared to NT. These vibrational modes have been pre-validated as potential 

spectral diagnostic biomarkers by analyzing the ROC curve. The band area of the 2935 

vibrational mode (2942 - 2895 cm-1) showed a sensitivity of 73.68% and specificity of 

79.41% (p = 0.012) compared with the NT, and accuracy of 76.5%. The areas of the 

band in the 1636 vibrational mode (1738 - 1581 cm-1) of the ASD group showed a 

sensitivity of 68.42% and specificity of 73.53% (p = 0.0032) compared to the NT area, 

and of the vibrational mode 986 ( 1005 - 959 cm-1) exhibited a sensitivity of 50% and 

specificity of 73.68% (p = 0.0493). Conclusion: The salivary spectral biomarkers 

discovered using univariate analysis can support a new robust alternative for the 

complementary diagnosis of ASD from a sustainable technology platform, with an ultra-

small sample volume, non-invasive collection and without the use of reagents, which 

contributes for making medical decisions and favors the beginning of the indicated 

intervention. 

Keywords: Autism spectrum disorder. Saliva. Biomarkers. Fourier transform infrared 

spectroscopy. Diagnosis.  
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1 INTRODUÇÃO  

 O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um distúrbio do 

neurodesenvolvimento, que envolve comprometimento no domínio da comunicação 

social além de comportamentos restritos e repetitivos (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). A prevalência de TEA nos Estados Unidos da América (EUA) 

mostrou um crescimento significativo nas últimas décadas, com relato de uma em 

cada 59 crianças (BAIO et al., 2018). Considerando a população mundial, a 

prevalência de TEA relatada em 2012 foi de uma a cada 160 crianças (ELSABBAGH 

et al., 2012). No entanto, é importante destacar que esta diferença pode estar 

relacionada com baixa capacidade de diagnóstico, especialmente em países com 

desenvolvimento reduzido (ELSABBAGH et al., 2012). 

O TEA pode ocorrer em todos os grupos raciais, étnicos e socioeconômicos 

(DURKIN et al., 2010). Em termos de gênero, estudos indicam incidência de três 

meninos para uma menina (LOOMES; HULL; MANDY, 2017) ou quatro meninos para 

uma menina (BAIO et al., 2018).  

A etiologia do TEA ainda não foi estabelecida (PARDO; EBERHART, 2007). O 

diagnóstico atualmente é obtido por observações clínicas e avaliações 

comportamentais (ECKER, 2011) e a idade do diagnóstico tem variado entre 1,5 a 6 

anos (LANDA, 2008). É importante ressaltar que a intervenção comportamental é 

eficaz na redução de incapacidades no TEA (DAWSON et al., 2009) e quanto antes a 

intervenção iniciar melhor é o benefício (WALLACE; ROGERS, 2010). 

Os biomarcadores salivares têm elevado potencial diagnóstico, apresentando 

alta sensibilidade, tornando a saliva um método diagnóstico preciso para doenças 

bucais e sistêmicas (ROI et al., 2019). A saliva apresenta vantagens como coleta 

indolor, não invasiva (MORTHA et al., 2018), oferece menor risco de contaminação 

para o profissional que a manuseia em relação ao sangue, pode ser coletada em casa 

pelo próprio paciente (HOFMAN, 2001) e por pessoas com pouco treinamento 

(KAKARADDI; ATHANI; RAVIKUMAR, 2012), o que a caracteriza como uma amostra 

biológica apropriada para estudo de biomarcadores no TEA (GALIANA-SIMAL et al., 

2018).  

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier e 

Reflectância Total Atenuada (ATR-FTIR) é uma ferramenta para análise quantitativa 
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rápida e precisa de componentes salivares, livre de reagentes e utiliza volume mínimo 

de amostra (KHAUSTOVA et al., 2010; KHAUSTOVA et al., 2009). 

O presente estudo se justifica por considerar a relevância de disponibilizar uma 

plataforma de diagnóstico do TEA baseada em fluidos biológicos, que colabore com 

a definição do diagnóstico em um menor tempo, é importante ressaltar que quanto 

antes intervenções comportamentais têm início, melhor é o resultado. 

Especificamente pela utilização da saliva, plataforma ATR-FTIR apresenta vantagens 

como método menos invasivo, é livre de reagentes, possibilita um resultado rápido, 

utilizando volume mínimo de amostra, é preciso e apresenta custo de análise 

compatível a análises bioquímicas de larga escala utilizadas no sistema público e 

privado de saúde. 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 TEA 

2.1.1 Definição e classificação 

O TEA é uma síndrome do neurodesenvolvimento, na qual o indivíduo 

apresenta um comprometimento da comunicação e interação social além de 

comportamentos restritos e repetitivos. (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013). 

O Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-5) traz a 

classificação dos transtornos mentais e os critérios para diagnosticá-los. É 

reconhecida mundialmente como uma ferramenta confiável para diagnóstico. No 

intuito de  melhorar estes critérios diagnósticos, identificar sintomas específicos e 

direcionar o tratamento, no DSM-5, o Autismo Infantil Precoce, Autismo Infantil, 

Autismo de Kanner, Autismo de Alto Funcionamento, Autismo Atípico, Transtorno 

Global do Desenvolvimento sem outras especificações, Transtorno Desintegrativo da 

Infância e Transtorno de Asperger estão contidos em um único diagnóstico, o TEA 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

A Classificação Estatística Internacional de Doenças e Problemas 

Relacionados à Saúde 10 (CID-10) é o sistema classificatório atual no Brasil. No CID-

10, o autismo está classificado em Transtornos Globais do Desenvolvimento (TGD) 

(TGD-F84) que estão inseridos em Transtornos do Desenvolvimento Psicológico 

(F80-89). Os TGD estão caracterizados como: Autismo Infantil (F84.0); Autismo 

Atípico (F84.1); Síndrome de Rett (F84.2); Transtorno Desintegrativo da Infância 

(F84.3); Transtorno de Hiperatividade Associado ao Retardo Mental e Movimentos 

Estereotipados (F84.4); Síndrome de Asperger (F84.5);  Transtornos Invasivos do 

Desenvolvimento (F84.8); Transtorno Invasivo do Desenvolvimento, não-especificado 

(F84.9) (WHO, 2016).  

O CID-11 entrará em vigor em 2022, no momento encontra-se em fase de 

revisão. Com a intenção de facilitar o diagnóstico e codificação para acesso a serviços 

de saúde, o CID-11 agrupa diagnósticos como Autismo Infantil (F84.0); Autismo 

Atípico (F84.1) e Síndrome de Asperger (F84.5) no diagnóstico de TEA. 

As subdivisões da classificação do TEA estão relacionadas aos prejuízos na 

linguagem funcional e  à deficiência intelectual, e estes estão inseridos em Distúrbios 

http://icd11.xyz/code-6A02
http://icd11.xyz/code-6A02
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do Desenvolvimento Neurológico no CID-11 (WHO, 2019). A estrutura do DSM 5 está 

em conformidade com o CID-11 (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

 

2.1.2 Prevalência 

Nos Estados Unidos cerca de uma em cada 59 crianças aos 8 anos de idade 

em 2014 apresentou o diagnóstico de TEA (BAIO et al., 2018), neste e em outros 

países foi relatado a frequência de 1% da população (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013) e considerando a população mundial, em 2012, a prevalência 

descrita de TEA foi de uma em cada 160 crianças (ELSABBAGH et al., 2012).  

O número de casos exibiu um crescimento significativo e demonstrou a 

proporção de quatro meninos para uma menina (BAIO et al., 2018), porém, apresenta 

muitas variações, e a relação de três meninos para uma menina também foi descrita 

(LOOMES; HULL; MANDY, 2017). A ocorrência foi similar entre adultos e crianças 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013) e aconteceu em todos os grupos 

raciais, étnicos e socioeconômicos (DURKIN et al., 2010). Estimativa confiável de 

prevalência populacional do TEA no Brasil não foi relatada (ELSABBAGH et al., 2012). 

