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RESUMO  

 

 

Introdução: A exposição a algum agente ambiental como o lipopolissacarídeo (LPS) durante 

o período gestacional pode levar a uma ativação imune materna (AIM) sendo esse evento 

um potente risco para o desenvolvimento do transtorno do espectro autista (TEA), 

caracterizado por déficits nas interações sociais, comunicação, aumento do comportamento 

ansioso e repetitivo sendo atrelados também quadros de disbiose. A exacerbação de 

quadros comportamentais do TEA pode estar relacionada a alterações gastrointestinais 

devido a comunicação do eixo microbiota-intestino-cérebro.Visto a possível relação dos 

quadros, essa via é sinalizada como um potente modulador do microbioma intestinal através 

do transplante de microbiota intestinal (TMI) que consiste na transferência do conteúdo fecal 

de um doador saudável para um receptor. Objetivo: Avaliar a atuação da AIM e o possível 

benefício do TMI sobre parâmetros comportamentais relacionados ao TEA em 

camundongos. Métodos: Realizado TMI na prole de fêmeas C57BL/6 que foram submetidas 

ao protocolo de ativação imune materna no 15º dia gestacional através da aplicação 

intraperitoneal de LPS. O protocolo de TMI foi realizado na prole com 14 dias de vida e com 

28 dias foram analisados parâmetros dos comportamentos tipo ansioso, sociabilidade e 

movimentos estereotipados. Resultados: Camundongos descendentes de AIM e que 

passaram pela intervenção de TMI apresentaram aumento da sociabilidade, aumentos do 

tempo de permanência no centro do aparato e diminuição dos movimentos estereotipados, 

diferente da prole sem intervenção. Conclusão: Os dados sugerem o benefício que a 

modulação da microbiota intestinal para o tratamento do TEA, com melhora de parâmetros 

comportamentais relacionados a esta doença. 

 

Descritores: Comportamento; Disbiose; Microbioma Intestinal; Transplante de Microbiota 

Fecal; Transtorno do Espectro Autista. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

 

 

Introduction: Exposure to an environmental agent such as lipopolysaccharide (LPS) during 

pregnancy can lead to maternal immune activation (AIM), which is a potent risk for the 

development of autism spectrum disorder (ASD), characterized by deficits in social 

interactions, communication, increased anxiety and repetitive behavior, which are also 

associated with dysbiosis. The exacerbation of ASD behavioral conditions may be related to 

gastrointestinal changes due to the communication of the microbiota-gut-brain axis. Given 

the possible relationship between the conditions, this pathway is signaled as a potent 

modulator of the intestinal microbiome through intestinal microbiota transplantation (IMT), 

which consists of transferring fecal content from a healthy donor to a recipient. Objective: To 

evaluate the performance of AIM and the possible benefit of IMT on behavioral parameters 

related to ASD in mice. Methods: IMT was performed on the offspring of C57BL/6 females 

that were submitted to the maternal immune activation protocol on the 15th gestational day 

through the intraperitoneal application of LPS. The IMT protocol was performed on the 

offspring at 14 days of age and at 28 days of age, parameters of anxiety-like behaviors, 

sociability and stereotyped movements were analyzed. Results: Mice descended from AIM 

and that underwent IMT intervention showed increased sociability, increased time spent in 

the center of the apparatus and decreased stereotyped movements, unlike the offspring 

without intervention. Conclusion: The data demonstrate that the modulation of the gut 

microbiota was beneficial for TEA receptors, signaling through the modulation of the gut 

microbiota a potential treatment. 

 

 

Keywords: Behavior; Dysbiosis; Lipopolysaccharides; Gastrointestinal Microbiome; Fecal 

Microbiota Transplantation; Autism Spectrum Disorder. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O intestino possui um sistema nervoso próprio, denominado sistema nervoso 

entérico (SNE), o qual apresenta semelhanças com o cérebro em termos de 

componentes neuronais, neurotransmissores e independência funcional, sendo 

conhecido como segundo cérebro1-5. Alterações na microbiota intestinal no início da 

vida causam mudanças na fisiologia intestinal, que podem levar a efeitos duradouros 

na saúde geral6,7. A microbiota intestinal atinge a sua maior diversidade e estabilidade 

de microorganismos na idade adulta8,9, e fatores como a nutrição, hábitos de vida, 

fatores ambientais, infecções, uso de excessivo de antibióticos podem alterar esse 

microbioma10-13. 

O segundo cérebro, como é chamado o intestino, não só completa sua função 

local como pode desempenhar funções semelhantes ao cérebro, como regular 

comportamentos14, 15, funções cognitivas, incluindo capacidade de aprendizagem e 

memória, assim como humor e emoções16, 17. A interrupção da relação simbiótica das 

bactérias residentes pode levar ao surgimento de organismos oportunistas, incluindo 

patógenos, que se deslocam para a flora intestinal resultando em um fenômeno 

conhecido como disbiose. A disbiose tem sido associada a condições adversas, como 

infecção por Clostridioides difficile (CDI), síndrome metabólica, doença inflamatória 

intestinal (DII), esquizofrenia e autismo18-20. A infecção por patógenos induz a 

modificações no comportamento, evasão social, apetite diminuído e aumento do 

comportamento semelhante à ansiedade21-23. 

Um quadro disbiotico pode levar com que moléculas do lúmen intestinal atuem 

diretamente no SNC pela barreira hematoencefálica (BHE) podendo causar sua 

degradação, ocasionando a etiopatogenia de patologias como autismo, demência e 

transtorno de humor24, 25. A microbiota pode afetar a fisiologia da BHE através da 

modulação por meio de neurotransmissores derivados do intestino como serotonina e 

metabólitos bacterianos, regulando a permeabilidade, podendo levar à ativação da 

micróglia e a liberação de citocinas pró-inflamatórias como interleucina 6 e 1β tendo 

impacto no neurodesenvolvimento, influenciando a função do SNC26,27. 

Como já observado, a microbiota intestinal pode modular comportamentos 

semelhantes a ansiedade e depressão em camundongos e levar a alterações 

moleculares no hipocampo, hipotálamo e fígado28. Collins e colaboradores (2012) 
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identificaram que interações entre microrganismos intestinais e hospedeiro podem 

desregular funções neuroimunes, ativando o sistema imune e iniciando uma 

resposta9, 29,30. É possível observar a evidência de que essas comunidades 

microbianas afetam a saúde e que podem ser manipuladas para tratar doenças 

através de intervenções terapêuticas
31

. 

Especificamente, a ativação imune materna (AIM) apresenta implicações na 

interação entre o sistema imunológico da mãe, se estendendo ao embrião, feto e 

neonato. A AIM apresenta influencia no desenvolvimento do SNC fetal por meio de 

mediadores inflamatórios encontrados no sangue e no líquido amniótico de mães com 

TEA e esquizofrenia32-35, sendo a janela temporal e a magnitude da inflamação 

cruciais para o prognóstico36, 37. A expressão de citocinas pode afetar o 

desenvolvimento normal do cérebro na prole, havendo uma correlação  positiva 

entre os níveis de citocinas pró-inflamatórias no líquido amniótico e a ocorrência de 

TEA38, onde frequentemente apresentam níveis elevados, correlacionando com a 

gravidade dos sintomas39, 40. 

O TEA está dentro dos transtornos do neurodesenvolvimento41, 42. sendo de 

alta complexidade, caracterizado por gravidade fenotípica, capacidade social 

prejudicada, déficits comunicativos verbais e não verbais e comportamentos 

estereotipados
43

, com hipótese de que estaria ligado a respostas imunes gestacionais 

e perinatais desreguladas estando associados a uma modificação da composição da 

microbiota intestinal, perturbando o eixo microbiota-intestino-cérebro44-47. Pacientes 

com TEA que sofrem de comorbidades gastrointestinais apresentam um maior risco 

de desenvolverem alterações de comportamento sendo esses disturbios quatro vezes 

mais prevalentes nessa população48,49. 

A microbiota intestinal se mostra com capacidade de modular a emoção, 

motivação e funções cognitivas mais elevadas. Essas modulações e alterações 

ocorrem através do eixo microbiota-intestino- cérebro50,51. Kang e colaboradores 

(2017) mostraram a eficácia potencial de uma terapia de transferência de microbiota 

em 18 pacientes que apresentaram escores significativamente menores de sintomas 

gastrointestinais e sintomas de TEA após o tratamento51,52. E embora até o momento 

houvesse um grande progresso no desenvolvimento de suporte comportamental e 

psicológico para indivíduos com TEA, não há terapia medicamentosa aprovada para 

os principais sintomas, considerando a natureza heterogênea dessa condição, o 
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desenvolvimento de uma terapia médica segura e eficaz se torna um desafio53-56. 

