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“Depois de algum tempo, você aprende a diferença, a sutil diferença, entre dar a mão e 

acorrentar uma alma... Aprende que não importa o que você tem na vida, mas quem você tem na vida. 

E que bons amigos são a família que nos permitiram escolher... Começa a aprender que não se deve 

comparar com os outros, mas com o melhor que pode ser. Aprende que não importa onde já chegou, 

mas onde está indo [...]. Aprende que heróis são pessoas que fizeram o que era necessário, 

enfrentando as consequências [...]. E você aprende que realmente pode suportar... que realmente é 

forte, e que pode ir muito mais longe depois de pensar que não se pode mais. E que realmente a vida 

tem valor e que você tem valor diante da vida!" (Willian Shakespeare)  



 

 

RESUMO 

 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno neuropsiquiátrico 

desenvolvido na infância precoce caracterizado pelo prejuízo severo e invasivo de 

domínios nas áreas do desenvolvimento pertinentes à interação social, comunicação, 

comportamento e interesse. Possui uma prevalência global estimada de 0,62% e seu 

diagnóstico permanece baseado exclusivamente na observação clínica, não havendo 

até o momento nenhum exame complementar disponível para apoiá-lo. Nos últimos 

anos, interferências ambientais têm sido apontadas como possíveis causas para o 

desenvolvimento do TEA, uma vez que evidências clínicas demonstraram correlação 

entre o transtorno e a ocorrência de infecções maternas ou doenças autoimunes no 

período perinatal. Modelos animais de autismo utilizando infecções pré-natais 

apontam para a importância da ativação imunológica no encéfalo em 

desenvolvimento. Ratos expostos ao lipopolissacarídeo (LPS) em período pré-natal 

apresentaram redução no comportamento de brincar e a diminuição da interação 

social quando jovens e adultos. O objetivo deste estudo foi investigar a resposta 

inflamatória na prole de ratos submetidos ao modelo animal de autismo induzido por 

LPS no período pré-natal, em que fêmeas prenhes receberam LPS por via 

intraperitoneal na dose de 100 µg/kg aos 9,5 dias gestacionais. Os resultados 

mostraram que a exposição pré-natal ao LPS foi capaz induzir o comportamento 

autista na prole, alterar a permeabilidade da barreira encefálica, elevar os níveis de 

citocinas em estruturas encefálicas, além de aumentar os níveis de malondialdeído e 

diminuir as defesas antioxidantes. O conjunto desses resultados sugere que há um 

insulto pré-natal é capaz de interferir no desenvolvimento e na atividade do sistema 

nervoso dos filhotes em longo prazo, produzindo alterações comportamentais e 

neuroquímicas semelhantes àquelas encontradas no TEA.  

 

Palavras-chave: Autismo, Ativação imune materna, Neuroinflamação, Barreira 

hematoencefálica. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

 

The Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neuropsychiatric disorder developed in early 

childhood, characterized by severe and pervasive impairment in the domains of 

development areas relevant to social interaction, communication, behavior and 

interests. It has an estimated global prevalence of 0.62% and its dianóstico remains 

exclusively based on clinical observation, without yet no supplementary exam available 

to support it. In recent years, environmental interferences have been identified as 

possible causes for the development of ASD since clinical evidence demonstrating a 

correlation between the disorder and the incidence of maternal infections or 

autoimmune diseases in the perinatal period. Animal models of autism using prenatal 

infections point to the importance of immune activation in the developing brain. Rats 

exposed to lipopolysaccharide (LPS) in the prenatal period have reduced play behavior 

and decreased social interaction when youth and adults. The aim of this study was to 

investigate the inflammatory response in the offspring of rats submitted to an animal 

model of autism induced by LPS in the prenatal period, where pregnant females were 

given LPS intraperitoneally at a dose of 100 mg / kg to 9.5 days of gestation. The 

results showed that prenatal exposure to LPS was able to induce autistic behavior in 

offspring, altering the permeability of brain barrier, elevate the levels of cytokines in 

brain structure, and increase the levels of malondialdehyde and decrease antioxidant 

defenses. Taken together, these results suggest that prenatal insult is able to interfere 

in the development and activity of the nervous system of the pups in the long term, 

producing behavioral and neurochemical changes similar to those found in ASD. 

 

 

 

Keywords: Autism, Maternal immune activation, Neuroinflammation, Blood-brain 

barrier. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um transtorno neuropsiquiátrico 

desenvolvido na infância precoce caracterizado pelo prejuízo severo e invasivo de 

domínios nas áreas do desenvolvimento pertinentes à interação social, comunicação, 

comportamento e interesse, sendo relacionado ao atraso ou total ausência da 

comunicação verbal1. Um estudo de revisão envolvento 61 trabalhos realizados em 

18 países e publicados entre 1966 e 2009 descreve uma prevalência global de 0,7%, 

ou 1 criança em 1432, outro estudo (2012) estima uma prevalência global de 0,62%3.  

Até o momento, o diagnóstico do TEA permanece baseado unicamente na 

observação clínica, pois não há nenhum exame complementar disponível para apoiar 

este diagnóstico. Nos últimos anos4, grandes progressos ocorreram na identificação 

de regiões cromossômicas em articulação com o TEA e ainda assim, não houve a 

apresentação de genes como fator de grande importância, apontando um papel 

secundário para a herdabilidade genética e destacando os fatores ambientais como o 

principal fator possível para o seu desenvolvimento4, visto que evidências clínicas têm 

demonstrado uma alta associação entre o TEA e a ocorrência de infecções maternas 

ou doenças autoimune no período perinatal5. 

Neste sentido, o estudo de mediadores e mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia do TEA em modelos pré-clínicos de autismo podem auxiliar no 

esclarecimento de questões ligadas a fisiopatologia e possivelmente a etiologia do 

transtorno.  

 

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 
 

O TEA é uma desordem neuropsiquiátrica desenvolvida na infância 

precoce, sendo caracterizada pelo prejuízo persistente na comunicação social 

recíproca e na interação social e padrões restritos e repetitivos de comportamento, 

interesse ou atividades6. Estes sintomas, muitas vezes, prejudicam o funcionamento 

diário, ocasionando perdas marcantes no uso de múltiplos comportamentos não-

verbais, como contato visual direto, expressão facial ou posturas e gestos corporais7. 

O termo “autismo” foi utilizado pela primeira vez pelo psiquiatra suíço 

Eugen Bleuler no ano de 1911, para denominar os pacientes que apresentavam perda 

ou fuga da realidade, prejudicando desta forma sua comunicação8. A síndrome do 
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autismo foi conceituada pela primeira vez por Leo Kanner, em 1943, a partir da 

observação de um grupo de onze crianças que apresentavam características como 

movimentos repetitivos e estereotipados9. Em 1944, Hans Asperger descreveu um 

grupo de crianças com alterações na interação social similares aos do autismo10. 

Anos depois surgiram muitas dúvidas em relação a natureza do transtorno 

e o pensamento mais comum era o de que a causa para o autismo seria a falta de 

afeto ou carinho dos pais em relação aos seus11. No início da década de 1960, a partir 

de algumas evidências, sugeriu a hipótese de que o autismo deveria tratar-se de um 

transtorno cerebral desenvolvido desde a infância presente no âmbito global12.  

Em 1978 surgiu a proposta de definição do autismo a partir de quatro 

critérios sendo eles: 1) atraso e desvio social; 2) problemas na comunicação; 3) 

comportamentos incomuns; 4) aparecimento dos sinais até o trigésimo mês de vida13. 

Em 1980, o autismo foi reconhecido e definido pela primeira vez no Manual 

Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais III (DSM-III), em uma nova classe 

de transtornos, os Transtornos Invasivos do Desenvolvimento (TDIs)12.  