 

2.1.3 Desenvolvimento 

O TEA não é degenerativo, é possível a aprendizagem e compensação ao 

longo da vida. Os sintomas causam prejuízos no funcionamento social e profissional 

na vida do indivíduo. O diagnóstico inicial ocorre costumeiramente no segundo ano de 

vida, porém em casos mais severos pode ser reconhecido antes, como também pode 

ocorrer perda das habilidades sociais e linguísticas entre 12 e 24 meses. 

Constantemente, os sintomas são mais intensos na primeira infância e nos primeiros 

anos de vida escolar, ocorre uma melhora com benefícios no desenvolvimento, porém, 

em alguns casos, na adolescência pode haver agravamento comportamental 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).  

 A independência na vida adulta é alcançada por uma minoria, observada nos 

casos de acometimento mais brando, que mantém capacidade de linguagem e 

intelectual superiores, sendo capazes de usar estratégias compensatórias e 

mecanismos de enfrentamento para mascarar dificuldades em público, ficando mais 

propícios à ansiedade e depressão. O entendimento do acometimento desta 
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população no envelhecimento não está estabelecido (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013).  

Com relação ao comprometimento intelectual no TEA, um estudo avaliou 3.353 

crianças em 9 estados dos EUA e classificou 31,4% na faixa de deficiência intelectual 

com quocientes de inteligência (QI) ≤70, 24,6% na faixa limítrofe (QI: 71-85) e 44,1 % 

na faixa média ou acima da média (QI>85). A incapacidade intelectual foi 

significativamente maior no gênero feminino (37%) em comparação ao masculino 

(30%) (BAIO et al., 2018). Transtornos mentais comórbidos são frequentes, assim 

como condições médicas ou genéticas conhecidas. O melhor prognóstico é esperado 

na ausência de deficiência intelectual e comprometimento da linguagem, assim como 

associação a outros problemas mentais (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013).  

A intervenção comportamental é eficaz para melhorar comportamento cognitivo 

e adaptativo (DAWSON et al., 2009) e quanto mais rápido o início da intervenção 

melhor pode ser o benefício (WALLACE; ROGERS, 2010; LANDA, 2008). 

 

2.1.4 Etiologia 

A etiologia do TEA ainda não é estabelecida, evidências direcionam para o 

envolvimento de fatores genéticos, neurológicos, ambientais e imunes (PARDO; 

EBERHART, 2007). Em relação ao fator genético foram detectadas variações de 37% 

a 90% na taxa de concordância entre gêmeos, 15% de associação a uma mutação 

genética conhecida e sugere-se que o restante dos casos é poligênico com 

contribuições pequenas de centenas de loci genéticos (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). Estudos genômicos mostram muitos genes associados ao 

TEA, sugerindo múltiplas causas e subtipos relacionados a genes específicos 

(O`ROAK et al., 2012). Provavelmente existem alterações moleculares específicas 

nos subtipos de autismo, e estas podem diferir entre os sexos (CHAHROUR et al., 

2016). Nenhuma variante gênica isolada é responsável por mais de 1% da incidência 

de TEA (HICKS et al., 2016). 

Mecanismos epigenéticos que afetam genes do desenvolvimento neurológico 

podem contribuir para o fenótipo do TEA (HICKS et al., 2016), enfatizando a 

importância do ambiente na patogênese do autismo (WARD, 2014).  Entre os fatores 

de risco, pode haver contribuição da idade parental avançada, baixo peso ao nascer, 
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síndrome do álcool fetal, exposição ao ácido valpróico (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013) assim como exposição pré-natal ao progestogênio (LI et al., 

2018). O sistema imunológico pode ser o elo entre fatores ambientais e genéticos que 

acometem o neurodesenvolvimento (HU et al., 2018). É sugerido a ocorrência de uma 

inflamação cerebral localizada e distúrbio autoimune no TEA (LI et al., 2009).  

O envolvimento do sistema imunológico materno (ABOU-DONIA et al., 2019), 

bem como a elevação da Proteína C reativa (PCR) durante a gestação está 

relacionada com maior risco de TEA (BROWN et al, 2013). Em animais, a ativação 

imune materna provocada por injeção de imitador viral ácido policitidílico (poli (I: C)), 

produziu descendentes masculinos com características de TEA (MALKOVA et al., 

2012). A soma de eventos médicos como infecções neonatais e no primeiro ano de 

vida, desregulação infantil (alimentação, anormalidades do sono e choro excessivo) e 

baixo peso ao nascimento podem ser relevantes para detecção precoce do TEA, 

reforçando o envolvimento do meio ambiente nos riscos para o neurodesenvolvimento 

(WILLFORS et al., 2017).  

A microbiota intestinal regula metabólitos que alteram o comportamento em 

animais com possível contribuição para a fisiopatologia dos distúrbios do 

neurodesenvolvimento como o TEA (SGRITTA et al., 2019). A disbiose microbiana 

mediada pelo metabolismo pode também desempenhar um papel causal no 

desenvolvimento de transtornos mentais (QIAO et al., 2018).  

O envolvimento de estresse oxidativo, disfunção mitocondrial, aumento da 

carga tóxica de metais, desregulação imune complexa, foi sugerido no TEA 

(MEILIANA; WIJAYA, 2014) assim como a disfunção na resposta inflamatória 

hematopoiética (XU; LI; ZHONG, 2015).  

 A menor diversidade bacteriana na microflora oral no TEA foi observada de 

forma generalizada. Além disso, patógenos como Haemophilus na saliva e 

Streptococcus em placa dentária apresentaram maior abundância, enquanto 

comensais como Prevotella, Delenomonas, Actinomyces, Porphyromonas e 

Fusobacterium apresentaram redução da concentração (QIAO et al., 2018). Um 

estudo não encontrou diferença no índice de cárie entre TEA e grupo controle, apesar 

de pior higiene bucal no grupo TEA, como também observou concentração reduzida 

da atividade antioxidante da saliva no TEA (grupo autista - 5,7 μg / ml e grupo controle 

- 38 μg / ml, p<0,001). (RAI; HEGDE; JOSE, 2012). 
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2.1.5 Diagnóstico  

Atualmente o diagnóstico do TEA não é obtido a partir de determinação 

biológica, sendo realizado por meio de observações clínicas e avaliações 

comportamentais (ECKER, 2011). Os critérios descritivos do DSM-5 são considerados 

o padrão ouro para diagnóstico do TEA (KULAGE; SMALDONE; COHN, 2014). 

São considerados cinco critérios diagnósticos para TEA no DSM-5. O primeiro 

critério, definido por déficits contínuos na comunicação e interação social, apresenta 

três áreas: déficits na reciprocidade emocional, déficits nos comportamentos não-

verbais de comunicação para a interação social e déficits para desenvolver e manter 

relacionamentos, assim como compreendê-los. É necessário obter características 

nestas três áreas dentro deste critério (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013). 

O segundo critério, definido por padrões restritos e repetitivos de 

comportamento e interesses específicos, apresenta quatro áreas: uso da fala, de 

objetos ou movimentos motores de forma repetitiva ou estereotipada; adesão 

acentuada a rotinas, ou resistência à alterações de rotina , bem como comportamento 

verbal e não verbal ritualizados; interesses excessivamente restritos; hiper- ou hipo-

reatividade para percepção sensorial de estímulos do ambiente ou interesse anormal 

por estímulos senso-perceptivos. Neste segundo critério é necessário obter 

pontuação em pelo menos duas destas áreas. É necessário especificar a gravidade 

como nível de apoio tanto para o primeiro quanto para o segundo critério, sendo: 

Nível-1 exigindo apoio; Nível-2 exigindo apoio substancial; Nível-3 exigindo apoio 

muito substancial (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).  