Uma opção de modulação da microbiota é o transplante de microbiota intestinal 

(TMI), que consiste em um processo de transplantar fezes de um doador saudável 

para o intestino do receptor tendo em vista a modulação da flora intestinal prejudiced, 

apresentando eficácia no tratamento de infecções recorrentes por C. Difficile57. A 

remodelação da microbiota intestinal através do TMI não apenas recupera a função 

digestiva, mas também melhora o cérebro e o comportamento, podendo ser usado no 

tratamento de muitas doenças cerebrais, como o TEA. Entender e modular o eixo da 

microbiota-intestino-cérebro pode ser uma maneira eficaz e promissora de melhorar 

os sintomas da doença58,59. 

A questão que não é bem compreendia se dá na relação do eixo intestino-

microbiota-cérebro e sua repercussão na gravidade dos sintomas no TEA. Sendo 

assim, formulou-se a seguinte pergunta de pesquisa: Quais efeitos de um transplante 

de microbiota intestinal sob os aspectos comportamentais em um modelo animal de 

TEA? 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Microbiota intestinal 

 

O intestino é classificado como o maior órgão digestivo, imune e endócrino do 

corpo humano, possuindo um sistema nervoso próprio, denominado sistema nervoso 

entérico (SNE), que apresenta semelhanças com o cérebro em termos de 

componentes neuronais, neurotransmissores e independência funcional60,61; o 

número de bactérias no corpo dez vezes superior ao número de células humanas62, 

com uma variedade de 10 a 100 trilhões de células microbianas encontradas em 

simbiose63. Uma grande proporçao destes microorganismos encontram-se no 

intestino, que fornece alimento para os mesmos, enquanto a microbiota também 

influencia o desenvolvimento e a função do intestino, trabalhando em conjunto para 

executar as tarefas de digestão, funções imunológicas e endócrinas e 

neurotransmissão64, 65. 

O termo microbiota refere-se a todos os microorganismos que vivem no ser 

humano, como bactérias, arquéias, fungos, vírus e protozoários, vivendo em suas 
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superfícies internas e externas, na pele, na boca, no trato respiratório, gastrointestinal 

e vaginal66, 67. O termo microbioma descreve todos os genes expressos em todos 

esses microorganismos68. De poucos microrganismos no estômago e intestino 

delgado, até uma concentração de aproximadamente 1.012 bactérias no intestino 

grosso69, representada principalmente pelos filos Bacteroidetes (inclui o gênero 

Bacteroides) e Firmicutes (inclui os gêneros Clostridium e Eubacterium) que 

constituem mais de 90% das espécies na microbiota intestinal70,71. Entre eles, as 

bactérias são predominantes. O microbioma intestinal humano forma três enterótipos 

distintos, cada um incluindo os gêneros Bacteroides, Prevotella e Ruminococcus e são 

descritos como independentes de sexo, idade, nacionalidade e índice de massa 

corporal72. 

É nomeado microbioma intestinal por esses microrganismos habitarem 

principalmente a superfície da pele e os tratos digestivo, respiratório, urinário e 

reprodutivo, sendo os que habitam no trato digestivo os mais importantes5. Possui 

uma diversidade de diferentes espécies que variam de 300 a 3.000, com quase 10 

vezes o número total de células humanas; onde os genes codificados ultrapassam 5 

milhões, sendo mais de 200 vezes o número de genes humanos4, 6. Múltiplos fatores 

contribuem para formação dessa diversidade como, exposição aos microrganismos 

após o nascimento, a idade, a genética (fator intrínseco), a dieta, intervenções 

terapêuticas e estímulos ambientais (fatores extrínsecos)7. 

A grande maioria das células epiteliais intestinais (CEIs) são enterócitos que 

apresentam papel na digestão e são reconhecidas como tendo funções 

imunológicas73, 74. Seguidas dos enterócitos, a maior população de CEI’s são as 

células cálices, especializadas na secreção de muco e críticas para lubrificação e 

passagem normal de conteúdo intestinal e apresentam papéis-chave na proteção 

contra bactérias75, 76. As células de Paneth são restritas ao intestino delgado e 

contribuem para a defesa do hospedeiro através da secreção de peptídeos 

antimicrobianos. Espalhadas por todo o epitélio intestinal estão as células 

enteroendocrinas que são especializadas em detectar o conteúdo luminal e liberar 

uma variedade de mediadores humorísticos e paracrinos77, 21. O epitélio é regulado 

dinamicamente pelo sistema imunológico da mucosa, pelo SNE e pelas células 

enteroendócrinas de modo que a barreira intestinal é regulada para se ajustar aos 

desafios do ambiente luminal, incluindo as comunidades microbianas que formam 

uma rede ecológica no intestino. 
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A composição da microbiota intestinal depende da predisposição genética de 

um indivíduo, idade, nutrição, atividade física, fatores ambientais, estresse, infecção, 

outras doenças e uso de antibióticos78, 79 e diferentemente de outros órgãos 

periféricos, ele pode funcionar sem instruções do cérebro22. O cérebro intestinal não 

apenas completa sua função local, mas também regula o comportamento e a cognição 

humana, de maneira semelhante ao cérebro80. A interrupção do equilíbrio das 

espécies, da relação simbiótica das bactérias residentes, pode levar ao surgimento de 

organismos oportunistas, incluindo patógenos, que se deslocam para a flora intestinal 

resultando em um fenômeno conhecido como disbiose. Sendo o termo usado para 

caracterizar um microbioma intestinal que é alterado de seu estado normal, 

geralmente uma diminuição da diversidade e abundância de bactérias22. 

O microbioma intestinal apresenta sua variação ao decorrer da idade com 

transições na infância, adolescência e vida adulta. É representativo da composição 

bacteriana do ambiente externo e da pele materna, onde a forma que é realizada do 

parto afeta a formação do microbioma inicial81,82. O processo de colonização é iniciado 

no pré-natal, à medida que microrganismos são detectados na placenta e no 

mecônio39, 83, 84. Ao passar pelo canal do parto, o bebê encontra algumas bactérias 

/como Lactobacillus, que colonizam o trato gastrointestinal, a boca, a pele e a 

conjuntiva. Nessa passagem a colonização é iniciada por Bifidobacterium, 

Lactobacillus e Prevotella como gêneros predominantes85. Caso o parto seja feito por 

cesariana, a predominância será do gênero como Clostridium, do ar e da pele 

materna86, 87. Após o início de alimentos sólidos, a diversidade da microbiota intestinal 

aumenta88, 89. 

A proporção de bactérias anaeróbias classificadas como Firmicutes começa a 

aumentar, tornando o microbioma semelhante ao de um intestino adulto aos três anos 

de idade90, 86. A composição da microbiota intestinal de um indivíduo depende do 

modo de parto, predisposição genética, idade, nutrição, atividade física, fatores 

ambientais, estresse, infecções, outras doenças e uso de antibióticos. A função 

cerebral e a composição psicológica são agora cada vez mais consideradas como 

tendo um relacionamento recíproco com o intestino91. Em seu estado saudável, a 

microbiota intestinal consegue ter interação com o metabolismo humano, equilibrando 

o sistema imunológico, protegendo contra micróbios patogênicos, metabolizando 

carboidratos não digeríveis, produzindo vitaminas essenciais e substâncias 

antimicrobianas, estimulando a angiogênese e reforçando a barreira intestinal26,16,92. 
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A composição microbiana varia com a idade, dieta, doenças e geografia10,32. Tanto a 

maturação quanto a função do cérebro e da mente são impactadas por esse 

microbioma93 e o desequilibro deste ecossistema tem sido associado com o 

desenvolvimento de várias doenças inflamatórias intestinais94. 