A quarta edição do DSM14 utilizou um sistema multi-categórico do 

diagnóstico de TID, que incluía o Transtorno Autista, Transtorno de Asperger, o 

Transtorno Invasivo do Desenvolvimento sem outra Especificação, Transtorno 

Desintegrativo da Infância e Transtorno de Rett15. A quinta edição do DSM (edição 

atual) substituiu o sistema multi-categórico com uma única dimensão do diagnóstico: 

O Transtorno do Espectro Autista – TEA16, definido por critérios de diagnóstico que 

incluem prejuízos na comunicação social recíproca, na interação social e padrões 

restritos e repetitivos de comportamento e interesses ou atividades17. 

As estimativas da prevalência do TEA variam de acordo com alguns 

fatores, como critérios para o diagnóstico e o tipo de população avaliada18, contudo, 

há um aumento dramático no número de diagnósticos registrado nas últimas décadas 

relatado no mundo inteiro19.  

Alguma preocupação sobre o aparente aumento na frequência de 

diagnóstico de autismo avaliado na década de 1990 levou pesquisadores a cogitar a 

possibilidade da "Epidemia de Autismo"20. Um dos fatores associados a este aumento 

pode estar relacionado à maior sensibilização da população para o transtorno, 

desencadeando maior frequência de encaminhamentos de crianças com 

comportamento anormal, além de critérios mais amplos de diagnóstico e averiguação 

mais completa de casos em estudos epidemiológicos19-21.  
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O diagnóstico do TEA permanece baseado unicamente na observação 

clínica, pois nenhum exame laboratorial (genético, neuroimagem, bioquímico) está 

atualmente disponível para apoiá-lo, uma vez que tais testes poderiam contribuir para 

diagnosticar conhecidas condições clínicas resultantes no transtorno22. No ano de 

2007, o Ministério da Saúde do Brasil estabeleceu um grupo para trabalhar com o TEA 

no âmbito do Sistema Único de Saúde. Um dos pontos discutidos pelo grupo de 

trabalho foi à necessidade de produzir conhecimento baseado em evidências para 

servir como base para o desenvolvimento de propostas em relação ao cuidado com o 

TEA23. 

A etiologia do TEA ainda não está definida, no entanto, a interação entre 

fatores genéticos e ambientais é apontada como condição merecedora de 

atenção24,25. Há uma indicação de tratar-se de um distúrbio neurobiológico devido à 

presença de quadros de epilepsia em cerca de um terço das crianças autistas, além 

disso, evidências científicas mostram cada vez mais alterações morfofisiológicas, 

genéticas e neurológicas ligadas a este transtorno26. 

Um estudo revelou o envolvimento de regiões encefálicas na gênese do 

TEA, incluindo o sistema límbico e o cerebelo27. Outro estudo, utilizando 

neuroimagem, sugeriu um padrão anormal do desenvolvimento encefálico no TEA, 

com um crescimento acelerado durante os primeiros anos de vida, seguido pela 

desaceleração em algumas regiões encefálicas, enquanto em outras áreas pode 

ocorrer parada no crescimento8.  

Como os principais domínios afetados por este transtorno incluem o 

processo de interação social, de pensamento associativo e de reações emocionais 

apropriadas, os pesquisadores se mantêm focados nas regiões encefálicas 

associadas com estas funções, sendo elas, o córtex pré-frontal, o córtex temporal, o 

córtex cingulado anterior, o giro fusiforme, a amígdala e o cerebelo26. 

Nos últimos anos, grandes progressos ocorreram na identificação de 

regiões cromossômicas em articulação com o transtorno e ainda assim, nenhum gene 

foi apresentado como fator de grande importância, apontando um papel secundário 

para a herdabilidade e destacando os fatores ambientais como o possível principal 

fator para o desenvolvimento do TEA4, visto que evidências clínicas têm mostrado 

uma alta associação entre o desenvolvimento do TEA e a ocorrência de infecções 

maternas ou doenças autoimune, no período perinatal 5. 
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1.2 HIPÓTESES ETIOLÓGICAS DO TEA 
 

Diversas linhas de pesquisa têm demonstrado que os fatores genéticos e 

ambientais podem influenciar no desenvolvimento de alterações no circuito neural 

podendo desencadear o TEA. Pesquisas têm focado nas conexões entre o sistema 

imune e nervoso, tendo encontrado alterações imunológicas periféricas além da 

ativação da neuroglia e do sistema imunológico no tecido encefálico e no líquido 

cerebrospinal de pacientes diagnosticados com TEA. Os autores também relatam a 

presença de anticorpos agindo diretamente em estruturas do SNC como o córtex 

frontal e células endoteliais cerebrais28. 

No âmbito do desenvolvimento neurológico, imunológico e neuroimune 

existe uma vulnerabilidade associada a alterações decorrentes de fatores ambientais. 

Tais alterações podem ser variáveis dependendo de alguns fatores como: a natureza 

do insulto, a época e sua duração. Estes insultos podem ocorrer em qualquer ponto 

do neurodesenvolvimento. Alterações no desenvolvimento da crista neural e do tubo 

neural no embrião ocasionariam resultados estruturais e funcionais em todos os 

elementos neurais do sistema nervoso periférico, incluindo o sistema nevoso 

autônomo (simpático e parassimpático), sistema sensorial periférico e entérico 

(intestino). Efeitos do tubo neural também poderiam produzir alterações nas funções 

autonômicas centrais e/ou sistemas de controle fisiológico residente no hipotálamo e 

tronco encefálico em núcleos autonômos5.  

Fatores que afetam o desenvolvimento cortical teriam um impacto sobre as 

funções corticais superiores, incluindo a função psicossocial, processamento 

sensorial e funcionamento motor. Qualquer uma destas alterações no 

desenvolvimento neurológico poderia ocasionar efeitos em cascata através de vias 

sensoriais e neuroimune desencadedando transtornos neurológicos, imunológicos e 

neuroimunes29  (Figura 1). 
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Figura 1 - Cascata de efeitos originários de insultos no desenvolvimento neurológico 

que podem ocorrem em diferentes pontos do desenvolvimento (adaptado de 

GOYAL; MIYAN, 2014).  

 

 

Infecções maternas durante o período pré-natal têm sido consideradas 

como potenciais indutores de alterações estruturais e funcionais no desenvolvimento 

do sistema nervoso central (SNC) em longo prazo5. Estudos pré-clínicos têm 

destacado, o uso de um análogo sintético de RNA para mimetizar uma infecção 

viral30,31 ou a administração de lipopolissacárido (LPS) para mimetizar uma infecção 

bacteriana32, propondo que tais estímulos poderiam acarretar em alterações 

placentárias e atingir o sistema nervoso fetal, alterando os níveis de citocinas como 

as interleucinas 1β (IL-1β), interleucinas 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral α (TNF-α), 

tanto no período pré-natal quanto no neonatal, podendo  desencadear profundos 

efeitos comportamentais sobre a prole31.  

A hipótese apresentada na Figura 2 demonstra um aumento nos níveis de 

citocinas e/ou anticorpos na circulação materna proveniente da ativação imune 

materna ou doenças auto-imunes. Estas proteínas poderiam entrar diretamente no 

parênquima encefálico fetal ou provocar uma cascata de eventos na placenta, no 

sangue fetal e no tecido encefálico fetal que leva à secreção de citocinas pelos 

astrócitos e microglia fetal. As citocinas poderiam afetar o desenvolvimento neuronal, 
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atuando em processos de migração e diferenciação resultando em alterações 

comportamentais posteriormente5. 

 

Figura 2 – Resposta imunológica como uma hipótese etiológica para o TEA 

(adaptado de DEPINO, 2012). 

 

 

Citocinas são, na sua maioria, pequenas proteínas que foram originalmente 

caracterizadas apenas como moduladores imunes, mas que subsequentemente, 

foram incluídas na mediação de um conjunto diversificado de funções não imunes em 

diversos tecidos, incluindo o SNC. Representam proteínas de extrema importância 

para o desenvolvimento neurológico possuindo papel central na gliogênese e atuando 

nos fatores neurotróficos que promovem a sobrevivência das células que formam as 

conexões apropriadas bem como sua atuação como sinalizadores para provocar a 

apoptose de células não apropriadas33.  