Os sintomas necessitam ser observados no início da infância, em história atual 

ou prévia, como terceiro critério. No quarto critério os sintomas devem ser capazes de 

gerar danos no funcionamento social, acadêmico e/ou profissional, no presente. E 

como quinto critério, os sintomas não são mais bem explicados por transtornos do 

desenvolvimento intelectual ou atraso global do desenvolvimento (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

Existe a necessidade de especificar se há ou não comprometimento intelectual, 

bem como da linguagem, sendo necessário descrever este comprometimento. É 

exigido o registro de associações a condições médicas (por exemplo: epilepsia, 

distúrbios do sono e gastrointestinais) ou genéticas conhecidas (por exemplo: 
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síndrome de Rett, síndrome do X-frágil, síndrome de Down), ou fatores ambientais 

(por exemplo: baixo peso ao nascer, síndrome do álcool fetal ou exposição fetal ao 

ácido valpróico). Transtornos do neurodesenvolvimento, mental ou comportamental 

associados também necessitam ser especificados, assim como a catatonia. Cerca de 

70% das pessoas com TEA podem apresentar alguma comorbidade mental e 40% 

podem apresentar duas ou mais, como exemplo o transtorno do déficit de atenção/ 

hiperatividade, transtorno do desenvolvimento da coordenação, transtornos 

depressivos e transtorno de ansiedade (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 

2013). 

Existem instrumentos padronizados de diagnósticos do comportamento, 

baseados em avaliação clínica, entrevistas com cuidadores, buscando melhorar a 

confiabilidade do diagnóstico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

Instrumentos de rastreamento procuram investigar na população geral, sinais 

precoces de risco de autismo, sem finalidade de diagnóstico (BARTON; DUMONT-

MATHIEU; FEIN, 2012). Na maioria das vezes estes instrumentos são em forma de 

questionário e possuem os pais ou cuidadores como respondentes, e os instrumentos 

de diagnóstico são avaliados por especialistas (SEIZE; BORSA, 2017).                   

Alguns dos instrumentos utilizados no Brasil são: Indicadores Clínicos de Risco para 

o Desenvolvimento Infantil (IRDI) (CAMPANA; LERNER; DAVID, 2015),  Modified 

Checklist for Autism in Toddlers (M-CHAT) (LOSAPIO; PONDÉ, 2008), Escala de 

Avaliação de Traços Autísticos (ATA) (ASSUMPÇÃO JUNIOR et al., 2008), Childhood 

Autism Rating Scale (CARS) (PEREIRA; RIESGO; WAGNER, 2008) e Early 

Screening of Autistic Traits Questionnaire (ESAT) (DIETZ et al., 2006). Para fins de 

orientação de equipes multiprofissionais da rede SUS, o Ministério da Saúde lançou 

as Diretrizes de Atenção à reabilitação da pessoa com TEA e  inseriu o M-CHAT como 

instrumento de rastreamento de indicadores do TEA, adaptado e validado para uso 

no Brasil, indicado para crianças de 18 a 24 meses e o IRDI como instrumento de 

rastreamento do desenvolvimento infantil, utilizado entre zero e 18 meses, dividido em 

quatro faixas etárias (BRASIL, 2014). O IRDI é capaz de detectar sinais precoces de 

problemas de desenvolvimento em crianças que estão desenvolvendo o TEA, mas 

não é ferramenta de triagem (CAMPANA; LERNER; DAVID, 2015). 

A idade do diagnóstico tem variado entre 1,5 a 6 anos (LANDA, 2008). Nos 

EUA, a média do primeiro diagnóstico em sete estados foi 44 meses entre as crianças 

classificadas na faixa de incapacidade intelectual e 59 meses entre as crianças com 
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QI>70 (BAIO, 2014). No sexo feminino há relatos de maior frequência de deficiência 

intelectual, porém na ausência desta e do déficit de linguagem o diagnóstico pode ser 

prejudicado devido a dificuldades sociais e de comunicação mais discretas 

(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Sugere-se que os critérios de 

diagnósticos para TEA devam ser aperfeiçoados no futuro considerando-se as 

características distintas de gênero (LOOMES; HULL; MANDY, 2017; HALLADAY et 

al., 2015).   

 

2.1.6 Possíveis biomarcadores no TEA 

Devido à diversidade de espectro é improvável que TEA esteja associado a um 

único biomarcador, sendo estes provavelmente complexos e relacionados a aspectos 

da biologia, bem como da genética (ECKER, 2011). Características genética e 

epigenética podem ser mostrados por biomarcadores moleculares do TEA, sendo 

promissores aqueles relacionados a função mitocondrial, estresse oxidativo, função 

imune e aglomerados genéticos (GOLDANI et al., 2014). Muitos genes foram 

associados ao TEA, mas ainda não foi estabelecido um diagnóstico genético 

(O`ROAK et al., 2012).  

 Foram demonstrados níveis elevados de serotonina no sangue (GABRIELE; 

SACCO; PERSICO, 2014), baixa disponibilidade de receptores de neuropeptídeos 

(OZTAN, et al.,2018); assim como níveis plasmáticos baixos de melatonina (MELKE 

et al., 2007) e de ocitocina (HAMMOCK et al., 2012). 

Estudos proteômicos e metabolômicos forneceram evidências para 

identificação de biomarcadores (SCHWARTZ et al., 2010; YAP et al., 2010; EMOND 

et al., 2013).  Na urina foi observado maiores níveis de taurina e menores de 

glutamato, sugerindo alterações no metabolismo de enxofre e aminoácidos em 

crianças com TEA (YAP et al., 2010). No tecido cerebral de pacientes com TEA foi 

observado aumento de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-6 e GM-CSF), citocina 

(IFN-γ) e interleucina (IL) (IL-8),  evidenciando o aumento da resposta imune inata e 

adaptativa pela via Th1 (LI et al., 2009). As proteínas Apolipoproteína (Apo) B-100, 

Proteína Relacionada ao Fator H do Complemento (FHR1), Complemento C1q e 

Fibronectina 1 (FN1) apresentaram diferente expressão no sangue periférico no TEA 

(CORBETT et al., 2006). Assim como, níveis plasmáticos elevados das citocinas 
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Eotaxina, TGF-β1 e TNF-α (HU et al., 2018), e das IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-12p4 

(ASHWOOD et al., 2011) foram apontados.  

Um estudo piloto encontrou níveis aumentados das proteínas ApoA1 e ApoA4 

(envolvidas no metabolismo do colesterol) e de Paraoxonase 1 (PON1) no plasma e 

sugeriu que, em algumas crianças com TEA, o metabolismo do colesterol é 

desregulado e ocorre aumento do estresse oxidativo (NGOUNOU WETIE et al., 2014). 

Níveis elevados de autoanticorpos circulantes, da classe imunoglobulina G (IgG), 

contra 9 proteínas neuronais comumente associadas à degeneração neuronal, 

justifica a pesquisa de biomarcador de autoanticorpos antineuronais e antigliais na 

triagem de crianças com TEA (ABOU-DONIA et al., 2019). Foi sugerido o uso de 

hipermetilação da Apolipoproteína E (ApoE) no DNA do sangue periférico como 

biomarcador diagnóstico para do TEA (HU et al., 2018).  

As seguintes características foram definidas como ideais para biomarcadores 

moleculares no TEA: coleta da amostra indolor, rápida, não invasiva; possibilidade de 

ser realizada em casa por familiares, possuir baixo custo, o biomarcador ser produzido 

pelo cérebro ou estar relacionado com seu funcionamento, ser estável, apresentar 

diferença da população geral, ser específico e capaz de diferenciar de outros 

distúrbios de neurodesenvolvimento e ser correlacionado a ferramentas de rastreio 

(GALIANA-SIMAL et al., 2018). No entanto, ainda não estão disponíveis 

biomarcadores com estas características para diagnóstico da TEA. 