A composição, diversidade e estabilidade do microbioma de cada indivíduo é 

determinando por uma infinidade de fatores genéticos e ambientais do hospedeiro, 

como temperatura, humidade, nutrição, estresse oxidativo, resposta imunológica inata 

e adaptativa contra os microrganismos e seus produtos de secreção95,96. Sendo 

assim, é possível observar que cada microbioma é específico, apresentando 

alterações de acordo com os fatores que o determinam, onde a microbiota da pele é 

considerada a primeira barreira biológica do organismo, apresenta influencia na 

função imune onde as anormalidades dessa microbiota estão intimamente 

relacionadas a doenças da pele97. Na microbiota do trato respiratório o principal papel 

é o desenvolvimento e função do sistema respiratório,98 sendo o da nasofaringe em 

crianças,  sazonal. E a microbiota vaginal varia ao longo do ciclo menstrual99, sendo 

saudável, é necessária para a manutenção da saúde feminina e é benéfica para o 

desenvolvimento da microbiota comensal na prole100. 

Em seu funcionamento normal, a microbiota intestinal apresenta relação 

simbiótica com nossas células entéricas e contribui para processos fisiológicos 

básicos, incluindo digestão, crescimento e autodefesa101. Há a descrição da existência 

de períodos críticos, sendo eles a infância, a adolescência, a vida adulta e a velhice, 

sendo a microbiota intestinal relativamente estável na idade adulta, enquanto que na 

velhice, a diversidade diminui, e a riqueza de alguns patógenos oportunistas, incluindo 

algumas espécies de Clostridium, aumenta102. Sendo críticos para o desenvolvimento 

de perturbações psiquiátricas, na medida em que se choca com fases chave para a 

colonização bacteriana e para o neurodesenvolvimento29. Assim, é possível que a 

composição da comunidade microbiana que coloniza o intestino já no nascimento até 

a infância, parece influenciar o risco de desenvolver certas doenças34. 

Assim como a composição filogenética da microbiota infantil se estabiliza por 

volta dos 2–3 anos56,103 o cérebro dos neonatos também cresce aproximadamente de 

36% a 90% do seu futuro volume adulto nesse período, onde a formação de novas 

sinapses atinge um pico entre a idade de três meses e dois anos104. Sendo assim, o 

estabelecimento da composição microbiana saudável cai na mesma janela de tempo 

crítica para o desenvolvimento do cérebro104. Portanto, acredita-se que alterações no 
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nível de estresse materno pré-natal, infecções ou dieta podem desempenhar um papel 

na fisiopatologia dos distúrbios do neurodesenvolvimento29,62, sendo que esses 

fatores podem ter implicações duradouras para a saúde física e mental do indivíduo75-

105. Apresentam ainda correlações entre composição de microbiota infantil e 

temperamento comportamental, atividade funcional/conectividade no cérebro e 

função cognitiva106. 

Nos primeiros meses de vida, o sistema imunológico da criança é altamente 

dinâmico e sofre mudanças107. Os neonatos apresentam baixa expressão de 

moléculas co-estimuladoras, diferenciação diminuída e interação falha de células 

dendríticas, fagocitose defeituosa, além de deficiência nas respostas humorais 

especificas, incluindo níveis baixos de imunoglobulina A (IgA)108. A IgA fornece um 

bom exemplo de como a microbiota medeia a fisiologia do hospedeiro através da 

modulação imunológica e desempenha um papel na influência do equilíbrio das vias 

imunológicas e metabólicas no epitélio intestinal. Sua ausência pode acarretar em 

mudanças na expressão dos genes envolvidos na defesa do hospedeiro, com 

produção excessiva de proteínas antimicrobianas e respostas pró-inflamatórias para 

compensar a deficiência microbiana109. Na presença dessa imunoglobulina a 

microbiota intestinal altera a expressão de genes envolvidos no metabolismo e 

armazenamento de lipídios; resultando em uma resposta imune-metabólica 

fundamental para a homeostase28. 

Na adolescência, o cérebro passa por remodelação, incluindo poda, 

mielinação, alterações volumétricas em várias regiões e alterações na conectividade 

funcional110,111. Todos estes fatores alterados por padrões como dieta, sono, 

exposição a drogas, infecções maternas, levando o indivíduo à vulnerabilidade e ao 

desenvolvimento de problemas de saúde mental112,113. Dado que todos esses fatores 

têm sido associados a alterações no eixo microbiota-intestino-cérebro em adultos, a 

exploração da microbiota durante o período sensível da adolescência tem o potencial 

de fornecer insights e intervenções para melhorar o bem-estar dos adolescentes116,115. 

Embora a microbiota adulta se apresente pouco mais complexa do que a de um 

neonato, acaba se mostrando estável até a velhice, se não perturbada116. Sendo o 

envelhecimento associado a alterações na fisiologia intestinal, incluindo distúrbios de 

motilidade gástrica e alterações degenerativas no SNE, produzindo efeitos na 

composição e função do microbioma intestinal117. 

Caso haja uma estimulação contínua do sistema imunológico pela microbiota 
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intestinal, é ativado um estado de inflamação fisiológica, sendo ele mecanismo rápido 

e eficiente de defesa contra patógenos
118

. Em caso de exacerbação, o quadro 

instalado é de inflamação em um grau maior. A inflamação contribui para a velocidade 

do processo de envelhecimento e pode evoluir para o desenvolvimento de doenças 

relacionadas à idade119, desde distúrbios neurológicos como a doença de Alzheimer, 

transtorno do espectro autista120 até distúrbios metabólicos e outros físicos, como 

doenças cardíacas, osteoporose e diabetes tipo II121,122. 

Uma microbiota intestinal saudável é essencial para o desenvolvimento do 

comportamento social123, diante de que funções cognitivas, incluindo capacidade de 

aprendizagem e memória, assim como humor e emoção estão ligadas com esse 

sistema
24,124

. A infecção por patógenos induz a modificações no comportamento, 

evasão social, apetite diminuído e aumento do comportamento semelhante à 

ansiedade. Pontos causados por um quadro disbiotico instaurado podendo levar, onde 

a comunicação cruzada normal entre o intestino e o SNC acaba sendo perturbada 

pelas moléculas que saem do lúmen intestinal para a corrente sanguínea e 

desencadeiam uma inflamação sistêmica crônica. Esse processo pró-inflamatório 

pode ser direcionado para a barreia hematoencefálica (BHE) através da formação de 

anticorpos, podendo causar sua degradação, levando ao colapso e a etiopatogenia de 

patologias como autismo, demência e transtorno de humor
125

. 

A microbiota pode afetar a fisiologia da BHE através da modulação por meio de 

neurotransmissores derivados do intestino e metabólitos bacterianos, regulando a 

permeabilidade. Com a função de barreira interrompida, a translocação de metabólitos 

bacterianos e mediadores inflamatórios ficam facilitados para a circulação, podendo 

levar à ativação da micróglia tendo impacto no neurodesenvolvimento
125,126

. A atuação 

no trato gastrointestinal da imunidade inata e adaptativa desempenha papel 

importante, mantendo a homeostase patógeno- hospedeiro. A comunicação em nível 

de imunidade inata, apresenta os padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), os quais descrevem quais os alvos patogênicos que serão reconhecidos 

pelos receptores de reconhecimento padrão (PRRs)
126,127

. Componentes da parede 

externa de bactérias gram-negativas como o LPS, podem estimular a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como a interleucina (IL)-6 e IL-1β, através da ligação aos 

receptores Toll-like (TLRs) TLR4, que são expressos em monócitos, macrófagos e 

microglia. 
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Os TLR4 podem estar relacionados ao desenvolvimento de aprendizado e 

memória. A micróglia se apresenta como um componente importante do sistema 

imunológico e potencial contribuinte para a inflamação, sendo ela uma célula imune 

residente do cérebro com função na atividade neuronal, plasticidade sináptica e 

fagocitose. Apoiadora da sobrevivência de neurônios e progenitores neuronais 

através da secreção de fatores de crescimento128,129. Sua ativação inicia uma resposta 

imune inflamatória e específica do antígeno através de fatores de transcrição pró-

inflamatória. É possível então a quebra na permeabilidade intestinal, resultando em 

translocação de bactérias do lúmen do intestino para a circulação sistêmica, sendo 

que essa sinalização pode acontecer também do intestino para o cérebro através do 

nervo vago ou podem acessar o cérebro diretamente através dos órgãos 

circunventriculares (regiões da BHE que são relativamente permeáveis)130,131. Outros 

componentes do intestino inflamado podem surgir, como células T, anticorpos e 

citocinas pró-inflamatórias que prejudicam a função da BHE e ativam a micróglia
132

.  