Embora a ação das citocinas ocorra principalmente de forma local, seus 

efeitos podem ser distribuídos em via sistêmica, desta forma, a participação destas 

proteínas em resposta a uma infecção ou lesão materno-fetal pode afetar 

adversamente o desenvolvimento neurológico do feto. Evidências de estudo apontam 

para as infecções maternas como possíveis causas de anormalidades no 

desenvolvimento neurológico aumentando o risco para o desenvolvimento de 

transtornos como esquizofrenia e paralisia cerebral na prole34. 



18 

 

Um grupo de pacientes autistas apresentou aumento dos níveis de fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) no soro e líquido cerebroespinhal, reforçando a associação 

entre as citocinas e o autismo35. Em outro estudo, foram encontrados níveis elevados 

de citocinas tanto pró-inflamatórias quanto anti-inflamatórias em regiões encefálicas 

de pacientes autistas, especialmente as citocinas pró-inflamatórias envolvidas na 

ativação microglial28. 

Modelos animais de autismo utilizando infecções pré-natais apontam para 

a importância da ativação imunológica materna no sistema nervoso fetal36. Os 

modelos animais de infecções pré-natais propõem mimetizar infecções durante a 

gestação, dentre as substâncias mais utilizadas estão o LPS, vírus Influenza e ácido 

poliinosinico-policitidilico (PolyI:C), administrados pelas vias intraperitoneal, 

intravenosa, subcutânea ou intranasal em ratos. O número de administrações durante 

a gestação, o período gestacional e a dose desses agentes infecciosos devem sempre 

ser levados em consideração, pois podem resultar em alterações bastante 

heterogêneas entre os animais37. 

Angelidou (2012)38, propôs que a ativação imunológica por agentes 

infecciosos no período perinatal poderia ser um gatilho para o comprometimento do 

desenvolvimento neurológico alterando a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica e contribuindo para a inflamação no sistema nervoso, o que poderia 

desencadear o desenvolvimento do TEA. Desta forma, uma das características deste 

transtorno, identificada pela diminuição da interação social, tornou-se o foco de estudo 

em muitos laboratórios de pesquisa pré-clínica.  

O exato mecanismo de ação da ativação imunológica pré-natal que 

resultaria em alterações em longo prazo no SNC relacionadas ao TEA ainda é 

impreciso, porém diversas evidências de mediadores imunes como citocinas 

circulantes, elevação dos níveis de citocinas na placenta e estresse oxidativo no tecido 

encefálico fetal poderia ajudar a entender tal fenômeno37.  

 

1.3 BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 

 

A barreira hematoencefálica (BHE) constitui a barreira morfofuncional entre 

o SNC e a periferia, tratando-se de uma estrutura dinâmica com capacidade de 

modulação rápida que permite manter a homeostasia no SNC39. Sob condições 
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normais, a BHE assegura o fornecimento de nutrientes ao SNC e permite que as 

células inflamatórias respondam a alterações no ambiente local39.  

O desenvolvimento da BHE pode ser classificado em duas etapas41:  

1) Angiogênese encefálica (mecanismo através do qual se formam novos 

vasos a partir de vasos pré-existentes) – nesta etapa as células endoteliais encefálicas 

com origem em vasos permeáveis invadem a neuroectoderme e formam vasos 

intraneurais, sendo ainda muito primitivos e fenestrados, caracterizando-se por 

elevado diâmetro e forma irregular;  

2) Diferenciação da BHE – ocorre durante o período embrionário tardio e 

pós-natal inicial, onde os capilares encefálicos quando em contato com o tecido 

neuronal (principalmente com os astrócitos) diferenciam-se, amadurecem 

gradualmente e expressam as características intrínsecas da BHE.  

A BHE é responsável pelo controle estrito das trocas existentes entre os 

compartimentos encefálico e vascular, assegurando a homeostasia do microambiente 

encefálico. Esta ação só é possível impedindo a difusão paracelular de solutos 

hidrofílicos; mediando o transporte ativo de nutrientes para o encéfalo; permitindo o 

efluxo de moléculas hidrofóbicas e fármacos do encéfalo para o sangue; e regulando 

a migração transendotelial das células sanguíneas circulantes42. 

Pelo uso de modelos in vitro constatou-se que a capacidade de os linfócitos 

se ligarem à parede vascular encefálica é muito inferior à observada na vasculatura 

não especializada, fato que pode ser explicado pela diminuição da expressão de 

moléculas de adesão no endotélio encefálico e atribui à BHE o papel de barreira 

funcional43. Apesar disto, em doenças neurológicas inflamatórias, como na esclerose 

múltipla, vários linfócitos, monócitos e neutrófilos atravessam rapidamente a BHE e 

têm acesso ao SNC44. 

A alteração na integridade da BHE e migração de leucócitos para dentro do 

SNC são eventos iniciais na patogenia das doenças inflamatórias do SNC. A adesão 

e a migração de linfócitos através da parede do endotélio aos locais de inflamação 

são eventos complexos que dependem da produção de citocinas inflamatórias, 

favorecendo a interação dos leucócitos via moléculas de adesão ICAM-1 (molécula 

de adesão intercelular), VCAM-1 (molécula de adesão celular vascular) e selectinas 

presentes nas células endoteliais e os seus respectivos ligantes LFA-1 e VLA-4 

expressos nos leucócitos45. Além disso, as metaloproteinases (MMP) gelatinases A e 

B, também conhecidas como MMP-2 e MMP-9, cuja produção é influenciada por 
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diferentes tipos celulares (macrófagos, linfócitos, fibroblastos) e citocinas favorecem 

a migração de células inflamatórias pela BHE40. 

 

1.4 LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS) 
 

O LPS é um componente tóxico estrutural, que constitui parte da membrana 

de bactérias gram-negativas sendo fundamental para sua integridade 

morfofuncional46. Trata-se de um componente biologicamente ativo, com mecanismo 

de ação diretamente relacionado aos sintomas de algumas doenças47.  Por 

procedimentos de extração fenólica a partir da membrana dessas bactérias, o LPS 

pode ser utilizado para provocar os efeitos de infecção (mimetizar) para que seja 

possível avaliar suas consequências sintomatológicas bem como seu mecanismo de 

ação em experimentos. A extração do LPS é feita de diferentes bactérias gram-

negativas como Escherichia coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp., Klebsiella 

pneumoniae, Proteus spp dentre outras49. Os modelos experimentais são muito 

utilizados para análise de alterações sistêmicas, compreensão dos mecanismos de 

ação, fisiopatologia e farmacocinética dos processos inflamatórios e infecciosos e 

fornecem ferramentas para testar as hipóteses clínicas. Comercialmente a principal 

fonte de LPS para estudo é a extraída da bactéria Escherichia coli49. 

O LPS é um forte indutor do sistema imune inato46 e ao entrar em contato 

com o organismo animal, seja a partir de uma bactéria gram-negativa, ou pela 

administração direta do LPS extraído da membrana celular, provoca uma cascata de 

reações no organismo infectado, podendo atuar em diferentes células como: 

monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas, células endoteliais, e principalmente 

em macrófagos50. A ação do LPS se inicia com a ligação com uma glicoproteína do 

hospedeiro gerando uma reação em cascata que segue até o núcleo do macrófago e 

estimula a expressão de genes responsáveis pela síntese das citocinas pró-

inflamatórias: fator de necrose tumoral (TNF-α), a interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 

(IL-6) dentre outras51. Devido à liberação destas citocinas, a administração sistêmica 

de LPS é um método amplamente utilizado para induzir a ativação da resposta imune 

com a participação dos macrófagos52.  

