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RESUMO  

 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um conjunto de condições heterogêneas 

do desenvolvimento neurológico que se caracteriza por apresentar dificuldades em 

comunicação social e restrita, como também comportamentos repetitivos e sem 

interesses. Nos últimos anos a prevalência do TEA tem aumentado em todo o 

mundo, estima-se que haja 1 caso para cada 68 crianças nascidas. Existem 

hipóteses de que o TEA seja causado por alterações neuroimunes que possam estar 

relacionadas com as diferentes manifestações clínicas apresentadas por este 

transtorno. A proposta deste estudo é considerar a neuroinflamação como hipótese 

etiológica do TEA e a partir daí, sugerir uma terapia que envolva o bloqueio da 

liberação das citocinas pró-inflamatórias através do controle da infecção materna ou 

a diminuição da ativação da micróglia por meio do tratamento com Dimetil Fumarato 

(DMF). O estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes doses de DMF 

sobre parâmetros bioquímicos e comportamentais de ratos Wistar submetidos à um 

modelo experimental de TEA. Os animais foram distribuídos em seis grupos 

experimentais, de acordo com a exposição pré-natal ao lipopolissacarídeo (LPS) e à 

dose administrada de DMF iniciou-se em (PND) 30, e seguiu por 14 dias 

consecutivos, administrado duas vezes ao dia, intraperitonealmente, nas doses de 5 

e 15 mg/kg, conforme grupo experimental. Os resultados deste estudo sugerem que 

a ativação imune materna causou na prole alterações comportamentais e 

neuroquímicas condizentes com o TEA, e o tratamento com DMF proporcionou 

resultados positivos, tanto comportamentais como neuroquímicos.   

 

Descritores: Autismo. Neuroinflamação. Dimetil Fumarato. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

 

The Autism Spectrum Disorder (ASD) is a set of heterogeneous neurodevelopmental 

conditions characterized by presenting difficulties in social and restricted 

communication, as well as repetitive and without interest behaviors. In recent years, 

the prevalence of ASD has increased worldwide, it is estimated there is 1 case per 

68 children born. There are chances that the ASD is caused by neuroimmunes 

changes that might be related to the different clinical manifestations of this disorder. 

The purpose of this study is to consider the neuroinflammation as an etiological 

hypothesis of the ASD and from there, suggest a therapy that involves blocking the 

release of proinflammatory cytokines by controlling the maternal infection or 

decrease the activation of microglia by treating with Dimethyl Fumarate (DMF). The 

study aimed to evaluate the effects of different doses of DMF on biochemical and 

behavioral parameters of Wistar rats submitted to an experimental model of ASD. 

The animals were distributed in six experimental groups, according to prenatal 

exposure to lipopolysaccharide (LPS) and administered dose of DMF began in (PND) 

30, and continued for 14 consecutive days, administered twice daily, intraperitoneally 

at doses of 5 and 15 mg/kg, according to experimental group. The results of this 

study suggest that maternal immune activation caused behavioral and neurochemical 

changes in the offspring consistent with the ASD, and treatment with DMF yielded 

positive results, both behavioral and neurochemical. 

 

Key words: Autism. Neuroinflammation. Dimethyl Fumarate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um conjunto de condições 

heterogêneas do desenvolvimento neurológico o qual se caracteriza por apresentar 

dificuldades em comunicação social e restrita, como também comportamentos 

repetitivos e sem interesses1. Estes sintomas estão presentes desde a infância até a 

idade adulta. Existem hipóteses de que o TEA seja causado por alterações 

neuroimunes que podem estar relacionadas com as diferentes manifestações 

clínicas apresentadas por este transtorno2. 

Nos últimos anos prevalência do TEA tem aumentado em todo o mundo. 