A micróglia regula a atividade pró-inflamatória dos astrócitos pela liberação de 

duas proteínas, o fator de crescimento transformador α (TGF-α) e o fator de 

crescimento endotelial vascular B (VEGF-B). Estes apresentando efeitos opostos nos 

astrócitos, com o VEGF-B estimulando o astrócito a uma ação pró-inflamatória, 

enquanto o TGF-α tem o efeito oposto. O aumento da produção de TGF-α e a 

diminuição do VEGF-B  podem reverter o processo inflamatório e dar origem ao auto-

reparo
15,133,134

. A microbiota intestinal também pode influenciar a função do SNC 

através da capacidade de sintetizar ou imitar uma série de moléculas neuroativas de 

sinalização do hospedeiro111.  

 

1.1.2 O eixo microbiota-intestino-cérebro 

 

Existe uma conexão fisiológica bidirecional que troca informações entre a 

microbiota intestinal e o cérebro, sendo esse modelo chamado de “eixo da  microbiota-

intestino-cérebro”
25

. Este eixo integra vias imunológicas, neurais, endócrinas e 

metabólicas, sendo que a disfunção do mesmo tem efeitos fisiopatológicos no 

hospedeiro
9,137

. A parte neural deste eixo é composto pelo SNC e pelo SNE do 

sistema digestivo, e está envolvido na motilidade intestinal, secreção de hormônios e 

produção de ácidos, bicarbonatos e muco. Este faz parte de uma rede fisiológica, 
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incluindo o sistema endócrino, o sistema imunológico (citocinas, quimiocinas) e o 

sistema nervoso autônomo (incluindo neurônios eferentes e aferentes)
14,138

.  

O sistema imunológico atua como um intermediário importante entre a 

microbiota intestinal e o cérebro. As citocinas podem sinalizar para o cérebro a partir 

da periferia através do nervo vago, sendo o comportamento da doença induzido pela 

infecção intimamente relacionado a esse último, ou podem acessar o cérebro 

diretamente através dos órgãos circunventriculares
28

. Anormalidades do nervo vago 

estão relacionadas a distúrbios gastrointestinais, cardiovasculares e psiquiátricos
139

. 

O nervo vago é um canal de comunicação primário entre o microbioma intestinal e o 

cérebro e é o componente integrante do eixo microbiota-intestino-cérebro. Faz a 

regulação da homeostase metabólica, controlando as funções viscerais, bem como a 

resposta imune inata e medeiam as informações entre a microbiota e o cérebro que 

afetam o comportamento64,115, sendo o caminho nervoso a maneira mais rápida pela 

qual a microbiota afeta o cérebro e o comportamento
140,141

. A condução neural      é 

efetiva através do nervo vago, que reconhece sinais neurais liberados pelo                      hospedeiro 

e responde adequadamente para solicitar sua própria proliferação
142,143

. 

Esse processo ocorre com os aferentes primários enviando sinais microbianos 

e ativando o nervo vago para em seguida, transmitirem a mensagem ao cérebro. 

Sendo o décimo (X) nervo craniano, o nervo vago representa a principal via aferente 

da cavidade abdominal para o cérebro, sendo que a microbiota intestinal seria capaz 

de ativar essa via para mediar seus efeitos comportamentais e fisiológicos no 

cérebro
144,145

. A interação dinâmica que se estabelece entre o grande e o pequeno 

cérebro (intestino) possui um papel crítico para a homeostase do hospedeiro64. Por 

sua vez, o papel dinâmico que a microbiota exerce no eixo cérebro-intestino pode ser 

mediado por mecanismos diretos e indiretos, imunes e não imunes
146

; sabe-se, por 

exemplo, que a disbiose microbiana está associada a alterações gastrointestinais ou 

metabólicas. Collins e colaboradores identificaram que interações entre 

microrganismos intestinais e hospedeiro podem desregular funções neuroimunes, 

podendo assim ter um forte impacto no comportamento, designando o eixo microbiota-

intestino-cérebro
9
. Aferentes vagais trabalham para detectar moléculas de 

estiramento e tensão intestinais, como subprodutos bacterianos, hormônios ou 

neurotransmissores, dependendo de sua localização e tipo. Esses aferentes 
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possuem grande variedade de receptores expressos, sendo classificados como 

polimodais por responderem a essa variedade de sinais mecânicos, químicos ou 

hormonais
147

. 

Durante o desenvolvimento embrionário, em que ocorrem períodos críticos 

para o desenvolvimento neural, é possível que seja biologicamente relevante que 

estes períodos se alinhem com alterações da microbiota que levam a influências no 

desenvolvimento ou declínio de outros sistemas corporais; isso inclui, mas não se 

limita ao sistema imunológico inato, o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) e o 

desenvolvimento cerebral em geral
29,148

, sendo evidente a importância do diálogo 

harmonioso entre o grande e o pequeno cérebro.  

Ainda, visto que essas respostas imunes periféricas e centrais apresentam uma 

ligação com o eixo HPA, levando à iniciação e ao tráfego de monócitos, alterações 

subsequentes no fenótipo da microglia podem resultar em um quadro 

neuroinflamatório como o observado no cérebro de pacientes com TEA
149

. Assim, é 

possível hipotetizar que essas comunidades microbianas afetam a saúde e que 

podem ser manipuladas para tratar doenças através de intervenções terapêuticas, 

seno que é mais fácil alterar o microbioma do que o genoma humano
33

. 

 

1.1.3 Ativação imune materna e neuroinflamação 

 

O sistema imune é formado por células e moléculas que protegem o organismo 

contra doenças, sendo que certos patógenos e seus produtos são capazes de ativar 

este sistema, iniciando assim uma resposta imune
26

. Especificamente, a ativação 

imune materna (AIM), por diferentes agentes patogênicos, apresenta implicações na 

interação entre o sistema imunológico da progenitora, se estendendo ao embrião, feto 

e neonato. Já há algum tempo, é possível ver relação entre infecção materna e 

distúrbios do desenvolvimento neurológico. C o m o  e x e m p l o ,  após a 

pandemia de rubéola de          1964, a incidência de TEA e esquizofrenia aumentou de 

menos de 1% na população não exposta para cerca de 13% e 20%, 

respectivamente
150

. A AIM apresenta influência no desenvolvimento do SNC fetal por 

meio de mediadores inflamatórios encontrados no sangue e no líquido amniótico de 

mães com TEA e esquizofrenia150-152
. 
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A comprovação de que essas proteínas atravessam a placenta e agem 

diretamente sobre o cérebro fetal ainda é conturbada, porém, de alguma forma, induz 

alterações em várias citocinas no cérebro fetal em questão de horas
152,153

. A 

microbiota hospedeira modula as respostas imunes locais no cérebro assim como a 

neuroinflamação pode influenciar a composição da microbiota
20

. No campo 

experimental, tem-se associado a AIM na patogênese do TEA com eventos 

neuroinflamatórios no cérebro em desenvolvimento como um componente                               importante 

da má-formação cerebral
154

. É sugerdo ainda, que a AIM induz mudanças duradouras 

na atividade do sistema imunológico e na microbiota, o que se acredita estar envolvido 

em alterações comportamentais na prole
20,155

. 

A inflamação materna interrompe as redes de neurônios inibitórios e sugerem 

que o microbioma intestinal materno pode ser um fator de risco contribuinte para 

anormalidades comportamentais induzidas pela AIM85. Indivíduos com TEA 

costumam ter níveis mais altos de citocinas pró-inflamatórias sistêmicas, e a análise 

transcriptômica de amostras cerebrais post mortem revela um aumento na regulação 

dos genes da resposta imune
156

. Durante a gravidez, o sistema imunológico materno, 

tanto inato quanto adaptativo, precisa manter o equilíbrio entre a tolerância 

imunológica contra o feto e a resposta imune contra patógenos invasores
157

. É 

indicado que um dos fatores de risco para induzir a AIM é uma infecção materna por 

patógenos, sendo um fator de risco ambiental para o desenvolvimento do TEA na 

prole
158,159

. 