A partir da verificação da presença de citocinas pró-inflamatórias no SNC 

em organismos cuja administração de LPS foi realizada perifericamente levantou-se 

a hipótese de que o LPS poderia atuar no SNC e posteriormente verificou-se que as 
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citocinas são mediadores essenciais entre o sistema imune e SNC53, sendo 

potencialmente responsáveis pelas alterações comportamentais encontradas em 

animais, como a diminuição da exploração ambiental e social, diminuição da atividade 

motora, diminuição da memória, diminuição do comportamento sexual dentre outras 

alterações características do processo inflamatório54. 

 

 

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO 
 

O estresse oxidativo pode ser definido como uma perturbação do equilíbrio 

entre o nível de oxidantes e antioxidantes no organismo vivo. As células são expostas 

aos oxidantes provenientes de uma grande variedade de fontes exógenas e 

endógenas, incluindo gazes naturais nocivos como o ozônio, altas concentrações de 

oxigênio, efeitos de radiações, produtos químicos, bactérias patogênicas, vírus, entre 

outros. Fontes endógenas incluem enzimas que podem indiretamente produzir 

espécies reativas ao oxigênio (EROs)55. 

Os radicais livres e outras EROs são átomos instáveis, moléculas ou íons 

com elétrons desemparelhados. São considerados prejudiciais porque o elétron não 

emparelhado reage com outros íons e moléculas para ligar-se a um elétron desta outra 

molécula, com o objetivo de emparelhar-se. Este efeito produz perturbações a estas 

moléculas e consequentemente danos às células56. As EROs retiram elétrons da 

membrana lipídica (a membrana celular da maioria dos organismos vivos é feita de 

uma bicamada lipídica) e a degradação oxidativa da membrana lipídica é referida 

como a peroxidação lipídica. A peroxidação de lipídios resulta na perda da integridade 

da membrana e altera sua fluidez, o que em última análise leva à morte celular 56,57. 

As EROs também reagem com as proteínas e os ácidos nucléicos que podem 

conduzir à morte celular por apoptose e consequentemente a necrose58.  

Sob condições normais existe um dinâmico equilíbrio entre a produção de 

EROs e a capacidade antioxidante da célula59. Desta forma, o estresse oxidativo 

ocorre quando há um desequilíbrio entre os radicais livres e a capacidade para 

neutralizá-los (isto é, um excesso de pró-oxidantes, uma diminuição nos níveis de 

antioxidantes, ou ambos)55.  

Estudos post-mortem revelaram que áreas encefálicas afetadas em 

indivíduos diagnosticados com TEA apresentaram morte celular acelerada em 
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condições de estresse oxidativo60,61. Lopez-Hurtado e Prieto (2008), verificaram que 

a densidade de lipofuscina, uma matriz de lipídiodo oxidado e proteína de ligação 

cruzada que se forma como resultado de uma lesão oxidativa nos tecidos, foi 

observada acentuadamente em áreas corticais enecfálicas envolvidas com 

comunicação em indivíduos diagnosticados com TEA quando comparadas ao grupo 

controle60.  

Um estudo descreveu que as regiões encefálicas com os mais altos níveis 

do marcador de estresse oxidativo 3-nitrotirosina (3-NT) foram: o córtex orbitofrontal, 

a área de Wernicke, o verme e hemisfério cerebelar (áreas do encéfalo associadas 

com o processamento da fala, coordenação motora e sensorial, comportamento 

emocional e social e memória, respectivamente) em indivíduos diagnosticados com 

TEA63.  

Viora e colaboradores (2001)62, sugerem a existência de um elo entre o 

estresse oxidativo e a resposta imune e propõe que a infecção materna gera um 

processo inflamatório que pode levar ao estresse oxidativo, tal como um aumento da 

peroxidação lipídica, produzindo efeitos perinatais adversos. A peroxidação lipídica é 

uma reação em cadeia entre os ácidos graxos poli-insaturados e EROs, que produz 

peróxidos lipídicos e hidrocarbonetos, os chamados polímeros, considerados 

altamente citotóxicos66. Em 2004, um estudo proposto por Chauhan e colaboradores 

encontraram aumento na peroxidação lipídica em plasma de crianças autistas quando 

comparadas aos irmãos não-autistas61. 

O malondialdeído (MDA) é o produto final da peroxidação, sendo utilizado 

como um marcador para a peroxidação lipídica, encontrado em nível elevado, quando 

verificado por reação ao ácido tiobarbitúrico em indivíduos com TEA61. Diversas 

enzimas antioxidantes como a catalase a superóxido dismutase e a glutationa 

peroxidase catalisam reações para neutralizar EROs formando os mecanismos de 

defesa endógena, entretanto, estudos têm demonstrado a diminuição dos níveis de 

enzimas antioxidantes no plasma de crianças autistas65. 

Desta forma, alterações nas atividades de enzimas antioxidantes como a 

SOD, CAT e GPx, aliada a uma interação entre fatores genéticos, ambientais, e 

fatores imunológicos poderiam estar envolvidas na síntese do TEA, sendo o estresse 

oxidativo o mecanismo de ligação entre tais fatores. 

O TEA é um distúrbio neuropsiquiátrico desenvolvido na infância precoce 

caracterizado pelo prejuízo severo e invasivo de domínios nas áreas do 
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desenvolvimento pertinentes à interação social, comunicação, comportamento e 

interesse, sendo relacionado ao atraso ou total ausência da comunicação verbal1. 

Modelos experimentais de autismo induzidos por infecções pré-natais em 

ratas prenhes32 têm causado a redução do comportamento de brincar nos filhotes e a 

diminuição da interação social quando adultos, sugerindo que o efeito da inflamação 

materna sobre o comportamento dos filhotes poderia ocorrer devido a ativação 

imunológica materna pela da ação de citocinas52. O modelo utilizado para a indução 

do comportamento autista neste trabalho possui a mesma proposta, considerando que 

a administração de LPS em período pré-natal é capaz de agir diretamente nas células 

placentárias e induzir à liberação de mediadores inflamatórios, provocando, na prole, 

comprometimentos comportamentais e cognitivos semelhantes aqueles encontrados 

em indivíduos autistas.   
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar a resposta inflamatória na prole de ratos submetidos ao modelo animal de 

autismo induzido por LPS no período pré-natal.  

  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Avaliar a permeabilidade da barreira hematoencefálica no córtex pré-frontal, no 

cerebelo, e no hipocampo de ratos neonatos e de ratos jovens submetidos ao modelo 

animal de autismo induzido por LPS no período pré-natal. 

 

Avaliar a concentração de TNF-α, IL-1β e IL-6 no córtex pré-frontal, no cerebelo e no 

hipocampo de ratos neonatos e de ratos jovens submetidos ao modelo animal de 

autismo induzido por LPS no período pré-natal. 

 

Analisar o dano oxidativo em lipídios e proteínas no córtex pré-frontal, no cerebelo e 

no hipocampo de ratos neonatos e de ratos jovens submetidos ao modelo animal de 

autismo induzido por LPS no período pré-natal. 

 

Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no córtex pré-frontal, no 

cerebelo e no hipocampo de ratos neonatos e de ratos jovens submetidos ao modelo 

animal de autismo induzido por LPS no período pré-natal. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Estudo pré-clínico utilizando modelo animal de doença. 

 

 

3.2 ANIMAIS 

 

Foram utilizadas 12 fêmeas de ratos Wistar (Rattus norvegicus) adultas (90 

dias), virgens, pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério da Universidade 

do Vale do Itajaí – UNIVALI, sendo acasaladas com 6 machos da mesma linhagem.  

Durante todo o período experimental, os animais foram mantidos em 

temperatura controlada (22oC +/- 1) e ciclos de luz artificial (12 horas claro/escuro) e 

receberam ração comercial padronizada para ratos de laboratório e água ad libitum.  

 

3.3 ACASALAMENTO 

 

Para o acasalamento, as fêmeas foram introduzidas ao final do período de 

luz (19h) nas gaiolas dos machos, sendo sempre duas fêmeas para cada macho. 