Nos Estados Unidos, a frequência de nascimentos em 1998 foi em média de 1/250 

crianças, já no ano de 2007 essa prevalência aumentou para 1/150 crianças 

nascidas3. No entanto, este aumento pode estar relacionado, principalmente, pela 

observação precoce dos sintomas por parte dos profissionais de saúde, pais e 

professores4,5.  

A fisiopatologia do TEA permanece desconhecida até o momento, mas 

várias teorias neurobiológicas apontam alterações em sistemas encefálicos, 

incluindo córtex, sistema límbico, cerebelo, corpo caloso, núcleos da base e do 

tronco encefálico6. Além disso, alguns processos iniciais do desenvolvimento 

alterado do encéfalo podem ser relacionados com a fisiopatologia do TEA, como por 

exemplo, a migração neuronal7,8, a redução da maturação sináptica9,10, a redução da 

maturação dendrítica11,12 e o metabolismo anormal do transporte da serotonina13, 

sendo estes mais visíveis na infância do que na idade adulta12. 

A heterogeneidade do transtorno sugere uma gama de alternativas 

terapêuticas, muitas vezes, sem qualquer evidência científica. O tratamento 

farmacológico é mais focado em sintomas nucleares do TEA, tais como ansiedade, 

convulsões, hiperatividade, comportamento agressivo, auto-mutilação e estereotipia, 

e não são direcionados para os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na 

fisiopatologia desse transtorno, isto porque eles não estão totalmente esclarecidos14. 

A proposta deste estudo é considerar a neuroinflamação como hipótese 

etiológica do TEA e desta forma, sugerir uma terapia que envolva o bloqueio da 

liberação das citocinas pró-inflamatórias através do controle da infecção materna ou 
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a diminuição da ativação da micróglia através do tratamento com Dimetil Fumarato 

(DMF). 

O DMF possui um efeito neuroprotetor, imunomodulador e 

antiinflamatório, ou seja, reduz o estresse oxidativo, a inflamação no tecido nervoso 

e a ativação da micróglia, assim reduzindo a neurodestruição causada pela 

inflamação crônica, podendo desta forma, contribuir na melhoria do desenvolvimento 

e possivelmente atenuando os sitomas do TEA15.  

Sendo assim, o estudo sobre o efeito neuroprotetor do DMF em um 

modelo pré-clínico a partir da administração pré-natal de lipopolissacarídeo (LPS), 

poderá auxiliar na tentativa de explicar questões referentes às alterações 

neuroquímicas e comportamentais observadas no TEA.   

 

1.1 TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA 

 

Em 1943, Leo Kanner apresentou 11 casos de um distúrbio, que o mesmo 

denominou como distúrbios autísticos do contato afetivo, sendo observadas 

características como os movimentos repetitivos e estereotipados, comportamentos 

obsessivos e algumas crianças com distúrbios de desenvolvimento da linguagem16. 

Ele pensou que a patologia era provavelmente rara e a mesma era confundida com 

debilidade mental ou esquizofrenia. Segundo Andanson e colaboradores17, Hans 

Asperger no ano de 1944 descreveu 4 casos de “psicopatia autista da infância”, 

resumindo como características desse transtorno mental, habilidades extraordinárias 

como gênios da matemática ou ciências naturais, com diferentes modos de pensar e 

com uma auto avaliação bem objetiva.  

As teorias e conceitualizações sobre o autismo até a década de 1980 

foram marcadas por uma visão em que o autismo era considerado como um 

distúrbio básico dos processos cognitivos e da linguagem, ignorando os sintomas 

sociais e afetivos que a síndrome apresentava16. Em 1987 o Manual Diagnóstico e 

Estatístico de Transtornos Mentais (DSM-III-R) formulou critérios de diagnóstico com 

uma perspectiva de desenvolvimento, classificando assim o autismo como um 

Transtorno Invasivo de Desenvolvimento (TID)18. Na prática clínica o TID foi usado, 

até 2013, para diagnosticar indivíduos com déficit de interação social, déficit de 

linguagem e comunicação e padrões repetitivos de comportamento, já os critérios 
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DSM-IV para autismo tiveram um grau mais elevado de especificidade e 

sensibilidade para os grupos de diversas faixas etárias e entre indivíduos com 

habilidades cognitivas e linguagem distinta17,18. 