O sangue é um dos materiais mais utilizados para determinar os biomarcadores 

no TEA (GALIANA-SIMAL et al., 2018), apesar da saliva conter a maioria dos 

compostos encontrados no sangue (HELMERHORST; OPPENHEIM, 2007). 

 

 

2.2 Saliva 

A saliva é um fluido aquoso composto por 99% de água e diversos 

componentes salivares como proteínas, peptídeos, DNA, RNA e eletrólitos, o que a 

transforma em uma solução viscoelástica com funções importantes como lubrificação, 

digestão, proteção antimicrobiana e balanceamento do sistema de 

desmineralização/remineralização dos dentes (CARPENTER, 2013). Além da 

secreção das glândulas salivares, está presente na saliva constituintes do fluido 
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crevicular, oriundo do sulco gengival, transudato sérico da mucosa, células epiteliais 

e imunológicas além de microrganismos (PFAFFE et al., 2011). 

Existem três pares de glândulas salivares maiores (parótida, submandibular e 

sublingual) e numerosas glândulas menores (MELVIN et al., 2005). As glândulas 

parótidas estão localizadas nos tecidos subcutâneos da face, sobrejacentes ao ramo 

mandibular, as sublinguais estão localizadas abaixo da língua, as submandibulares 

na região inferior da mandíbula e as glândulas menores, que são aproximadamente 

600 estão posicionadas na mucosa em quase toda a cavidade oral (PFAFFE et al., 

2011).  

 As glândulas são compostas por células dos ácinos, que compõem a parte 

secretora, que podem ser serosas ou mucosas, e por células do ducto (MELVIN et al., 

2005). As células acinares produzem componentes orgânicos, proteínas e 

glicoproteínas (APS; MARTENS, 2005), em um fluido isotônico, com concentrações 

de cloreto de sódio semelhantes ao plasma. Assim que este fluido passa pelo ducto, 

o cloreto de sódio é reabsorvido, enquanto o potássio e o bicarbonato são secretados. 

Tanto as células acinares quanto as do ducto produzem proteínas com atividades 

biológicas relevantes, porém as acinares são responsáveis pela secreção de mais de 

80% das proteínas salivares (MELVIN et al., 2005). 

Os eletrólitos, componentes inorgânicos da saliva, são transportados do soro 

para os ácinos e ductos. Na saliva, ocorrem em maiores concentrações o sódio, 

potássio, cloreto e bicarbonato, enquanto o cálcio, magnésio e fosfato, ocorrem em 

concentrações menores. Os componentes orgânicos, como as proteínas, podem ser 

secretados pelas glândulas salivares (APS; MARTENS, 2005), ou entram nas 

glândulas por meio de transporte ativo, difusão passiva ou ultrafiltração, neste caso, 

originam da circulação sanguínea (MELVIN et al., 2005). As proteínas lisozima, 

lactoferrina, lactoperoxidase, cistatinas e histatinas apresentam funções 

antibacterianas e antifúngicas, as mucinas mostram um papel antiviral, as alfa-

amilase, lipase, proteinase, DNase e RNase são importantes para a digestão (APS; 

MARTENS, 2005). 

As glândulas parótidas produzem saliva serosa (aquosa e menos viscosa), as 

sublinguais secretam saliva predominantemente mucosa (secreção enriquecida de 

mucinas), as submandibulares secretam saliva mucosa e serosa e as glândulas 

salivares menores produzem saliva predominantemente mucosa, com exceção da 

secreção das glândulas de von Ebner (PFAFFE et al., 2011). 
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A secreção salivar diária dos humanos é de aproximadamente um litro, a maior 

parte proveniente das glândulas parótidas e submandibulares. Entre as refeições, no 

período com menor estimulação deste sistema, a saliva é liberada em taxas 

relativamente lentas e durante o sono a secreção salivar reduz ainda mais. Durante 

os períodos de atividade mastigatória, 80 a 90% da produção salivar ocorre devido 

estímulos como o paladar, o olfato e as forças mastigatórias (MELVIN et al., 2005). 

As glândulas parótidas apresentam maior resposta a dieta, as submandibulares e 

sublinguais são menos sensíveis a dieta, contribuindo mais para o fluxo salivar em 

repouso, as glândulas menores não apresentam resposta a dieta, contribuem com 

10% do fluxo e são importantes para manter uma camada de mucina junto a mucosa 

(CARPENTER, 2013).  

A estimulação do sistema nervoso autônomo (SNA) simpático e parassimpático 

resulta em produção de saliva, porém com volumes e concentrações distintas. O 

estímulo do SNA simpático promove uma secreção salivar em volume menor e com 

maior concentração de proteína e o estímulo do SNA parassimpático promove uma 

secreção salivar em maior volume, rica em eletrólitos, com baixa viscosidade e com 

baixa concentração de proteínas (APS; MARTENS, 2005).  

 

2.2.1 Saliva como fluido diagnóstico 

Entre os constituintes salivares estão >3000 proteínas, >3000 RNAs 

mensageiros, pelo menos 50 tipos micro RNAs, > 250 metabólitos, >700 espécies de 

microrganismos como vírus, fungos e bactérias que são derivados diretamente das 

glândulas salivares ou provenientes de outra fontes, como o sangue (KACZOR-

URBANOWICZ et al., 2016). Na saliva estão presentes mais de 2000 peptídeos, 

sendo que destes, 400-600 são derivados das glândulas, evidenciando a contribuição 

de outras fontes, como células epiteliais e fluido crevicular (HELMERHORST; 

OPPENHEIM, 2007).  

Novas tecnologias de diagnóstico salivar revelaram a capacidade da saliva de 

representar, com exatidão, tanto o estado fisiológico quanto o patológico (KACZOR-

URBANOWICZ et al., 2016). As proteínas salivares são biomoléculas importantes 

neste processo (PFAFFE et al., 2011), sendo assim, pesquisas proteômicas procuram 

identificar novas proteínas e peptídeos visando quantificar a atividade biológica em 
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estados patológicos (ROI et al., 2019), pois as proteínas podem refletir a dinâmica do 

ambiente e  a genética (WOODS et al., 2013).  

Os biomarcadores salivares têm elevado potencial diagnóstico, apresentando 

alta sensibilidade. Técnicas genômicas e proteômicas contribuíram para tornar a 

saliva um método diagnóstico preciso, para doenças bucais e sistêmicas (ROI et al., 

2019). A saliva é considerada uma ferramenta valiosa para triagem e estudos 

epidemiológicos (KAKARADDI; ATHANI; RAVIKUMAR, 2012), capaz de contribuir em 

investigação laboratorial diagnóstica de doenças infecciosas, autoimunes, neoplasias, 

análise hormonal e monitoramento de drogas (LIMA et al., 2010).   

Para fins diagnósticos, a saliva inteira e não estimulada é utilizada com maior 

frequência (MILLER et al., 2010). A saliva inteira é uma mistura composta de secreção 

de todas as glândulas, do fluido do sulco gengival, assim como células, produtos de 

inflamação e bactérias. A estimulação, mecânica ou química, da produção da saliva 

afeta a concentração e a quantidade de seus constituintes (MANDEL, 1990). A saliva 

não estimulada contém concentrações mais altas de biomarcadores de diagnóstico 

(MILLER et al., 2010).  

A coleta da saliva inteira e não estimulada pode ser obtida quando a pessoa 

permite a saliva escorrer pelo lábio inferior para dentro do tubo, ou por meio de rolo 

de algodão, gaze, filtro de papel ou outro material sintético, ou mesmo ser aspirada 

diretamente do assoalho bucal (MANDEL, 1990).  