As 7h da manhã do dia posterior a prenhez foi verificada por meio do lavado 

vaginal, que consistiu na introdução de cloreto de sódio através de uma pipeta plástica 

na vagina da fêmea, colhendo secreção para análise em microscópio óptico a procura 

de espermatozoides junto ao material biológico do animal66. Quando verificada a 

presença de espermatozoides, considerou-se como dia gestacional zero (DG 0) 

daquela fêmea67. As fêmeas prenhes foram separadas aleatoriamente caracterizando 

o grupo experimental e o controle, sendo colocadas individualmente em sua gaiola 

moradia onde permaneceram durante toda a gestação. 

 

 

 

3.4 INDUÇÃO DO MODELO ANIMAL DE AUTISMO  
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Para a caracterização do modelo animal de autismo, fêmeas prenhes 

receberam a administração intraperitoneal (ip) de uma única injeção de 

lipopolissacarídeo (LPS) obtido por extração fenólica a partir de Escherichia coli, 

sorotipo 0127:B8 (Sigma®), na dose de 100 µg/kg no DG 9,568,70 sempre no período 

vespertino (15h – 17h),  diluída em 100 µg/mL de solução aquosa de NaCl 0,9% estéril, 

enquanto as fêmeas do grupo controle receberam apenas solução aquosa de NaCl 

0,9% estéril ip no volume equivalente ao grupo experimental. Para a validação do 

modelo os animais jovens foram submetidos aos testes de interação social e 

estereotipia.  

O teste de interação social é baseado na tendência natural dos roedores 

em investigar com maior dedicação um indivíduo intruso que lhe for apresentado pela 

primeira vez, sendo realizado de acordo com Schneider e Prezewlocki (2005)70. 

O comportamento estereotipado é bem definido pela permanência do 

animal em posição estacionária exibindo movimentos rápidos, repetidos da cabeça e 

membros dianteiros. Este teste foi realizado conforme descrito por Battisti et al. 

(2000)71. 

 

3.5 PADRONIZAÇÃO DA NINHADA 

 

Os partos ocorreram de forma natural e no dia pós natal (PND) 1 e PND 2 

não ocorreram nenhuma manipulação para evitar a possibilidade de rejeição da mãe 

em relação a prole. No PND 3 cada ninhada foi ajustada em 4 machos e 4 fêmeas, 

totalizando 8 animais/ninhada. A diferenciação entre os gêneros foi realizada pela 

verificação da diferença visual relacionada a distância ano-genital, sendo maior em 

machos73. 

Os filhotes foram divididos em dois grupos, sendo caracterizados como 

grupo GA e GnA conforme segue: 

Grupo GA: (grupo comportamento autista) composto por ratos machos, 

originários de mães que receberam LPS. 

Grupo GnA: (grupo comportamento não autista) composto por ratos 

machos, originários de mães que receberam solução salina.  

 

Ainda no PND 3 (ratos neonatos), os animais machos foram submetidos à 

avaliação da permeabilidade da BHE (n=6/grupo) e avaliação neuroquímica 
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(n=6/grupo). Os demais permaneceram com suas mães até o PDN 21, onde foi 

realizado o desmame e tanto as mães quanto a prole de fêmeas foram submetidas a 

morte indolor assistida, realizada pelo responsável técnico do biotério da UNISUL. Os 

animais permaneceram no biotério até o PDN 30 (ratos jovens), onde foram 

submetidos aos testes de interação social e estereotipia para validação do modelo e 

posteriormente à análise da permeabilidade da BHE (n= 6/grupo) e avaliação 

neuroquímica (n= 6/grupo). 

 

3.6 PROTOCOLO PARA ANALISES DA BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 

 

3.6.1 Permeabilidade da barreira hematoencefálica 

 

A permeabilidade da BHE foi verificada pela análise quantitativa de 

extravasamento do corante Azul de Evans, de acordo com UYAMA et al. (1988)72. Os 

animais receberam o corante na concentração de 2% (diluído em solução salina), na 

dose de 4 mL/kg por via intravenosa (veia femoral) para ratos jovens e intraperitoneal 

para ratos neonatos.  

Após 60 min os animais foram anestesiados com cetamina (6,6 mg/kg), 

xilazina (0,3 mg/kg) acepromazina (0,16 mg/kg) por via ip74,75 e perfundidos com 

solução salina no ventrículo esquerdo à pressão de 110 mm/Hg até que fosse obtido 

fluido incolor no átrio direito, sendo decapitados logo após.  

O encéfalo foi rapidamente removido e fragmentado em córtex pré-frontal, 

cerebelo e hipocampo.  As amostras foram pesadas, inseridas em solução de 

tricloroacético 50%, homogeneizadas e centrufugadas para extração do corante que 

foi diluído em etanol (1:3). A mensuração foi realizada através da fluorescência 

(excitação em 620nm e emissão a 680nm) com um espectrofotômetro de 

luminescência, sendo quantificada em Azul de Evans ng/mg tecido71.  

 

3.7 PROTOCOLO PARA ANÁLISES NEUROQUÍMICAS 

 

No PND 3 (ratos neonatos) ou no PND 30 (ratos jovens), os animais foram 

decapitados, tendo seus encéfalos retirados sobre superfície congelada. O córtex pré-

frontal, o cerebelo e o hipocampo foram extraídos e armazenados em freezer -800C 

para posteriores avaliações, conforme descrito a seguir. 
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3.7.1 Isolamento de microvasos cerebrais 

 

Para o isolamento de microvasos cerebrais o córtex pré-frontal, o cerebelo 

e o hipocampo foram homogeneizados em 4ml de tampão PBS. O pellet foi 

ressuspendido em 15% de dextrano T-500 e em seguida, adicionado em 20% 

dextrano T-500, seguido de centrifugação a 25.000rpm durante 10 min a 4 °C77. 

 

3.7.2 Dosagem de citocinas 

 

Para as dosagens, primeiro foi realizada a extração de proteínas, em que 

os tecidos foram homogeneizados em 250µL de tampão contendo Tris HCl na 

concentração de 10mM e ph 7,4; EDTA 1mM, PMSF 0,001mM, pepstatina 1µg/mL e 

1% Triton X 100. A mistura permaneceu 1h no gelo. Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas durante 25min a 12000rpm. O sobrenadante foi coletado para a 

dosagem de proteínas e também para os protocolos de ELISA. A concentração de 

proteína foi determinada pelo método de Lowry; Rosenbrough; Farr (1951)81. 

A quantificação de citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α foi realizada pelo teste de 

ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay), de acordo com o protocolo do 

fabricante. Para a quantificação de IL-1β, IL-6 foi utilizado o kit Platinum ELISA da 

empresa eBioscience®; para a quantificação de TNF-α foi utilizado o kit Enzo Life 

Sciences®. 

As dosagens de IL-1b, IL-6 e TNF-α foram realizadas pela técnica ELISA, 

Rat ELISA Biotrak TM System, GE, Healthcare, UK, sendo determinadas em pg/mg 

de proteína tecidual.  

 

3.7.3 Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)  

 

A avaliação da peroxidação lipídica foi realizada a partir da reação de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico gerando bases de Schiff78. Os ácidos 

graxos presentes na membrana lipídica, após sofrerem dano oxidativo, geram o MDA 

que reage com duas moléculas de TBA com a eliminação de duas moléculas de água, 

formando um complexo rosa com absorção máxima a 532 nm. Para a detecção do 

dano causado pela lipoperoxidação, 400 μL do homogenato foram misturados a 400 
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μL da solução (1% TBA / 50 mM NaOH / 0,1 mM BHT) e 200 μL de ácido fosfórico 

7%. Posteriormente, a amostra foi incubada a 100 ºC por 15 min e após a descanso 

de 5 min em banho de gelo para estabelecer o término da reação, foram adicionados 

1,5 mL de butanol. 