O risco para o desenvolvimento do TEA se apresenta maior quando a 

infecção ocorre durante a janela de tempo crítico do desenvolvimento neural, 

dependendo do patógeno; infecções virais no primeiro trimestre da gravidez e 

infecções bacterianas no segundo trimestre, se associam a um maior risco da prole 

desenvolver TEA
160,161

. Além da janela temporal, a magnitude da inflamação é crucial 

para o prognóstico dessas crianças
162,163

. A expressão de citocinas pode afetar o 

desenvolvimento normal do cérebro na prole, havendo uma correlação  positiva 

entre os níveis de citocinas pró-inflamatórias no líquido amniótico e a ocorrência de 

TEA
164

. Estes indivíduos com TEA frequentemente apresentam níveis plasmáticos 

elevados de citocinas pró-inflamatórias, que muitas vezes se correlacionam com a 

gravidade dos sintomas
165,166

. 
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Interações através do eixo cérebro-intestino-microbiota seria um mecanismo 

instigador crítico de anormalidades comportamentais e corticais no modelo de AIM, 

com a presença da IL-6 e de IL-17α
167, 168

, sendo suficiente para induzir vários 

comportamentos semelhantes a TEA e esquizofrenia na prole
129,169

. Ainda, alterações 

das respostas imunes maternas ao longo dessa via provocam anormalidades 

comportamentais associadas e estão ligadas a espécies bacterianas específicas no 

microbioma intestinal
131,170

. A citocina IL-6 altera a expressão de proteínas pois é pró-

inflamatória, ajudando assim os glóbulos brancos a migrarem através de barreiras 

epiteliais, resultando na desregulação da IL-6 no sangue periférico e no fluido espinhal 

e cerebral em indivíduos com autismo
171,172

. O aumento da permeabilidade intestinal 

nessas crianças pode ser uma consequência da ativação imune no trato 

gastrointestinal
172,173

. Portanto, uma inflamação durante a gravidez pode resultar em 

alteração da mielinização no cérebro e possivelmente em alterações 

comportamentais, já que é causa um estado crônico pró-inflamatório no cérebro fetal 

com consequentes alterações generalizadas na expressão genética neuronal e danos 

excitotóxicos aos neurônios em desenvolvimento. 

Acredita-se que as baixas concentrações de IL-6 e fator de necrose tumoral 

tipo α (TNF-α) no cérebro fetal desempenham um papel fisiológico na regulação da 

proliferação, diferenciação e sobrevivência das células neuronais, enquanto a 

inflamação excessiva parece aumentar o risco de desenvolvimento cortical                 anormal
174

. 

Além disso, a IL-6 altera o equilíbrio entre as células Th pró- inflamatórias e as células 

T regulatórias na placenta, alterando seu fenótipo para o perfil pró-inflamatório
175

. 

Finalmente, a IL-6 secretada por de células Th17 resulta na produção de IL-17α, 

específico para a placenta
176

, o que levanta a hipótese de que a mesma atingiria a 

circulação fetal e poderia alterar o desenvolvimento cerebral fetal
177

.  

Assim, mostra-se que a AIM pode levar a mudanças duradouras na expressão 

de moléculas imunes conhecidas por regular a conectividade neural e a função na 

prole
128

. Estas citocinas atravessam a barreira placentária e hematoencefálica 

modulando o sistema nervoso do feto, ou pelo reconhecimento de patógenos pelas 

células trofoblásticas que irão liberar citocinas, agindo diretamente no feto
129. Neste 

processo, a microglia tem um papel importante como mediador neuroinflamatório, uma 

vez que afeta diretamente a maturação neuronal ao desempenhar ações na poda 
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sináptica, na homeostase e nos circuitos neuronais
127

. Neste contexto, a exposição 

materna a insultos infecciosos ou inflamatórios, pode comprometer o desenvolvimento 

e função do encéfalo fetal e resultar em alterações a curto e a longo prazo
178

. 

Modelos animais envolvendo ativação imune no início da vida fornecem 

suporte para um papel causal da desregulação imune no TEA. Estudos em animais 

de laboratório demonstram que fatores ambientais, como aqueles que desencadeiam 

a ativação do sistema imunológico precoce, podem ser suficientes para causar 

fenótipos que se assemelham a TEA
179,180

. A AIM em animais pode resultar em filhotes 

que exibem três características comportamentais essenciais do TEA, incluindo 

diminuição da interação social, comunicação prejudicada e aumento do 

comportamento estereotipado
130,181

. Esses estudos em animais forneceram novas 

evidências sobre os mecanismos pelos quais a inflamação e a microbiota intestinal 

influenciam os comportamentos neurológicos
144

. Uma vez considerado imune-

privilegiado, o SNC tem se mostrado em constante comunicação com o sistema 

imunológico
182

. 

Embora a resposta neuroinflamatória seja iniciada para exercer efeitos 

protetores, ela também pode exercer efeitos prejudiciais e causar inflamação 

generalizada através da BHE. Essa inflamação pode ser iniciada em resposta a uma 

ampla variedade de estímulos, incluindo infecções, distúrbios auto-imunes ou 

neurodegenerativos, lesão cerebral traumática ou estresse. Os mediadores derivados 

de células imunes influenciam o ambiente através da interação com os principais 

atores, como a microglia
183

. A inflamação pode apresentar seu lado bom e ruim, que 

fornece tanto neuroproteção quanto consequências deletérias
159,184

. A ativação 

persistente de microglia pode contribuir para a elevação nos níveis de citocinas 

pró‐ inflamatórias, tirando o equilíbrio entre estados pró e anti‐inflamatórios para 

favorecer uma condição pró‐inflamatória perigosa, dificultando os processos de 

neurodesenvolvimento
185,186

. 

A micróglia uma vez ativada está criticamente envolvida em eventos neuronais 

em vários estágios do desenvolvimento e na idade adulta, incluindo a remodelação 

sináptica para melhorar a sinalização da rede neuronal detectam mudanças 

ambientais no cérebro e regulam processos neuroinflamatórios
187,188

. Há um 

apontamento que a microbiota intestinal teria um papel crítico em todos os aspectos 



23 

da maturação, morfologia e função imunológica da microglia
15

. Uma das etiologias do 

autismo seria que a microglia contribuiria não apenas para eventos inflamatórios, mas 

também para o desenvolvimento neural, onde esses eventos inflamatórios durante o 

desenvolvimento do cérebro são prejudiciais, levando a um aumento de sinapses 

imaturas que podem ser responsáveis por déficits cognitivos e comportamentais189,190. 

A microglia também pode modular diretamente a cognição, por meio da secreção de 

mediadores inflamatório; no entanto, o papel regulatório dessas citocinas na cognição 

é dependente de dose, uma vez que a superexpressão de IL-1β ou TNF-α interrompe 

a aprendizagem e captação normal de memória em roedores168. Ainda, essas 

citocinas podem modular os níveis de BDNF, alterando a plasticidade sináptica no 

hipocampo
191,192

.  

As redes bidirecionais entre a microbiota cerebral e intestinal são mantidas 

através do eixo HPA e do eixo microbiota-intestino-cerebral193. A exposição a 

estressores externos estimula o cérebro a secretar hormônios como o fator de 

liberação de corticotrofina, através do eixo HPA, que estimula o sistema imunológico 

do intestino modificando a composição da microbiota e sua produção de 

subprodutos
130,194

. Uma expressão em excesso desses subprodutos da microbiota 

intestinal, como endotoxinas, perturba as respostas imunes gastrointestinais, que 

podem causar a secreção de neurotransmissores como serotonina e 

catecolaminas
195

. A injeção intraperitoneal de LPS pode levar o hipocampo a uma 

condição de inflamação e assim, ocasionar declínio cognitivo e ansiedade nos 

camundongos, uma vez que na microbiota alterada pode ocorrer supressão da 

expressão do BDNF
196,197

. Esses resultados sugerem que a endotoxemia induzida por 

microbiota alterada pode causar declínio cognitivo e ansiedade ao induzir 

neuroinflamação no cérebro
18,19

. 

 

1.1.4 Alterações no neurodesenvolvimento e o transtorno do espectro autista 

 

Nas últimas décadas, estudos epidemiológicos têm despertado um crescente 

interesse na relação entre a AIM e os transtornos de neurodesenvolvimento
198

.Uma 

hipótese para a associação entre transtornos psiquiátricos e a AIM é a alteração nos 

níveis de expressão de citocinas pró-inflamatórias no soro materno. Estes achados 
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foram encontrados na prole jovem de roedores sendo associado a um comportamento 

relacionado à psicose. Estudos ainda utilizando modelos animais evidenciaram que 

após a injeção de LPS em ratas prenhas, houve restrição do crescimento fetal e lesões 

na substância branca do SNC de prole jovem
22,199

. Assim, é provável que um aumento 

do nível de citocinas, durante e após a infecção materna, conduzam a efeitos a longo 

prazo sobre a função encefálica, que aumentariam o risco para o desenvolvimento de 

transtornos do neurodesenvolvimento, como o   autismo
128

. 