 A saliva pode ser analisada por vários métodos, entre eles estão o 

imunoensaio, ensaio enzimático colorimétrico, ensaio cinético, cromatográfico e 

espectroscopia de massa. Todos estes métodos necessitam de reagentes que podem 

alcançar custos elevados (KHAUSTOVA et al., 2010).  

A ATR-FTIR é utilizada para análise da saliva e apresenta vantagens como 

ausência de reagentes, tempo reduzido de análise, necessidade de quantidade 

mínima de amostra (KHAUSTOVA et al., 2010; KHAUSTOVA et al., 2009).  

 

 

2.3 Possíveis biomarcadores salivares no TEA 

No TEA dificuldades comportamentais podem tornar mais complexa a coleta 

de sangue e urina, entretanto, a saliva é adequada para identificar biomarcadores 

importantes (RATAJCZAK; SOTHERN, 2015)  e sua coleta indolor, não invasiva 
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contribui para que seja considerada um instrumento relevante para diagnóstico 

(WORMWOOD et al., 2015) (MORTHA et al., 2018) transformando-a em uma amostra 

biológica apropriada para estudo de biomarcadores no TEA (GALIANA-SIMAL et al., 

2018). Além de ser confiável para diagnóstico, a saliva oferece menor estresse à 

pessoa com TEA, tem menor risco de contaminação para o profissional que a 

manuseia, pode ser coletada em casa (HOFMAN, 2001), por pessoas com pouco 

treinamento (KAKARADDI; ATHANI; RAVIKUMAR, 2012) pois,  apresenta facilidade 

de coleta e está prontamente disponível (LIMA et al., 2010).  

Biomarcadores do Sistema Nervoso Central (SNC), podem ser explorados por 

meio da proteômica salivar (WORMWOOD et al., 2015). Um estudo propõe que 

biomarcadores ideais deveriam ser expressos no cérebro, serem fisiologicamente ou 

funcionalmente relevantes para o neurodesenvolvimento, além de facilmente medidos 

a partir de amostras periféricas, e diferencialmente expressos em indivíduos com TEA. 

Este mesmo estudo, dentro destes critérios, identificou, na saliva do TEA, um conjunto 

de 14 miRNAs, mostrando especificidade para diagnóstico de quase o dobro do M-

CHAT-R, o padrão ouro atual usado na triagem de TEA, sugerindo a possibilidade de 

rastreio de biomarcadores miRNA para o diagnóstico de TEA (HICKS et al. 2016). O 

microRNA salivar foi capaz de discriminar com precisão crianças com TEA (HICKS et 

al. 2018), 4 microRNAs foram capazes de diferenciarem TEA de não TEA , além disto, 

a alteração nos microRNAs salivares em crianças com TEA, foram associados a níveis 

de comportamentos, sendo que, 8 microRNAs estavam associados a afeto social e 10 

microRNAs, a comportamento restrito / repetitivo (HICKS et al. 2020).  

Um estudo que extraiu DNA da saliva observou que o aumento do número de 

alelos La do 5HTTLPR, região promotora do gene transportador de serotonina, está 

relacionado a um aumento do comportamento autolesivo no TEA (KOLEVZON et al., 

2014).  

Características distintas da microbiota intestinal e salivar de pessoas com TEA 

e seus parentes de primeiro grau (pais e irmãos) foram identificadas utilizando 

tecnologia de sequenciamento de genes 16SrRNA (RNA ribosomal) (KONG et al., 

2019). 

Diferenças no nível de várias proteínas salivares no TEA em relação ao 

controle, incluindo proteína induzível por prolactina, lactotransferrina, região C da 

cadeia de imunoglobulinas (Ig), elastase de neutrófilos, receptor de Ig polimérica, 

foram encontradas em um estudo piloto, propondo a presença de proteínas 
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desreguladas e apoiando o conceito de distúrbios do sistema imunológico e 

gastrointestinal  (NGOUNOU WETIE et al.,2015). 

 Redução no nível de fosforilação da estaterina, histatina1 e proteínas ácidas 

ricas em prolina (PRPs ácida) foi identificada em crianças com TEA indicando 

hipofosforilação em pelo menos um destes peptídeo em 66% do grupo com TEA. A 

caseína de Golgi quinase está envolvida na fosforilação de peptídeos salivares, e é 

comum a outros órgãos, incluindo o SNC, sugerindo que pode ter ocorrido variações 

de fosforilação de outras proteínas secretoras relevantes no SNC durante o 

desenvolvimento embrionário ou na primeira infância (CASTAGNOLA et al., 2008). O 

biomarcador peroxidativo lipídico 15-F2t-IsoP, presente no estresse oxidativo, foi 

encontrado em níveis elevados na saliva de crianças com TEA (KARAMOUZI et al., 

2007). Redução da concentração de cortisol no período noturno na saliva de adultos 

com TEA sugere desregulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) (BAKER et 

al., 2019).  

Com intenção de melhor especificidade e precisão diagnóstica a combinação 

de painéis de biomarcadores salivares avaliados por ferramentas de inteligência 

artificial podem ser poderosas ferramentas de triagem e diagnóstico (PFAFFE et al., 

2011). 

 

 

2.4 FTIR 

A espectroscopia de infravermelho (IV) baseia-se nas vibrações dos átomos. A 

radiação infravermelha provoca vibrações dos átomos das moléculas, ocorre uma 

mudança do dipolo elétrico durante esta vibração resultando na absorção do IV. De 

acordo com o átomo envolvido e a sua força de interação entre as moléculas, ocorre 

a absorção de um determinado comprimento de onda. A espectroscopia de IV 

mensura quantitativamente esses modos vibracionais e os relacionam à composição 

química, ou seja, representa a impressão digital da amostra através das frequências 

de vibrações entre as ligações dos átomos presentes nela, sendo capaz de identificar 

materiais. O espectro da região IV é dividido em três partes: região do IV próximo de 

13000 a 4000 cm-1, a região do IV médio de 4000 a 400 cm-1 e região do IV distante 

aproximadamente de 400 a 10 cm-1. A região do IV médio é o espectro mais 
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informativo para amostras biológicas, pois contém muitas absorções correspondentes 

às vibrações fundamentais das espécies moleculares (STUART, 2005).  

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) é uma 

técnica vibracional, que se refere ao estudo da absorção de ondas eletromagnéticas 

na região média (4000–400 cm-1) (ANDREW CHAN; KAZARIAN, 2016), fornecendo 

informações qualitativas e quantitativas em análise de multicomponentes, sem 

destruí-los (BRUYNE; SPEECKAERT; DELANGHE, 2018), sendo eficaz para 

amostras biológicas, podendo refletir o seu estado de saúde (BAKER et al., 2014). A 

FTIR tem aplicação em diagnóstico e monitoramento de câncer e outras doenças por 

análise de fluidos corporais, células e tecidos; classificação de microrganismos; 

análise de cálculos renais; unhas (BRUYNE; SPEECKAERT; DELANGHE, 2018). 

 A ATR-FTIR é uma ferramenta que analisa os componentes salivares com 

precisão, em pouco tempo, apresenta ainda a capacidade de reprodutividade, não 

necessita reagentes ou preparação especial da amostra, fácil de utilizar e com 

sensibilidade comparável aos métodos bioquímicos clássicos de análise, não 

invasiva, sendo necessário volume mínimo de amostra (KHAUSTOVA et al., 2010; 

KHAUSTOVA et al., 2009). 

Estudos realizados com FTIR utilizando plasma e soro mostraram sua 

capacidade diagnóstica para câncer de ovário (GAJJAR et al., 2013), doenças 

cardíacas (HASS et al.,2010), gliomas (HANDS et al., 2013) e utilizando a saliva foi 

capaz de diagnosticar doença periodontal (FUJII et al., 2016), diferenciar a 

composição salivar de fumante e não fumante (RODRIGUES et al., 2017), comprovar 

alterações salivares em indivíduos com síndrome de ardência bucal (RODRIGUES et 

al., 2019), fazer análise quantitativa de biomarcadores de estresse (CAETANO 

JÚNIOR; STRIXINO; RANIERO, 2015). 