No entanto, a complexidade dos casos avaliados nem sempre foram 

suficientes para preencher os critérios para diagnóstico do TEA19. Por esse motivo, a 

Associação Americana de Psiquiatria discutiu novos critérios clínicos e a criação de 

uma nova categoria de diagnóstico para incluir o TEA. A associação propôs, em 

2013, uma nova versão do DSM, que excluiu o Transtorno Desintegrativo da Infância 

e a Síndrome de Rett e criou uma categoria única – Transtorno do Espectro Autista 

– envolvendo as demais condições e em substituição aos TIDs20,21.  

Atualmente, o DSM-V20 caracteriza o TEA por prejuízos persistentes na 

comunicação social recíproca e interação social, como também por padrões restritos 

e repetitivos de comportamento, interesses e/ou atividades. Esses sintomas estão 

presentes desde a infância e limitam e/ou prejudicam a vida diária20. Além dos 

déficits de comunicação e interação social, a criança deve apresentar uma 

concentração intensa durante um conjunto de interesses e/ou comportamentos 

estereotipados que incluem hiper ou hipo-reatividade a excitações sensoriais2. 

Apesar disso, as manifestações do transtorno também variam muito dependendo da 

gravidade da condição autista, do nível de desenvolvimento e da idade cronológica; 

justificando o uso do termo espectro20.  A Tabela 1 apresenta os diferentes níveis de 

gravidade do TEA. 
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Tabela 1 - Níveis de gravidade para o Transtorno do Espectro Autista        

Nível 3 
“Exigindo 
apoio muito 
substancial” 

Déficits graves nas habilidades de 
comunicação social verbal e não verbal 
causam prejuízos graves de 
funcionamento, grande limitação em 
dar início a interações sociais e 
respostas mínimas abertura sociais que 
parte de outros. Por exemplo, uma 
pessoa com fala inteligível de poucas 
palavras que raramente inicia as 
interações e, quando o faz, tem 
abordagens incomuns apenas para 
satisfazer a necessidades e reage 
somente a abordagens sociais muito 
diretas. 

Inflexibilidade de 
comportamentos, extrema 
dificuldade em lidar com a 
mudança ou outros 
comportamentos 
restritivos/repetitivos 
interferem 
 acentuadamente no 
funcionamento em todas 
as esferas. Grande 
sofrimento e/ou 
dificuldade para mudar o 
foco ou a ações.  
 

Nível 2 
“Exigindo 
apoio 
substancial” 

Déficits graves nas habilidades de 
comunicação social verbal e não 
verbal; prejuízos sociais aparentes 
mesmo na presença de apoio; limitação 
em dar início a interações sociais e 
resposta reduzida ou anormal a 
aberturas sociais que partem de outros. 
Por exemplo, uma pessoa que fala 
frases simples, cuja a interação se 
limita a interesses especiais reduzidas 
e que apresenta comunicação não 
verbal acentuadamente estranha.  

Inflexibilidade de 
comportamentos, 
dificuldade de lidar com a 
mudança ou outros 
comportamentos 
restritos/repetitivos 
aparecem com frequência 
suficientes para serem 
óbvios ao observador 
casual e interferem no 
funcionamento em uma 
variedade de contextos. 
Sofrimento e/ou 
dificuldade de mudar o 
foco ou a ações.  

Nível 1 
“Exigindo 
apoio”  

Na ausência de apoio, déficits na 
comunicação social causam prejuízos 
notáveis. Dificuldade para iniciar 
interações sociais e exemplos claros de 
respostas atípicas ou sem sucesso a 
aberturas sociais dos outros. Pode 
aparecer apresentar interesse reduzido 
por interações sociais. Por exemplo, 
uma pessoa que consegue falar frases 
completas e envolver-se na 
comunicação, embora apresente falhas 
na conversação com os outros e cujas 
tentativas de fazer amizades são 
estranhas e comumente malsucedidas.  