Os transtornos do neurodesenvolvimento são um conjunto de condições 

relacionadas ao desenvolvimento atípico do cérebro durante sua maturação, que 

determinam um grau variado de dificuldades na adaptação, comunicação social e/ou 

na realização de atividades básicas de sobrevivência, sendo a prevalência estimada 

em 7% na população pediátrica
200, 201

. Esse grupo de transtornos inclui deficiência 

intelectual, distúrbios da comunicação, TEA, transtorno do déficit de atenção com 

hiperatividade, transtornos específicos de aprendizagem e transtornos motores200.O 

TEA é um transtorno de alta complexidade, caracterizado por gravidade fenotípica, 

capacidade social prejudicada, déficits comunicativos verbais e não verbais e 

comportamentos estereotipados
201

. 

Atualmente, a etiologia do TEA permanece desconhecida; no entanto há 

hipóteses de que estaria mais ligado respostas imunes gestacionais e perinatais 

desreguladas, assim como a etiologia genética complexa e altamente heterogênea, 

e os fatores pós-natal (como parto, estresse, dieta ou tratamento antibiótico)
128,202 

estão associados a uma modificação da composição da microbiota intestinal, 

perturbando o eixo microbiota-intestino-cérebro203,204. O risco de TEA está associado 

principalmente a eventos desfavoráveis no segundo e terceiro trimeste                da gravidez, 

quando as conexões entre os neurônios se estabelecem
205,206

. 

Modelos animais demonstram que a AIM, após uma infecção viral durante a 

gravidez, esteve associada à prole com uma maior frequência de sintomas centrais 

de TEA
131,207

. Esses modelos produzem desregulação imunológica permanente na 

prole, sendo q u e  a i n t e n s i d a d e  e o p e r í o d o  g e s t a c i o n a l  e m  q u e  

o c o r r e  a  AIM    poode influenciar a manifestação dos sintomas
208

.  

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS, 2017), a prevalência 

do transtorno teve um aparente aumento, estimando-se atualmente um caso de TEA 
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em cada 68 crianças; no entanto, ainda não se sabe por que a incidência de autismo 

aumentou rapidamente durante a década de 1990, bem como por que ainda está 

aumentando nos anos 2000. Possíveis explicações possíveis para esse aparente 

aumento da prevalência, incluindo maior conscientização, ampliação de critérios 

diagnósticos, melhores ferramentas diagnósticas e melhor comunicação. Quase um 

terço das crianças com TEA também tem deficiência intelectual, o que determina uma 

maior deterioração em sua funcionalidade, sendo que a combinação de autismo com 

deficiência intelectual resulta em elevado custo social e à gestão pública
23

. Finalmente, 

a predominância do TEA é maior no sexo masculino, o que apontando para um fator 

protetor feminino209. 

Nos modelos  animais de TEA, os filhotes de fêmeas prenhas com infecção 

durante a gravidez apresentam alterações fisiológicas e comportamentais 

semelhantes aos sintomas de TEA em humanos210, 211. Os prejuízos mais comumente 

associados são epilepsia, distúrbios do sono ou ansiedade e depressão. Deficiência 

intelectual, disfunções sensoriais e déficits de atenção, bem como problemas 

gastrointestinais e deficiência imunológica; estes achados em estudos recentes 

ganharam alta relevância para encontrar uma explicação para o autismo212. 

Outros sintomas comuns no TEA são os cognitivos, sendo que essas crianças 

apresentam dificuldades de atenção213 e, interessantemente, sabe-se que pacientes 

com TEA que sofrem de comorbidades gastrointestinais apresentam um maior risco 

de apresentarem alterações de comportamento
214,215

 Indivíduos autistas mostram 

uma mudança na estabilidade, diversidade, composição  e/ou metabolismo das 

bactérias intestinais216,217 e , concomitantemente, ocorre progressão da doença do 

SNC e na sintomatologia comportamental218.  

A microbiota intestinal se mostra capaz de modular a emoção, a motivação e 

as funções cognitivas mais elevadas. Além disso, crianças com TEA que apresentam 

constipação funcional têm sido associadas a sintomas comportamentais agravados, 

bem como a um aumento no cortisol, no estresse, na ansiedade, assim como 

convulsões e distúrbios do sono219; esses indivíduos parecem ter mais diversidade 

bacteriana, com menor abundância daquelas que são potencialmente benéficas, 

como o gênero Bifidobacteria. Também foi observado um aumento significativo na 

relação Firmicutes/Bacteroidetes em indivíduos autistas em relação a indivíduos 

neurotipicos
220

. Ocorre ainda aumento de Bacteroidetes e Proteobactérias e 
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diminuição de Firmicutes e Actinobacteria em crianças autistas, bem como um 

aumento em Pseudomonas spp., Aeromonas spp. e Clostridium spp.
221

. Existem ainda 

evidências de que crianças autistas com disfunção gastrointestinal apresentam 

respostas imunes inflamatórias elevadas e disbiose associada
222,223

. Um ensaio 

clínico que envolveu transplante de microbiota intestinal (TMI) em 18 crianças com 

TEA levou a melhora dos sintomas gastrointestinais e comportamentos relevantes, 

com aumentos de Bifidobacterium, Prevotella e Desulfovibrio
200

. 

A partir destas observações, existe a hipótese de que a microbiota possa ser 

considerada como um alvo terapêutico para o TEA. Em sua revisão, Li Q e Zhou J-M 

observaram uma redução significativa da ansiedade em crianças com TEA que 

receberam cepas de bacteroides fragilis
200

. Kang e colaboradores (2017) mostraram 

a eficácia potencial de uma terapia de transferência de microbiota em 18 pacientes 

que apresentaram escores significativamente menores de sintomas gastrointestinais 

e sintomas de TEA após o tratamento
200

. Em crianças com TEA, outro estudo registrou 

que oito semanas de tratamento com vancomicina oral levaram a grandes melhorias 

nos sintomas gastrointestinais e nos sintomas de TEA, embora os benefícios tenham 

sido perdidos poucas semanas após a interrupção do tratamento
226

. Embora até o 

momento tenha havido um grande progresso no desenvolvimento de suporte 

comportamental e psicológico para indivíduos com TEA, não existe ainda terapia 

medicamentosa aprovada para os principais sintomas. O tratamento medicamentoso   

estabelecido atualmente visa reduzir padrões simultâneos, como aumento da 

irritabilidade; assim, considerando a natureza heterogênea dessa condição, o 

desenvolvimento de uma terapia médica segura e eficaz se torna um desafio
22

. 

 

1.1.5 TMI no transtorno do espectro autista 

 

O TMI é o processo de transplantar fezes de um doador saudável para o 

intestino do receptor, a fim de recuperar a flora intestinal prejudicada. Sua primeira 

aplicação na medicina contemporânea foi registrada no ano de 1958, quando Ben 

Eiseman infundiu material fecal em quatro pacientes com colite 

pseudomembranosa
227

. Após essa experiência pioneira, foi efetivamente utilizado no 

tratamento de várias doenças, incluindo infecção recorrente por Clostridium difficile e 
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doença inflamatória intestinal
17

. Alguns estudos de revisões sistemáticas com 

metanálises e ensaios clínicos randomizados destacaram a eficácia do TMI no 

tratamento da infecções recorrentes por C. difficile. Foi relatado também que o 

transplante melhorou a função sexual em pacientes com doenças de Crohn, 

fortalecendo a conexão entre microbiota intestinal e depressão/humor
228

. 