Estudos realizados utilizando o ATR-FTIR, pelo grupo de pesquisa ao qual 

pertencem autores deste estudo, identificaram o potencial da saliva como fluido  

diagnóstico da doença renal crônica, do câncer de mama e diabetes (RODRIGUES R 

et al., 2019, CAIXETA et al., 2020, FERREIRA et al. 2020).  

O presente estudo buscou obter um diagnóstico preciso com determinação 

biológica do TEA por meio da saliva utilizando ATR-FTIR. A determinação biológica 

pode contribuir para redução do tempo de diagnóstico, uma vez que auxilia o médico 

especialista na tomada de decisão e favorece o início da terapia indicada e diminuição 

de incapacidades. A ATR-FTIR é utilizada no diagnóstico de várias doenças, no 
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entanto, sua aplicação no TEA permanece desconhecida. A técnica utilizada uniu as 

vantagens da saliva, como fluido diagnóstico, associadas aos benefícios da ATR-

FTIR. A saliva apresenta coleta não-invasiva e indolor, assim como, menor risco de 

contaminação ou possibilidade de gerar estresse. A ATR-FTIR não utiliza reagentes, 

é uma tecnologia sustentável, apresenta baixo custo de análise, é altamente 

reproduzível e rápida, além de utilizar pequena quantidade de amostra. Por 

conseguinte, as vantagens apresentadas pela técnica viabilizam sua aplicação no 

diagnóstico do TEA tanto no sistema público de saúde quanto no privado.
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral  

Identificar biomarcadores salivares com finalidade de diagnóstico biológico no 

TEA por meio da plataforma ATR-FTIR. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Estabelecer assinaturas espectrais salivares para diagnóstico do TEA 

utilizando ATR-FTIR. 

• Construir plataformas salivares diagnósticas por meio de ATR-FTIR.
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4 ARTIGO - A sustainable and non-invasive salivary ATR-FTIR platform for 

complementary diagnostics of autism spectrum disorder 
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Abstract  

Diagnosis of autism spectrum disorder (ASD) is often done when a child is about 36-month-old, and it is 

preceded by an extended and stressful period until the ASD diagnosis is confirmed. Currently, there is a lack of 

ASD biologically-based diagnosis methods, making the development of precise and suitable diagnosis tools for 

ASD a remaining challenge. Therefore, the search for a cost-effective, non-invasive, sustainable (reagent-free) and 

accurate ASD diagnostic platform is a must to improve outcomes in ASD subjects. Attenuated total reflectance–

Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy has been used in the diagnosis of several diseases, however, 

its application to ASD remains unknow.  Here, ultra-low volume of saliva samples from 19 ASD subjects (a 

medication-free population) and 34 neurotypical (NT) were analyzed using an ATR-FTIR platform, followed by 

univariate analysis coupled with receiver operating characteristic (ROC) curve to calculate the performance of 

pre-validated spectral biomarkers. We demonstrated that three salivary vibrational modes of ASD subjects were 

highly distinct (p<0.05) from those of NT. These vibrational modes were pre-validated as potential diagnostic 

spectral biomarkers by ROC curve analysis. Compared to the NT, an accuracy of 76.5% was achieved using the 

band at 2942-2895 cm-1. The novel spectral salivary biomarkers using univariate analysis here reported may 

support a robust alternative for ASD diagnostic using an ultra-low volume, non-invasive and green technology 

platform.  

 

Keywords Autism spectrum disorder (ASD) ∙ Attenuated total reflectance–Fourier transform infrared (ATR-

FTIR) spectroscopy ∙ Diagnosis ∙ Saliva ∙ Biomarkers  
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Introduction 

 

Autism spectrum disorders (ASD) are divergent neurodevelopmental disorders frequently characterized 

by impairments in interaction and social communication, as well as restricted interests and repetitive behaviors [1, 

2]. ASD can change the quality of life of affected subjects and their families and increased financial burden for 

them and for the society [3].  It is estimated that 1 in 160 children worldwide has ASD [4]. Although the fifth 

edition of Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5) is the gold standard for ASD diagnosis, 

there are strong limitations to properly diagnose ASD, especially by the use of biofluids as blood, urine and saliva, 

since DSM-5 is based in descriptive criteria without laboratorial tests [5]. Thus, developing precise and reliable 

diagnosis tools for ASD remains a challenge. Besides, another restraint in ASD diagnosis is to identify high 

accuracy biomarkers to detect this disorder [6]. It is important to point out that early interventions are very effective 

to improve outcomes in toddlers with autism [6].  

Saliva can resound the physiological state in humans, and it has been accepted that salivary biomarkers 

can be used to early detect and to monitor systemic diseases [7,8]. The non-invasive, easily collected, and favorable 

storage and transportation of saliva are among the advantages of its use as biofluid [9]. Considering the 

characteristics of ASD children, it is important emphasizes that saliva can provide a less stress collection [9].  

Apart from the watery content of saliva, this biofluid contains other biomolecules like proteins, peptides, 

carbohydrates, lipids, deoxyribonucleic acid (DNA), ribonucleic acid (RNA) that can be used as sources for real-

time diagnosis of systemic diseases [10]. There is a strong limitation of biomarkers to ASD diagnosis in biofluids. 

Furthermore, it was showed that phosphorylation level of salivary phospho-peptides (derived from statherin, 

histatin 1 and acidic proline-rich proteins) were lower in ASD children [11]. Besides, ASD patients shown to have 

dysbiosis in the oral microbial community, suggesting that a potential diagnostic approach may be based on oral 

microbial features [12]. The mass spectrometry (MS) based proteomics platform suggest that peptide analysis can 

be a useful methodology for selection of salivary peptide markers [13]. The expression levels of the neuropeptide 

receptor based on mass spectrometry (MS) proteomics platform in blood have been also proposed as a biomarker 

of ASD, since total neuropeptide receptor gene expression was lower in ASD children than in healthy controls. 

Although the gene expression of the neuropeptide receptor may represent a promising blood biomarker for ASD, 

future studies should evaluate in a medication-free population [3]. Currently, the biofluids-based tests present 

important limitations to be inserted in gold standard for ASD diagnosis. Often, the performed ASD tests do not 

provide high accuracy although it uses expensive cutting-edge methods. Therefore, new alternatives of salivary 

monitoring should be studied. 

Attenuated total reflectance–Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy is a label-free, 

sustainable, fastly, high sensitive, non-destructive and highly reproducible physicochemical analytical platform 

that is capable to discriminate unique molecular fingerprint of each sample without sample preparation. Thus, 

ATR-FTIR spectroscopy has therefore irrefutable potential to be applied in diagnostic devices. Infrared (IR) 

spectroscopy is robust, qualitative and quantitative platform for monitoring characterization of biological 

molecules in fluids [14,15].  Considering that a biomolecule is determined by its unique structure, each one will 

exhibit a unique ATR-FTIR signature, representing the vibrational modes of the constituent structural bonds. ATR-

FTIR has been also considered a green technology due to method that exclude the use of hazardous materials [16]. 
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To our knowledge, the potential of salivary diagnostic for ASD by ATR-FTIR spectroscopy was never been 

evaluated.  

In the present study, we tested the hypothesis that non-invasive spectral markers can be differentially 

expressed in ultra-low volumes of saliva in ASD subjects to be employed as salivary biomarkers for ASD 

complementary diagnosis. Thus, the aim of present study was to establish specific salivary infrared spectral 

signatures that are reliable to diagnose ASD subjects.  