Os tubos foram agitados vigorosamente e centrifugados a 3.000 g por 10 

min. A fase orgânica foi removida e medida espectrofotometricamente em 532 e 600 

nm em cubetas de quartzo para volume igual a 1 mL. Para o branco foi substituída a 

solução de TBA por HCl 3,0 mM. A concentração de TBARS (nmol/g) foi calculada 

utilizando o coeficiente de extinção molar de 156 mM TBARS (nmol.g1). 

 

3.7.4 Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil  

 

O dano oxidativo às proteínas por carbonilação foi determinado de acordo 

com o método proposto por Levine et al. (1990)82. As amostras foram 

homogeneizadas (na diluição de 1:10) em 5% de ácido sulfossalicílico gelado. Uma 

alíquota de 200 μL de homogenato foi adicionada a 800 μL de 2,4-dinitrofenilhidrazina 

(DNPH). As amostras foram mantidas à temperatura ambiente por 1 hora, ao abrigo 

da luz, sendo vigorosamente agitadas a cada 15 min. Foram adicionados 800 μL de 

TCA 20% e os tubos foram agitados e centrifugados por 5 min a 5000g.  

Os sobrenadantes foram descartados e o excesso de DNPH removido, 

lavando-se os precipitados inicialmente com 800 μL de TCA 10%, agitados e 

centrifugados por 5 min a 5000rpm e depois, lavados por três vezes, com 800 μL de 

uma solução de etanol: acetato de etila (1:1), sempre seguidos de agitação e 

centrifugação por 5 min a 14.000rpm. Após secagem das paredes dos tubos com o 

auxílio de um bastonete de algodão, os precipitados foram dissolvidos em 600 μL de 

guanidina 6 M, submetidos à agitação e incubados por 10 min a 37 °C, para 

dissolução.  

Os brancos foram preparados substituindo-se DNPH por HCl 2M. As 

absorbâncias máximas em 360 nm foram determinadas e os valores finais das 

proteínas carboniladas foram calculados utilizando o coeficiente de extinção molar, a 

concentração de proteínas totais previamente determinada e o conteúdo de proteína 

carbonilada foi calculado conforme equação abaixo: 

Proteína Carbonilada (nmol/mg) = (Abs360 x 45,45) / [Proteínas Totais] 
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3.7.5 Atividade da Catalase (CAT)  

 

O princípio deste método baseia-se no decaimento da absorbância 

ocasionado pela redução de H2O2 a água, pela CAT presente na amostra, medido 

espectrofotometricamente a 240 nm, durante tempo predeterminado79. Para esse 

ensaio, foi utilizada a solução de peróxido de hidrogênio (10 mM) em tampão fosfato 

de potássio 50 mM (pH 7,0) preparada e titulada no dia da análise. 

Em uma cubeta de quartzo, foram colocados 2 mL da solução de H2O2 e 

20 μL de amostra. Após homogeneização, a velocidade de decomposição do H2O2 foi 

medida durante 20 segundos. As amostras foram analisadas em triplicata, e os valores 

foram expressos em mmol de H2O2 consumido por minuto e por grama (mmol.min-1.g-

1).  

  

3.7.6 Atividade da superóxido dismutase (SOD) 

 

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm80 

mediante a oxidação da epinefrina (mudança de pH 2,0 para pH 10,0) que gera o 

ânion superóxido e um cromóforo róseo, o adrenocromo, cuja formação foi retardada 

pela enzima presente na amostra. Em uma cubeta contendo 1,95 mL de glicina 50 

mM, pH 10,0 foram adicionados 50 μL de epinefrina 60 mM (mantida em gelo, frasco 

âmbar e pH em torno de 2,0 para evitar a oxidação).  

A velocidade de formação do adrenocromo foi acompanhada durante cerca 

de 90 segundos antes do início da reação, para então ser adicionada a alíquota da 

amostra (em torno de 20 a 70 μL, dependendo da concentração e atividade da enzima 

presente na amostra). O tempo total de monitoramento da reação foi de três minutos. 

Curvas de quatro  a sete pontos permitiram avaliar indiretamente a atividade 

enzimática da SOD em tais condições.  

Os valores da SOD foram expressos em U SOD g–1, ou seja, em termos de 

atividade da enzima, em uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de 

enzima necessária para diminuir à metade a velocidade espontânea de formação do 

adrenocromo. 

 

3.7.7 Determinação de proteínas totais 
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Todas as mensurações bioquímicas foram normalizadas pelo conteúdo de 

proteínas com albumina bovina como padrão81, sendo expressas em mg/ml. 

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada através do programa estatístico Statistical 

Product and Service Solutions (SPSS), versão 20.0. Os dados foram apresentados 

como média e desvio padrão e analisados pelo teste t de Student. A significância 

estatística foi considerada para valores de p≤0,05. 

 

3.9 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente projeto foi submetido à avaliação pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina, sendo aprovado 

sob o protocolo 13.033.2.01.IV. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

4.1.1 Teste de estereotipia  

   

Atividade de auto-limpeza tem sido amplamente utilizada como um índice 

de comportamento repetitivo em estudos pré-clínicos do TEA83. Os resultados 

demonstraram que os animais do GA apresentaram um número [(F = 6,634; P= 0,017)] 

e tempo [(F = 10,428; P= 0,004)] de grooming significativamente maior, quando 

comparados ao grupo controle (Figura 3), indicando que a exposição pré-natal ao LPS 

foi capaz de provocar comportamento autista, considerando este parâmetro como 

referência, nos animais experimentais. 

 

Figura 3 – Número (Figura 3A) e tempo (Figura 3B) de episódios de movimentos 

estereotipados (grooming) realizados pelo GA e GnA. 

 

 

Legenda: Número (A) e tempo (B) de episódios de movimentos estereotipados (grooming) mensurados 
durante 5 min. Os dados foram expressos em média ± erro padrão, n= 12 para cada grupo. *Diferença 
significativa entre o GnA e GA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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4.1.2 Teste de interação social 

 

Uma das características mais relevantes do TEA é o prejuízo na interação 

social, podendo manifestar-se como isolamento ou comportamento social impróprio, 

dificuldade em participar de atividades em grupo, indiferença afetiva ou 

demonstrações inapropriadas de afeto e falta de empatia social84,85. Neste estudo, os 

resultados do teste de interação social demostraram que houve diminuição na 

interação entre os animais. Dentre os parâmetros analisados, seguir o animal intruso 

[(F= 6,191; P= 0,021)] apresentou diminuição significativa e permitir a monta pelo 

animal intruso [(F= 5,292; P= 0,031)] apresentou um aumento significativo quando 

comparados o GA com o GnA, conforme Figura 4.         

 

Figura 4 – Duração (tempo) do comportamento social apresentados pelo GA e GnA.   

  

 

Legenda: Duração (tempo) do comportamento social mensurado durante 10 min. Os dados foram 
expressos em média ± erro padrão, n= 12 para cada grupo. *Diferença significativa entre o grupo GA e 
GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
 

4.2 PERMEABILIDADE DA BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 

 

A permeabilidade da BHE foi verificada pela análise quantitativa de 

extravasamento do corante azul de Evans, de acordo com UYAMA et al. (1988). Os 

resultados demonstraram que houve um maior extravazamento de corante no 

cerebelo de animais neonatos [(F= 0,096; P= 0,003)] (Figura 5A) e jovens [(F= 10,621; 
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Figura 5 – Análise da permeabilidade da BHE através do extravasamento de Azul de 

Evans em animais neonatos (Figura 5A) e jovens (Figura 5B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Quantificação do extravasamento de azul de Evans em ratos neonatos (A) e jovens (B). Os 
dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa 
entre o grupo GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 

 

4.3. ANÁLISES NEUROQUÍMICAS 

 

4.3.1. Dosagem de IL-1β 

 

Os níveis de IL-1β no tecido nervoso dos animais expostos ao LPS em 

período pré-natal foram maiores quando comparados ao grupo controle (Figura 6). 