A remodelação da microbiota intestinal através do TMI não apenas recupera a 

função digestiva, mas também melhora o cérebro e o comportamento, podendo ser 

usado no tratamento de muitas doenças cerebrais, como o TEA, Síndrome de Tourette 

e epilepsia
200

. Essa terapia geralmente envolve apenas uma dose para infecção por 

C.difficile e outras condições gastrointestinais, embora haja um interesse crescente 

no uso de várias doses
229

. O tratamento da microbiota intestinal pode ser feita também 

pelo uso de prebióticos e probióticos. Os prebióticos podem beneficiar tanto a mucosa 

intestinal quanto a imunidade sistêmica, porque atingem o intestino grosso e estimulam 

o crescimento da microbiota intestinal benéfica. Os probióticos podem restaurar a 

permeabilidade intestinal, melhorando a função da barreira mucosa; no entanto, 

a l g u n s  a u t o r e s  r e g i s t r a r a m  efeitos prejudiciais com o uso desta 

intervação
230,231

. Com relação ao seu uso frente aos sintomas do TEA, apenas 

melhorias temporárias dos sintomas foram relatadas, enquanto obteve-se resultados 

inconclusivos em estudo que avaliou a microbiota e realizou acompanhamento a longo 

prazo
232

.  

Diante do exposto, observa-se que as infecções intestinais e os sintomas 

comportamentais do TEA podem derivar, pelo menos em parte, da disbiose da 

microbiota intestinal, bem como que o TMI pode efetivamente reequilibrar esta flora e 

influenciar na sintomatologia desta doença e de outras patologias humanas
233

. Ainda, 

modelos animais que utilizam camundongos são importantes para estudar o papel e 

o funcionamento de intervenções como o TMI
233-235

, mas apesar disso, o possível 

efeito do TMI sobre o desenvolvimento e evolução do TEA na prole de camundongos 

fêmeas submetidas à AIM durante a gestação ainda não foi explorado. Estudos dessa 

natureza são importantes uma vez que ecossistemas microbianos complexos, como 

o do intestino humano, são difíceis de imitar e apenas cultura de células não é o 

suficiente para que haja o maior entendimento sobre o sistema imunológico e 

subsequentemente sobre o cérebro e o comportamento. Entender a possibilidade de 
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modular o eixo da microbiota-intestino-cérebro como uma ferramenta terapêutica 

pode ser uma maneira eficaz e promissora de melhorar os sintomas desta doença. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da AIM e o possível benefício do TMI, isoladamente ou em 

associação com antibiótico, sobre parâmetros comportamentais relacionados ao TEA 

em camundongos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Na prole de camundongos fêmeas que foram submetidas ou não à AIM e que 

receberam TMI, isoladamente ou em associação com antibiótico, pretende-se: 

 

• Avaliar o comportamento relacionado à ansiedade aos 28 dias após o 

nascimento; 

• Investigar os movimentos estereotipados aos 28 dias após o 

nascimento; 

• Examinar a sociabilidade aos 28 dias após o nascimento. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Estudo pré-clínico com delineamento experimental. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

Neste estudo foi utilizado tampão fosfato salina (Laborclin, Brasil); 

lipopolissacarídeo (Sigma-Aldrich, Escherichia coli 0111:B4 - Brasil); antibiótico 

(metronidazol– Teuto, Brasil); caixa de teste campo aberto (marcenaria local, Brasil); 

caixa três câmaras de interação social (mercearia local; Brasil) balança digital 

(Powner, Brasil); balança de precisão (Shimadzu – AUY220, Brasil); centrifuga 

refrigerada (Solab Cientifica, Brasil).  

 

3.3 ANIMAIS 

 

No estudo foram utilizados camundongos adultos machos e fêmeas da 

linhagem (C57BL/6), pesando entre 20 e 23 g, com 60 dias de vida, provenientes do 

biotério de criação da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) que não 

possuíam qualquer anormalidade anatômica, funcional e/ou doenças e machucados. 

Estes animais foram acasalados para posteriormente avaliar a prole. 

Os casais e suas proles foram mantidos no biotério experimental do LaNEx-

UNISUL e acondicionados sob regime cíclico de 12 horas de luz e 12 horas de escuro 

(6h00min às 18h00min). A limpeza das caixas moradia foi realizada duas vezes por 

semana, enriquecidas com rolinhos de papelão e livre acesso a comida e água. O 

ambiente foi mantido a temperatura de 22 ± 2º C. Os animais foram aclimatados aos 

laboratórios por pelo menos 1h antes dos procedimentos, que foram realizados entre 

8h00min e 12h00min. 

O número de animais por grupo foi calculado em n= 8. A fórmula empregada 

para o cálculo foi a equação n/grupo=2[(Zα/2 +Zβ) X d/∆]2.193, para comparação de 

duas médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nível de significância de 

5%, o desvio padrão de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor da 
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diferença a ser detectada igual a 18%. Entende-se, portanto, que o número de pelo 

menos 8 animais deve ser utilizado em cada grupo experimental para garantir que as 

conclusões dos experimentos sejam válidas, dentro de um risco aceitável de não estar 

observando diferenças onde elas existam, nem tão pouco estar observando 

diferenças onde elas não existam. 

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Inicialmente os animais foram acasalados e mantidos em sua caixa moradia 

durante o ciclo escuro na proporção de uma fêmea para cada macho. No dia seguinte, 

foi avaliada a presença ou não de um plugue vaginal. Em caso positivo de plugue 

vaginal, este dia foi definido como dia 0 gestacional (G0) onde as fêmeas foram 

separadas em grupo controle (PBS) e experimentais (LPS) submetidas ou não a 

intervenção do TMI. Grupos representados no quadro seguinte:  

 

Quadro 1 - Grupos. 

PBS PBS – t. PBS PBS – ANT+t.PBS PBS – ANT+t.MI PBS – t.MI 

LPS LPS – t. PBS LPS – ANT+t.PBS LPS – ANT+t.MI LPS – t.MI 

 

No 15º dia gestacional (definido como G15), a AIM foi induzida nas fêmeas com 

a injeção i.p de LPS (Escherichia coli O:111 B4, Sigma). O LPS foi dissolvido em 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) em uma concentração de 

armazenamento de 150 µg/mL. Para induzir ao modelo de AIM em camundongos, foi 

administrado 100µg/kg de LPS em 100 µL de PBS. O mesmo volume equivalente de 

PBS foi injetado nos animais do grupo controle. Os animais foram monitorados 

diariamente após a injeção de LPS para verificação de sinais de hemorragia vaginal, 

perda de peso ou comportamento doentio, como aumento da temperatura e 

imobilidade. O dia do nascimento dos animais foi definido como P0. Quando os 

animais completaram 14 dias de vida, a prole foi submetida ao TMI. Os animais 

retornaram para suas caixas moradias e ao completarem 28 dias, foram submetidos 

aos testes comportamentais e em seguida a morte indolor assistida (MIA), recebendo 

injeção de uma dose excessiva de anestésico, de acordo com a resolução 1000 de 
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12/05/2012– Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV), sob a supervisão do 

médico veterinário responsável, para analise bioquímica pós transplante. O encéfalo 

foi dissecado e armazenado em -80ºC para posterior análise. 

 

Figura 1. Desenho experimental 
 

 

3.4.1 Protocolo de TMI:  

Para a coleta das fezes, animais saudáveis foram alocados em uma caixa 

esterilizada para que, de forma espontânea, o pesquisador pudesse colher o material. 

Posteriormente, para cada 1 grama de fezes foi adicionado volume de 10 ml de PBS 

estéril e a mistura foi centrifugada por 5 min a 12.000 r.p.m em uma temperatura de 

4ºC, gerando um sedimento que foi administrado ao animal, uma única vez, por 

gavagem oral.  O TMI foi realizado na prole com 14 dias de vida. Esse método foi 

desenvolvido por Li Ming e colaboradores (2015) e adaptado para nosso 

laboratório236,237. 

 

3.4.2 Tratamento com antibiótico 

O metronidazol (comprimidos de 500 mg) foi dissolvido, imediatamente antes do 

uso,  em solução salina a uma concentração de 10  mg/ml e desta administrou-se 0,1 

ml para cada 10g de peso do animal, correspondendo a uma dose de 100 mg/kg. O 

mesmo volume de PBS (0,1 ml para cada 10g de peso do animal) foi injetado nos 

animais do grupo controle. A administração por via oral foi realizada dois dias antes 

do TMI usando agulha de gavagem acoplada a uma seringa de 1 ml (Instech 

Laboratories, Inc., PA, EUA)238,239.  

15 

TMI 

28 



33 

 

3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS 

 

Os testes foram realizados entre as 8h e 12h em uma sala devidamente 

preparada para este fim. Durante os experimentos, os animais foram transportados 

para a sala de comportamento uma hora antes dos testes para aclimatação e o 

registro das variáveis foi realizado por um único avaliador. 