 

Results 

 

Characterization of ASD  

A total of 53 ASD and NT subjects were prospectively included to pursue the goal of developing a reliable 

spectral biomarker for ASD and to demonstrate the utility of our platform for non-invasive complementary diagnostics 

of ASD. The demographic and clinical characteristics of all participants are depicted in Table 1.  

 

Table 1. Demography characteristics of ASD subjects and matched NT subjects.  

Characteristics 
NT 

n=34 

TEA 

n=19 

Age (years) 

     Range 

     Average ± SD* 

 

3 – 15 

8.44 ± 3.13 

 

2 – 16 

7.84 ± 4.18 

Gender 

     Male  

      

 

61% 

 

73% 

Race 

       Black 

       Pardo 

       White 

 

2.9% 

20.6%  

76.5%  

 

10.5% 

15.8% 

73.7%   
Weight in birth (grams) 

      Range 

      Average ± SD 

 

1400 – 3950 

3079 ± 613.7 

 

800 – 4135 

3188 ± 749.1 

 

Attention-Deficit/Hyperactivity 

Disorder (%) 
0%      26.31%  

             *standard deviation 

 

As expected, NT subjects showed age-, gender-, and race-matched to ASD subjects. Both groups included 

males and female subjects. ASD and NT subjects showed similar age (NT 8.44 ± 3.13years old; range 3 to 15 

years old and ASD 7.84 ± 4.18 years old; range 2 to 16 years old). Five ASD subjects (26.31%) presents attention 

deficit hyperactivity disorder and, as expected, it characteristic do not occur in NT subjects.  

 

Average spectra of saliva  

A representative infrared average spectrum of saliva from ASD and NT subjects, which contains changes 

in the expression of some molecules are represented in Fig. 1A. These salivary spectra indicated specific 

differences among NT and ASD subjects.  Three vibrational modes of interest 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1), 1636 
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cm-1 (1738-1581 cm-1) and 986 cm-1 (1005-959 cm-1) are prominently displayed on in Fig. 1B, 1C and 1D, 

respectively. The assignments of main wavenumbers evaluated in this manuscript are described in Table 2. 

 

 

Fig. 1 Average ATR-FTIR spectra (4000-400 cm-1) in saliva of Neurotypical (NT) and autism spectrum disorder 

(ASD) subjects. A. Spectra between 4000-400 cm-1. B. 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1), C. 1636 cm-1 (1738-1581 cm-

1) and D. 986 cm-1 (1005-959 cm-1). 
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Table 2. Assignments of main wavenumbers of saliva ATR-FTIR spectra. Assignments based on different 

references [17-20]. Abbreviations: ν = stretching vibrations, δ = bending vibrations, s= symmetric vibrations and 

as = asymmetric vibrations.  

Peak (cm-1) Proposed vibrational mode Molecular source 

2960 (2981-2943) ν as CH3 Lipids and DNA 

2935 (2942-2895) Stretching as vibration of CH2 Acyl chains of Lipids 

2880 (2889-2860) Stretching C-H Lipids 

2060 (2093-2023) Second order band Inespecific 

1636 (1738-1581) β-sheet structure of amide I Protein  

1549 (1571-1493) Amide II [ν (N–H), ν (C–N)] Protein 

1447 (1483-1429) δas (CH3) Protein (methyl groups) 

1404 (1426-1362) COO- symmetric stretching Lipid /Protein  

1244 (1271-1217) PO2
- asymmetric (phosphate I) 

1045 (1191-1006) 
C-O stretching, C-O bending of the C-OH 

groups [ ν (C-O), δ (C-O)] 

Carbohydrates (glycogen 

glucose, fructose) 

986 (1005-959) C-O ribose and νs of DNA Ribose and DNA 

 

 

Spectral bands analyzed by IR spectroscopy  

Spectral band areas that indicate the expression of specific molecules were analyzed in saliva. 

Considering the similar expression of each molecule, the band area values of 8 components are presented in 

supplementary file (Supplementary Fig. 1). Herein, we showed three bands (2935 cm-1 (2942-2895 cm-1), 1636 

cm-1 (1738-1581 cm-1) and 986 cm-1 (1005-959 cm-1)) with a potential for ASD diagnostic (Fig.2). Representative 

quantification spectra of 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1), 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) and 986 cm-1 (1005-959 cm-1) 

bands are depicted in Fig. 2A, 2C and 2E, respectively. The expression of the spectral mode at 2935 cm-1 (2942-

2895 cm-1) was reduced (p< 0.05) in ASD than NT subjects. On the other hand, the expression of spectral mode 

at 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) was increased (p< 0.05) in ASD than NT subjects. Besides, the expression of 986 

cm-1 (1005-959 cm-1) vibrational mode was also reduced (p< 0.05) in ASD than NT subjects.  

Considering that sensitivity and specificity are basic characteristics to determine the accuracy of 

diagnostic and monitoring test, ROC curve analysis were used to evaluate the potential diagnostic of these three 

spectral bands to distinguish ASD and NT subjects. The cutoff value to 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1) band was 

0.0275, and the corresponding sensitivity and specificity were 73.68% and 79.41%, respectively. In ROC analysis, 

the area under the curve (AUC) of this band was 0.709 (p: 0.012; Fig. 2B). The cutoff value to 1636 cm-1 (1738-

1581 cm-1) band was 6.069, and the corresponding sensitivity and specificity were 68.42% and 73.53%, 

respectively. In ROC analysis, the AUC of this band was 0.7461 (p:0.0032; Fig. 2D). The cutoff value to 986 cm-

1 (1005-959 cm-1) band was 0.063, and the corresponding sensitivity and specificity were 50% and 73.68%, 

respectively. In ROC analysis, the AUC of this band was 0.6641 (p:0.0493; Fig. 2F). The mean of second-

derivative analysis were similar in both ASD and NT subjects (Supplementary Fig. 2). 
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Fig. 2 A. band area of 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1); B.  ROC curve analyses of 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1) to 

neurotypical (NT) and autism spectrum disorder subjects (ASD); C. band area of 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1); D. 

ROC curve analyses of 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) to NT and ASD subjects; E. band area of 986 cm-1 (1005-959 

cm-1); F. ROC curve analyses of 986 cm-1 (1005-959 cm-1) to NT and ASD subjects. *p < 0.05 vs NT. 
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Discussion 

The alternative development of a novel, noninvasive and green technology tool for ASD diagnosis based 

on the expression of specific spectral salivary molecules using ultra-low volumes of saliva are of high importance. 

Here, we suggested three innovative potential spectral bands showed suitable sensibility and specificity to 

differentiate ASD than NT conditions, indicating potential diagnostic applicability for ASD. The accuracy of 2935 

cm-1 (2942-2895 cm-1), 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) and 986 cm-1 (1005-959 cm-1) band areas are strong candidates 

for ASD diagnosis using spectral salivary biomarkers. We believe that the use of our salivary protocol in this rapid 

and inexpensive approach for the early diagnosis of ASD has an untapped potential to facilitate the diagnosis and 

make powerful impacts on patient quality of life, while also saving costs in public and private health services 

[15,21]. Analysis of biofluids using ATR-FTIR spectroscopy is a cutting-edge platform advancing towards the 

clinic, aiming to close a gap as a diagnostic platform to contribute with physician decisions [15].  

As expected in ASD state, around 25% of subjects also presents attention deficit hyperactivity disorder 

compared to very low levels in NT subjects.  The frequent co-occurrence of autism spectrum disorder and 

attention-deficit/hyperactivity disorder symptoms may reflect common neural mechanisms for both conditions 

[22]. As expected, some ASD subjects evaluated here also develop both conditions. The male-to-female ratio 

described in the present sample corroborate with other studies [23,24]. 

 Recently we have expanding the diagnostic and monitoring application of salivary ATR-FTIR platform 

as a discriminatory method to systemic diseases as chronic kidney disease, breast cancer and diabetes [25-26,27]. 