Dentre as estruturas analisadas a diferença foi significativa em córtex pré-frontal [(F= 

0,388; P= 0,027)] de animais neonatos (Figura 6A) e em cerebelo [(F= 10,038; P= 

0,0004)] e hipocampo [(F= 0,791; P= 0,000004)] de animais jovens (Figura 6B). 
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Figura 6 – Dosagem de IL-1β no tecido nervoso de animais neonatos (Figura 6A) e 

jovens (Figura 6B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Dosagem de IL-1β no tecido nervoso de animais neonatos (A) e jovens (B). Os dados foram 
expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa entre os grupos 
GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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Os resultados mostraram aumento significativo nos níveis de IL-6 em todas 
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P= 0,0186)] de neonatos (Figura 7A) e córtex pré-frontal [(F= 3,584; P= 0,047)], 

cerebelo [(F= 0,853; P= 0,004)] e hipocampo [(F= 0,911; P= 0,001)] de animais jovens 

(Figura 7B). 
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Figura 7 – Dosagem de IL-6 no tecido nervoso de animais neonatos (Figura 7A) e 

jovens (Figura 7B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Dosagem de IL-6 no tecido nervoso de animais neonatos (A) e jovens (B). Os dados foram 
expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa entre o grupo GA 
e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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Figura 8 – Dosagem de TNF-α no tecido nervoso de animais neonatos (Figura 8A) e 

jovens (Figura 8B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Dosagem de TNF-α no tecido nervoso de animais neonatos (A) e jovens (B). Os dados foram 
expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa entre o grupo GA 
e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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Figura 9 – Medida de substâncias reativas ao TBARS no tecido nervoso de animais 

neonatos (Figura 9A) e jovens (Figura 9B) do GA e GnA. 

 

Legenda: Medida de substâncias reativas ao TBARS no tecido nervoso de animais neonatos (A) e 
jovens (B). Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença 
significativa entre o grupo GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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Figura 10 – Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil no tecido 

nervoso de animais neonatos (Figura 10A) e jovens (Figura 10B) do GA e GnA. 
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Legenda: Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil no tecido nervoso de animais 
neonatos (A) e jovens (B). Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada 
grupo. *Diferença significativa entre o grupo GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 

 

4.3.6 Atividade da Catalase (CAT) 

 

A atividade da enzima antioxidante catalase foi significativamente menor 

em cerebelo [(F= 0,024; P= 0,000008)] e hipocampo [(F= 5,565; P= 0,001)] de 

neonatos (Figura 11A) e em córtex pré-frontal [(F= 4,760; P= 0,005)] de animais jovens 

(Figura 11B) expostos ao LPS em período pré-natal. 

 

Figura 11 – Atividade da CAT no tecido nervoso de animais neonatos (Figura 11A) e 

jovens (Figura 11B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Avaliação da atividade da CAT no tecido nervoso de animais neonatos (A) e jovens (B). Os 
dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa 
entre o grupo GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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3,609; P= 0,032)] e hipocampo [(F= 1,441; P= 0,009)] de neonatos (Figura 12A) e 

córtex pré-frontal [(F= 8,912; P= 0,002)] de animais jovens (Figura 12B). 

 

Figura 12 – Atividade da SOD no tecido nervoso de animais neonatos (Figura 13A) e 

jovens (Figura 13B) do GA e GnA. 

 

 

Legenda: Avaliação da atividade da SOD no tecido nervoso de animais neonatos (A) e jovens (B). Os 
dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 06 para cada grupo. *Diferença significativa 
entre o grupo GA e GnA. P< 0,05 (T. Student).  
Fonte: Elaboração do autor, 2014. 
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5. DISCUSSAO 
 

Neste trabalho investigaram-se os aspectos sociais envolvidos no 

desenvolvimento do sistema nervoso central de ratos machos expostos ao LPS pré-

natalmente. Os aspectos investigados demonstraram que o comportamento social foi 

prejudicado, do mesmo modo que o aumento no número de movimentos 

estereotipados, confirmando que o modelo foi capaz de reproduzir o comportamento 

autista e corroborando com os resultados descritos por Kirsten e colaboradores 

(2010)52.   

A etiologia do TEA ainda não está definida, no entanto, a interação entre 

fatores genéticos e ambientais é apontada como condição merecedora de 

atenção24,25. Uma das hipóteses sugere que citonas oriundas da ativação imunológica 

materna (discutidas a seguir), possam atingir a circulação fetal através da placenta e 

migrar para o SNC atravessando a BHE imatura, alterando o desenvolvimento 

encefálico de modo que justifique tal alteração comportamental ao longo do tempo32. 

A alteração no desenvolvimento cortical teria um impacto sobre as funções 

corticais superiores, incluindo a função psicossocial, processamento sensorial e 

funcionamento do motor, sendo que qualquer uma destas alterações no 

desenvolvimento neurológico poderia ocasionar efeitos em cascata através de vias 

sensoriais e neuroimune desencadedando transtornos neurológicos, imunológicos e 

neuroimunes29. 

A barreira hematoencefálica (BHE) constitui a barreira morfofuncional entre 

o SNC e a periferia, tratando-se de uma estrutura dinâmica com capacidade de 

modulação rápida que permite manter a homeostasia no SNC39, assegurando seu 

fornecimento nutricional. Alguns estudos têm demonstrado que a alteração na 

permeabilidade da BHE proporciona o influxo de mediadores inflamatórios para o SNC 

e que está envolvida na fisiopatologia de doenças neuroinflamatórias44,45. Nossos 

resultados demonstraram que a BHE dos animais induzidos ao comportamento autista 

foi considerada mais permeável (cerebelo) pelo extravasamento do corante azul de 

Evans, demonstrando que o influxo de citocinas para o SNC proveniente da ativação 

imunológica materna pode ter causado alterações no desenvolvimento e diferenciação 

da BHE que ocorre durante o período embrionário tardio e pós-natal inicial41. É 

possível ainda sugerir que este influxo de citocinas facilitado pela barreira imatura 

poderia resultar em alterações em lócus afetando o desenvolvimento do sistema 
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nervoso, uma vez que a permeabilidade anormal da BHE parece preceder os sintomas 

clínicos associados a doenças relacionadas a neuroinflamação38. Tais informações 

contribuem com a hipótese sugerida por Goines e Van de Water (2010) que, após 

constatarem a presença de anticorpos no encefálo de crianças autistas, relatam que 

tal susceptibilidade poderia ocorrer a partir da exposição à xenobióticos, 

interrompendo ou prejudicando o desenvolvimento da BHE e consequentemente sua 

seletividade.  

O cerebelo é considerado uma estrutura distinta do encéfalo devido sua 

anatomia, fisiologia e desenvolvimento, uma vez que possui a maior densidade de 

células de qualquer área encefálica (cerca de quatro vezes mais do que o 

neocórtex)86,87 e as células de Purkinje cerebelares possuirem maior poder sináptico 

do que qualquer outro tipo de célula88. Para que seja possível desempenhar este papel 

único é necessário que a sinaptogênese cerebelar seja consideravelmente 

intensificada, utilizando energia o suficiente para uma apropriada complexidade 

molecular e eficaz síntese proteíca89-91 resultando em alta energia metabólica92.  

Devido a esta distinção, é possível que as alterações no cerebelo de 

autistas sejam mais evidentes do que em outras áreas encefálicas. Além disso, 

sugere-se que o cerebelo não seja etiológico na patogênese do TEA, mas sim que 

suas propriedades anatomofisiológicas únicas poderiam acentuar os mecanismos que 

são aberrantes em todo o encéfalo autista93. E ainda, é possível que tal influxo de 

citocinas seria potencialmente facilitado pela mediação aberrante realizada pela BHE 

mais permeável no tecido cerebelar. 