Inflexibilidade de 
comportamentos causa 
interferência significativa 
no funcionamento em um 
ou mais contextos. 
Dificuldade em trocar de 
atividade. Problemas para 
organização e 
planejamento são 
obstáculos à 
independência.  

  Fonte: American Psychiatric Association
20 

 

Atualmente a prevalência do TEA tem aumentado em todo o mundo22, 

estima-se que haja 1 caso para cada 68 crianças5. Nos Estados Unidos (EUA), o 
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diagnóstico de TEA teve um aumento de 26,66% em 2007 quando comparado ao 

ano de 19983 e, entre os anos de 2011 e 2012, esse número aumentou para 1 caso 

para cada 50 crianças entre 6-17 anos de idade4,5. No Brasil, em 2011, um estudo 

demonstrou a presença de 27,2/10.000, ou seja, 0,3% de casos de TEA em crianças 

com idade entre 7 e 12 anos23. Segundo a Associação de Pais e Amigos dos 

Excepcionais (APAE), da Associação de Amigos Autistas (AMA) e da Fundação 

Catarinense de Educação Especial (FCEE), a prevalência de TEA na população do 

Estado de Santa Catarina é de 1,31 para cada 10.000 habitantes24.  

A mudança nos critérios diagnósticos não representam o principal fator 

envolvido no aumento da prevalência de TEA observado nos últimos anos. Segundo 

Cannel4 e Blumberg e colaboradores5, este aumento está relacionado, 

principalmente, pela melhor observação precoce dos sintomas do transtorno por 

parte dos profissionais de saúde, pais e professores.     

 

1.1.1 Fisiopatologia do transtorno do espectro autista  

 

Os sintomas do TEA, em alguns casos, podem ser identificados em 

crianças a partir dos 18 meses de idade, por isso, a Academia Americana de 

Pediatria (APA) sugere realizar o acompanhamento do desenvolvimento de todas as 

crianças até 24 meses de vida, pois é a partir deste período que os comportamentos 

mais característicos do TEA surgem. Estudos sobre a base neurológica do TEA 

antes dos três anos de idade são decisivos para o diagnóstico, pois é nessa fase 

que ocorrem os cuidados primários da infância e é nesse período que se pode 

melhorar os resultados do tratamento25. 

Em relação ao sexo, o TEA tem demonstrado que as pessoas do sexo 

masculino apresentam cerca de três a quatro vezes mais chances de serem 

afetados do que as pessoas do sexo feminino3. Uma das hipóteses para a menor 

prevalência no sexo feminino é devido ao hormônio estradiol agir como um 

neuroprotetor, pelo fato de reduzir a expressão de várias citocinas e quimiocinas 

pró-inflamatórias, desta forma, atenuando os sintomas do TEA26. Do mesmo modo, 

irmãos de crianças com TEA também apresentam maior chance de desenvolverem o 

transtorno, visto que a taxa de frequencia é cerca de 2 a 8% dos casos27,28.  

As alterações morfológicas do TEA causam confusão para a 

compreensão de sua fisiopatologia29. Um estudo realizado por Parellada e 
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colaboradores31, demonstrou perímetro cefálico aumentado em crianças autistas, 

especialmente no cerebelo. Evidências apontam, um aumento brusco do encéfalo a 

partir do primeiro ano de vida, incluindo alterações no córtex cerebral, amígdala e 

hipocampo30. Essas anormalidades volumétricas e morfométricas podem estar 

relacionadas com as características principais do TEA31. 