It is related with some characteristics of ATR-FTIR spectroscopy: high-throughput, label-free and cost effective 

analytical method [14-15, 28].The method to dried ultra-low volume of saliva described here may be used in rodent 

and others human models. Spectral parameters, such as shifts in bands positions and changes in spectral modes 

intensity can be used to obtain valuable information about sample composition, which may provide diagnostic 

capacity for several diseases [29]. In present study we do not detected shift in the vibrational modes position. 

We analyzed these three pre-validated spectral biomarkers by building the ROC curve and determine their 

performance to evaluate the diagnostic application. Using the analysis of bands in original data, the biomarker 

panel could reach AUC value of 0.709 with 73.68% sensitivity and 79.41% specificity. The results demonstrated 

that it is very promising to set up an ATR-FTIR salivary test for the detection of ASD using these infrared spectral 

biomarkers. Therefore, a reduction in the band area of 2935 cm-1 (2942-2895 cm-1) for stretching as vibration of 

CH2 of lipids indicate reduction in some salivary lipids. The literature about fatty acids and lipids related in oral 

health is very limited. It was showed that occur an increase in the salivary levels of lipid peroxidation in ASD 

children, however, the levels of lipids were not described [30]. Besides, ASD subjects frequently present 

deficiencies in specific fatty acids [28], which can be related with reduction of CH2 of lipids. Considering that 

dietary intervention strategies have been recommended to ASD subjects [31] and there was a significative 

correlation between serum and salivary total cholesterol, triglycerides, high-density lipoprotein-cholesterol and 

very low-density lipoprotein-cholesterol  [32], it spectral component can be also tested to be used as a lipid 

nutritional indicator. The present results also indicate that lipidomic analysis in ASD can be valuable to a 

comprehensive understanding about salivary lipidic biomarkers. 

 The significant accuracy with spectral biomarker at 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) using ROC curve is 

representative of β-sheet structure on amide I of proteins. The increase in this parameter can be related with higher 
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expression of several proteins in ASD subjects, as lactotransferrin, prolactin inducible protein, annexin A1, 

neutrophil defensin, and lipocalin 1 [13]. The differential expression of 986 cm-1 (1005-959 cm-1) indicates 

reduction of DNA in ASD subjects. The changes in DNA were detected in a previous study that showed specific 

CNV/gene mutation-specific DNA methylation signatures [33]. However, it is important to emphasize that ATR-

FTIR is able to reveal the expression of functional group expressed in several components, which leads the analysis 

focus in the vibrational modes and not in determination of unique protein, lipid or glycan. 

Although the present data reinforces that ATR-FTIR platforms are profitable for spectral biomarkers 

identification for neurological disease diagnosis using saliva, this is an innovative exploratory study using ATR-

FTIR technology for this purpose in ASD. Our findings should be interpreted in light of some limitations. First, 

although we assessed both models with autism spectrum disorder and attention-deficit/hyperactivity disorder 

symptoms, we did not test their interactions (hybrid analyses) due to dimensions requires larger samples to capture 

optimal distributions of both traits within each group. Despite the moderate sample size, further studies with higher 

sample size are required to validate the clinical applicability of salivary infrared biomarkers to ASD diagnosis. 

We believe this is an innovative non-invasive salivary approach with strong potential to open a new avenue to the 

clinical translatability of these infrared spectral biomarkers.  

In conclusion, we showed that ATR-FTIR spectroscopy in saliva is suitable to distinguish ASD subjects 

from NT subjects. Our data suggest specific fingerprint regions (highlighted the salivary spectral modes at 2935 

cm-1 (2942-2895 cm-1), 1636 cm-1 (1738-1581 cm-1) and 986 cm-1 (1005-959 cm-1)) are able of discriminate ASD 

and NT samples based in univariate analysis with only 1µL. In summary, these salivary results indicate that ATR-

FTIR spectroscopy coupled with univariate analysis may support a robust alternative for ASD diagnostic assisting 

medical decision which allows an earlier intervention. 

  

 

Methods 

Subjects and sample 

All the ASD subjects included in this study had previously been diagnosed by DSM-5 protocol performed 

by specialist doctor.  This study had only medication-free subjects. Exclusion criteria for NT and ASD groups 

included active upper respiratory infection, chronic diseases or syndromes. These experiments were approved by 

Institutional Ethics Committee of the Federal University of Uberlandia approved the study (IRB 

Number:10973519.0.0000.5152), and written consent was obtained before any testing or analysis began. The 

methods were carried out in accordance with the approved guidelines. ASD and NT samples were handled exactly 

the same in all preprocessing steps.  

In total, 19 ASD subjects and 34 NT subjects were recruited for this study. Saliva samples were collected 

under a protocol approved by institutional committee of UFU.  Saliva samples were collected using slight suction 

through a soft plastic catheter between 10am to 2pm. No intentional stimulation was used, although the presence 

of the soft plastic catheter might have slightly stimulated the salivary flow. Saliva was collected for two minutes 

to minimize a possible stress effect. During the saliva collection period, the subjects remained comfortably seated 

in the presence of the responsible in a well-ventilated and well-lit room. Immediately after saliva collection, 

samples were stored at -80°C until the analysis. Participants were requested abstain to feed 1 h before the saliva 

collection [26].   
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Chemical profile of unstimulated saliva by ATR-FTIR Spectroscopy 

The ATR-FTIR spectrophotometer Vertex 70 (Bruker Optics, Reinstetten, Germany) combined to a 

micro-attenuated total reflectance (ATR) approach allowed to record spectral signature at 4000 cm-1 to 400 cm-1 

region. The ATR unit is composed by a high refractive diamond disc as internal-reflection element. The salivary 

pellicle with lower reflective index is inserted directly onto the diamond disc. The infrared light is reflected at the 

interface toward the saliva sample in the diamond-disc, resulting in a specific signature profile waves. All ASD 

and NT samples (1µL) were dried using airflow on ATR-crystal for 2 min before salivary spectra recorded in 

triplicate. The air spectrum was considered as a background in all ATR-FTIR sample analysis. Salivary pellicle 

spectra and background were captured with 4 cm-1 of resolution and 32 scans [15,26].  

 

Spectra data evaluation procedures 

The data of spectra data obtained were processed using Opus 6.5 software (Bruker Optics, Reinstetten, 

Germany). To avoid failures during the salivary sample spectra analysis, each spectrum was normalized by vector 

and baseline corrected prior to generation of mean spectra and band areas.  The band positions were measured 

using the frequency corresponding to the center of weight of each band. Sensitivity and specificity values were 

calculated based on the external test set as follows: true negative rate is determined as the percentage of control 

subjects who are correctly identified as being NT subjects and the true positive rate is determined as the percentage 

of subjects who are correctly identified as ASD subjects [27]. The second derivative spectra were acquired with 

the Savitzky-Golay algorithm application using a polynomial order 5 and 20 points of the window. The spectral 

second derivative normalization was performed by mean and the valley heights indicated the intensity of each 

salivary component. 

 

Statistical analysis 

The data of the band area were analyzed using Student t-test. For all spectral band candidates, we 

constructed the ROC curve and computed the AUC value, sensitivity and specificity by numerical integration of 

the ROC curve. The Kolmogorov-Smirnov test was applied to test the normality of the variables. All these analyses 

were performed using the software GraphPad Prism (GraphPad Prism version 7.00 for Windows, GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Only values of p < 0.05 were considered significant and the results were 

expressed as mean ± S.D.  
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Supplementary Fig. 1 Specific band areas without significant difference between NT and ASD (A-L) p > 0.05. 

 

 

 

Supplementary Fig. 2 Mean of second derivative ATR-FTIR spectra (4000-400 cm-1) in saliva of neurotypical 

(NT) and autism spectrum disorder (ASD) subjects.                                          
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