Esta hipótese não diminui a importância potencial de alterações 

cerebelares relacionadas ao desenvolvimento de comportamento autista, ao contrário, 

as alteraçõs das células de Purkinje descritas em estudos recentes93 poderiam auxiliar 

na identificação de alterações biológicas em pacientes com TEA de forma precoce, 

colocando o cerebelo como um foco de estudo para o possível diagnóstico ideal94,95. 

É sabido que interferências ambientais durante a ontogênese do SNC 

podem resultar em danos em longo prazo, especialmente pela ativação de células do 

sistema imune e aumento de mediadores imunológicos. Quando avaliado os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6) em estruturas encefálicas dos animais 

submetidos à exposição pré-natal de LPS, nossos resultados demonstraram aumento 

destes mediadores em todas as estruturas analisadas e em diferentes períodos de 

desenvolvimento encefálico.  
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Vários estudos pré-clínicos têm demonstrado que a neuroinflamação pré-

natal e neonatal podem estar associadas ao desenvolvimento do TEA e fortalecem a 

ideia de que o espectro de manifestações clínicas pode estar relacionado a uma 

desordem imunológica96-100. Além disso, dados obtidos em estudos clínicos revelam 

aumento significativo nos níveis de citocinas no soro de crianças autistas quando 

comparadas ao grupo controle101,102.     

Diante disso, a alteração no desenvolvimento neurológico observado no 

TEA pode estar relacionada à neurotoxicidade oriunda das alterações (superprodução 

ou diminuição) nos níveis de citocinas, da mesma forma como acontece em outros 

distúrbios neuropsiquiátricos como esquizofrenia103. Os resultados dos estudos 

realizados por Boksa (2010) utilizando modelo pré-clínico de infeção demonstraram 

que a ativação imune pré-natal causou alterações comportamentais, estruturais e 

funcionais no SNC, inclusive aumentando a expressão de agentes oxidantes no SNC 

do feto. 

O alto índice de citocinas pró-inflamatórias e a ativação da neuroglia têm 

sido relatados em regiões encefálicas no TEA o que poderia justificar este efeito, além 

de um nível significativamente elevado de 3-CT (3-clorotirosina) (um biomarcador 

utilizado para avaliar resposta inflamatória crônica) no cerebelo e área 22 de 

Brodimann e de células fagocitárias ativadas que produzem ácido hipoclorídrico, o 

produto da mieloperoxidase (MPO)104. A expressão elevada da MPO foi demonstrada 

em doenças neurológicas crônicas, tais como a doença de Alzheimer105 Parkinson106 

e esclerose múltipla107.  

O aumento observado em 3-CT no cerebelo e área 22 de Brodmann de 

autistas é uma indicação da expressão de MPO elevada e suporta relatórios anteriores 

que descreveram a ativação da microglia e de citocinas inflamatórias no TEA108 o que 

dá aos estudos relacionados a neuroinflamação na neuropatologia do TEA um papel 

de extrema importância. 

O aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias potencializa a 

expressão da proteína quimiotrativa de monócitos (MCP-1) e das moléculas de 

adesão (CAMs) consideradas cruciais para a o recrutamento e transmigração de 

leucócitos nas respostas inflamatórias109,110  e eleva também a expressão da ciclo-

oxigenase-2 (COX-2)111 e do óxido nítrico sintetase induzível (iNOS)112. A COX-2 é 

um fator limitante na velocidade na síntese de prostaglandinas E2 (PGE2) e esta 

produção, induzida pela inflamação é regulada tanto pela expressão da COX-2, 
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quanto pela disponibilidade de ácido araquidônico111,113. O ácido araquidônico é 

expresso a partir do metabolismo das fosfolipases cPLA2 e sPLA2 e o aumento na 

sua expressão eleva a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) que esgota 

a glutationa intracelular e consequentemente eleva o índice do MDA, o subproduto da 

peroxidação lipídica114. O iNOS, por sua vez, produz grandes quantidades de óxido 

nítrico (NO)115,112 um radical livre que contribui para a formação do peroxinitrito que 

leva ao dano as proteínas108.   

O delicado equilíbrio existente entre a produção de EROs e de defesas 

antioxidantes pode ser perturbado tanto pelo aumento da produção de EROs ou 

quanto pela uinadequada defesa antioxidante. O aumento da geração de EROs em 

recém-nascidos pode ocorrer como resultado de várias condições, incluindo hiperoxia, 

reperfusão, e/ou infecção, uma vez que o bebê prematuro tem concentrações 

inadequadas de antioxidantes no nascimento, bem como uma síntese diminuída de 

antioxidantes em resposta a hiperoxia sendo, particularmente susceptível a danos 

induzidos por EROs. 

O estresse oxidativo ocorre quando os mecanismos de defesa 

antioxidantes não são efetivos contra fontes endógenas ou exógenas de EROs121. 

Evidências apontam para aumento dos níveis de estresse oxidativo em regiões 

encefálicas de indivíduos autistas60,61,117,118, especialmente em lobo temporal, parietal, 

frontal, hipocampo e cerebelo60,64,117. Estudos pos-mortem envolvendo avaliação de 

marcadores de estresse oxidativo em crianças autistas demonstraram níveis elevados 

de hidroperóxidos de lípidos no cerebelo e córtex temporal119 e dano oxidativo a 

proteínas mitocondriais no giro temporal superior (áreas 41/42 e 22 de Brodmann)120. 

Além disso, foi encontrado níveis plasmáticos diminuídos de enzimas 

antioxidantes61,121,122, incluindo GSH e GSSG123-125. 

Uma das propostas de nosso estudo foi avaliar o estresse oxidativo em 

estruturas encefálicas a partir da ativação imunológica materna e os resultados 

mostraram aumento nos níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (um 

marcador para o dano oxidativo a lipídeos), aumento do dano oxidativo em proteínas 

do grupamento carbonil, bem como a diminuição da atividade de enzimas 

antioxidantes (catalase e superóxido dismutase) no tecido nervoso tanto em animais 

neonatos quanto em animais jovens expostos ao LPS em período pré-natal. 

Estes resultados corroboram com achados descritos em estudos pré-

clínicos, que apresentaram diminuição nos níveis de enzimas antioxidantes frente a 
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esposição pré-natal ao LPS126,127 bem como a oxidação de proteínas128 e lipídios. O 

que nos leva a sugerir que o aumento de citocinas proveniente da ativação 

imunológica materna oriunda da exposição ao LPS inicia uma cascata que leva ao 

aumento de ERO proveniente da peroxidação, diminuição nas desfesas antioxidantes 

e consequentemente no estresse oxidativo.    

Por fim, embora exista crescente evidência de que ativação imunológica 

materna altere aspectos neurobiológicos e comportamentais na prole de ratos, os 

mecanismos pelos quais estas reações alteram o desenvolvimento encefálico ainda 

permanecem obscuros. Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo sugerem 

que um insulto pré-natal é capaz de causar efeitos em longo prazo nos filhotes e que, 

apesar das características comportamentais e neuroquímicas, estes dados 

necessitam de mais investigações para que se possa identificar marcadores e 

mecanismos mais precisos a respeito da fisiopatologia do TEA. Em vista disso, outros 

experimentos estão sendo conduzidos em nosso laboratório para uma melhor 

compreensão dos mecanismos que possam estar envolvidos nos sintomas nucleares 

do espectro autista.  
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6. CONCLUSÕES 
 

 

Os resultados apresentados neste estudo mostraram que a exposição pré-

natal ao LPS foi capaz de induzir o comportamento autista na prole, alterar a 

permeabilidade da barreira encefálica, elevar os níveis de citocinas em estruturas 

encefálicas e aumentar o dano oxidativo em proteínas e lipídeos além de diminuir as 

defesas antioxidantes. Desta forma, torna-se possível sugerir que uma das hipóteses 

etiológicas que apontam para fatores ambientais no desenvolvimento do TEA, pode 

estar relacionada a neuroinflamação.  
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