 

3.1.1 Comportamento relacionado à ansiedade  

Este teste foi realizado em um aparato chamado campo aberto, consistindo 

numa caixa plástica medindo 40 x 60 e paredes de 50 cm de altura sendo 3 paredes 

de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 16 

quadrados de igual tamanho, desenhados para fazer a marcação dos quadrantes a 

serem cruzados pelo animal. O comportamento de ansiedade foi avaliado por um 

único observador, de duas maneiras. Primeiro, registrou-se o número de vezes que 

cada animal cruzava um quadrante com as quatro patas, nas regiões do centro ou da 

periferia197 e, em segundo lugar, registrou-se o tempo (em s) que cada animal 

dispendia nos quadrantes referentes à região do centro ou nos quadrantes da 

regiãoda periferia do campo aberto240. 

 

3.5.2 Avaliação de movimentos estereotipados 

 

Os movimentos estereotipados são definidos como movimentos rápidos e 

repetitivos da cabeça e do antebraço. Os comportamentos avaliados foram farejar 

(sniff), movimentos de autolimpeza (grooming) e de roer unhas. Para execução do 

teste, os animais foram colocados individualmente na caixa de avaliação, onde foram 

feitas seis observações de 1 min cada, em intervalos de 10 min, por um período total 

de 1 h, registrando-se o número de vezes que o animal apresentou cada um dos três 

tipos de movimentos241. 
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3.5.3 Avaliação de sociabilidade 

 

A análise de interação social nos animais foi baseada na tendência natural dos 

roedores investigarem com maior dedicação um indivíduo intruso que lhe foi 

apresentado pela primeira vez. No teste com 3 câmaras, inicialmente o animal teste 

foi colocado na câmara do meio para permitir que ele explorasse o ambiente por 5 

min; na sequência, após este período de habituação, outro animal desconhecido do 

mesmo sexo e mesma faixa etária foi colocado dentro de uma pequena gaiola de 

arame em uma das câmaras laterais. Para confirmar que o tempo gasto na câmara 

contendo o animal estranho refletia o comportamento social, o número e o tempo (em 

s) de contatos com a gaiola vazia (sem animal, S/A) e da gaiola com o animal estranho 

(C/A) estranho foram registrados por um observador humano. As razões de interação 

social foram determinadas como: tempo (em s) na zona de interação com o animal / 

tempo (em s) na zona de interação sem o animal240,242. 

 

 

3.6 VARIÁVEIS DE ESTUDO 

 

Variáveis Tipo Natureza Proposta de 

utilização 

AIM Independente Qualitativa nominal 

dicotômica 

SIM ou NÃO 

TMI Independente Qualitativa nominal 

dicotômica 

SIM ou NÃO 

Ansiedade Dependente Quantitativa 

Ordinal Discreta 

Número de 
cruzamentos no 

centro ou na 
periferia 

Ansiedade Dependente Quantitativa 

Ordinal Discreta 

Tempo de 

cruzamentos no 

centro ou na 

periferia 

Interação social Dependente Quantitativa 

Ordinal Discreta 
Número de 

contatos 

 

Interação social Dependente Quantitativa 

Ordinal Discreta 
Tempo de 

contato (em s) 
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Movimentos 

estereotipados 
Dependente Quantitativa 

Ordinal Discreta 

Número de 

comportamentos 

 

3.7 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os dados foram analizados primeiramente quanto ao teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk. No caso de paramétricos os resultados foram apresentados como a 

média ± erro padrão da média e a coparação entre os grupos foi realizada por meio 

de análise de variância (ANOVA) de uma via, seguido de Tukey. Para os dados não-

paramétricos os resultados foram apresentados como mediana e desvio interquartil e 

a comparação entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal Wallis. Diferneças 

estatisticamente significantes foram consideradas quando o valor de P< 0,05. 

 
3.8 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 
 

Todos os procedimentos do estudo foram realizados de acordo com as 

recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratório e com 

os princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) descritos na Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais 

para fins científicos e didáticos. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais Experimentais (Protocolo:20.032.4.01.V.) da UNISUL. 
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4. ARTIGO(S) 

 

A seguir está inserido o resumo do artigo científico fruto desta tese de 

Doutorado, que foi submetido para a revista científica Molecular Neurobiology, com 

Qualis Capes (Med I-II) A1 em 2023. 

Site: https://www.springer.com/journal/12035/submission-guidelines 
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RESUMO 

 

A exposição a ativação imune durante a gestação a algum agente ambiental, como o 

lipopolissacarídeo (LPS) pode levar ao aumento do risco para o surgimento de transtornos do 

neurodesenvolvimento como de desenvolvimento do transtorno do espectro autista (TEA), 

caracterizado por déficits nas interações sociais, comunicação, aumento do comportamento 

ansioso e repetitivo sendo atrelados também quadros de disbiose. A exacerbação de quadros 

comportamentais do TEA pode estar relacionada a déficits gastrointestinais devido a 

comunicação de cérebro-intestino, podendo essa via ser utilizada para a modulação do 

microbioma através do trans transplante de microbiota intestinal (TMI). Avaliar o efeito da 

AIM e o possível benefício do TMI sobre parâmetros comportamentais relacionados ao TEA 

em camundongos. Realizado TMI na prole de fêmeas C57BL/6 que foram submetidas ao 

protocolo de ativação imune materna no 15º dia gestacional através do LPS. Analisados 

parâmetros dos comportamentos tipo ansioso, sociabilidade e movimentos estereotipados na 

prole aos 28 dias de vida. Camundongos descendentes de AIM e que passaram pela intervenção 

de TMI apresentaram melhora nos parâmetros comportamentais dos testes propostos, diferente 

da prole sem intervenção. Dados demonstram que a modulação da microbiota intestinal foi 

benéfica aos receptores TEA, sinalizando através da modulação da microbiota intestinal um 

potencial tratamento para o TEA 

 

 

Palavras-chave: Comportamento; Disbiose; Microbioma Intestinal; Transplante de 

Microbiota Fecal; Transtorno do Espectro Autista. 
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ABSTRACT 

 

Exposure to immune activation during pregnancy to an environmental agent, such as 

lipopolysaccharide (LPS) may lead to an increased risk for the emergence of 

neurodevelopmental disorders such as the development of autism spectrum disorder (ASD), 

characterized by deficits in social interactions, communication, increased anxious and repetitive 

behavior, which are also associated with dysbiosis. The exacerbation of ASD behavioral 

conditions may be related to gastrointestinal deficits due to brain-gut communication, and this 

pathway can be used to modulate the microbiome through intestinal microbiota 

transtransplantation (IMT). To evaluate the effect of AIM and the possible benefit of IMT on 

behavioral parameters related to ASD in mice. IMT was performed on the offspring of C57BL/6 

females that were submitted to the maternal immune activation protocol on the 15th gestational 

day through LPS. Parameters of anxious behavior, sociability and stereotyped movements in 

the offspring at 28 days of life were analyzed. Mice descended from AIM and that underwent 

the IMT intervention showed improvement in the behavioral parameters of the proposed tests, 

different from the offspring without intervention. Data demonstrate that the modulation of the 

intestinal microbiota was beneficial to ASD receptors, signaling through the modulation of the 

intestinal microbiota a potential treatment for ASD. 

 

 

Keywords: Behavior; Dysbiosis; Gut microbiome; Fecal Microbiota Transplantation; Autistic 

Spectrum Disorder. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Diante dos resultados do presente estudo é possível observar que o TMI, da maneira 

avaliada no presente estudo, demonstrou potencial benefício para o tratamento de 

distúrbios do comportamento do TEA, principalmente relacionados à sociabilidade, 

ansiedade e estereotipia.  

No entanto, novos estudos são necessários no sentido de investigar os 

mecanismos envolvidos na relação entre a flora intestinal, as respostas imunológicas 

locais e no SNC que regulam tais comportamentos. 

Sugere-se ainda que futuras pesquisas clínicas sejam conduzidas, no sentido 

de avaliar o possível benefício do TMI em humanos. Tais estudos poderiam investigar 

quais bactérias intestinais estão mais relacionadas a possíveis benefícios, bem como 

os níveis de neurotransmissores derivados de intestino, as alterações morfológicas da 

barreira intestinal e mediadores inflamatórios envolvidos. 
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