A causa do TEA até o momento continua indefinida, mas pode ser 

considerado um transtorno multifatorial que é influenciado pela genética, 

epigenética, fatores ambientais e/ou imunológicos32. Segundo Chauchan e 

colaboradores33, há evidências sugerindo que o aumento na exposição ao estresse 

oxidativo juntamente com a disfunção mitocondrial possa contribuir com a etiologia 

multifatorial do TEA relacionada com a inflamação pelas alterações imunológicas. 

Benjamin e colaboradores34, associam o TEA com fatores de risco pré-natal, como a 

idade avançada de ambos os pais, uso de substâncias psiquiátricas e doenças auto-

imunes nos familiares ou condições imunes como a diabetes, doença celíaca, 

alergias e asma durante a gestação.  

A ressonância magnética funcional (fMRI) tem sido utilizada para 

evidenciar alterações nos padrões de ativação e sincronização dos circuitos 

corticais35. A técnica de fMRI utiliza o fluxo sanguíneo para quantificar a atividade 

neural. Estudo de Parellada e colaboradores 31 apresentou conectividade funcional 

diminuída no que diz respeito à linguagem, memória, mecanismos de resolução de 

problemas e processamento social na atividade do encéfalo de crianças com TEA.  

 

1.1.2 Micróglia e Transtorno do Espectro Autista  

 

 Nos últimos anos, as alterações na microestrutura celular que 

fundamentam anormalidades macroestruturais e funcionais no TEA estão 

começando a ser caracterizadas36. Estudos neuropatológicos têm demonstrado 

aumento da densidade neuronal e presença de neurônios menores que o normal no 

hipocampo, amígdala, córtex entorrinal e giro do cíngulo37. Além disso, o aumento 

do volume microglial de paciente autistas30 tem sido relacionada à disfunção 

sináptica56 e desequilíbrio na neurotransmissão excitatória e inibitória durante 

períodos cruciais do desenvolvimento do sistema nervoso39.  

A micróglia é representada por um conjunto de células que possuem 

corpo celular pequeno e alongado com muitos prolongamentos curtos e altamente 
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ramificados, eles são equipados com receptores imunológicos clássicos e receptores 

neuronais, portanto podem ser sensíveis aos estímulos imunológicos e neuronais39. 

Essas células vêm sendo reconhecidas como células de respostas rápidas a lesões 

e doenças, exercendo função em uma extensa série de processos, tais como a 

inflamação do tecido e liberação de fragmentos celulares40. As ramificações da 

micróglia contribuem para a plasticidade estrutural através da eliminação de 

sinapses por mecanismo de fagocitose, que é necessário para a realização dos 

processos cognitivos normais38.  

Ativação da micróglia e alterações no número de neurônios são relatadas 

no TEA30. A ativação da micróglia no TEA tem a possibilidade de refletir ou resultar 

de uma resposta anormal do funcionamento dos neurônios, seja por uma ação 

protetora, deletéria ou uma tentativa de corrigir o funcionamento anormal dos 

neurônios. Outra hipótese está relacionada a possíveis alterações no sistema imune 

inato ou barreira hemato-encefálica, ou ainda, anormalidades imunológicas 

genéticas, que assim produzem a ativação moderada da micróglia, sem ser uma 

resposta neurônio-dirigida36, conforme a figura 1.  
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Figura 1: Representação esquemática de como a estimulação de mastócitos e 

micróglia poderia conduzir a vários efeitos que contribuem para a neuroinflamação, 

patogênese e sintomas do TEA.  

Adaptado de Theoharides, Asadi, Patel
41

. 

 

O processo de inflamação materna atravessa a placenta, entra na 

circulação fetal e penetra na barreira hemato-encefálica provocando o crescimento 

anormal e a alterações na plasticidade neuronal do feto, facilitando o 

desenvolvimento de ambientes inflamatórios crônicos que predispõem doenças 

neurológicas e psiquiátricas, sistêmicas e comorbidades ao longo da vida. Esse 

mecanismo pode ser responsável por muitos dos sintomas apresentados por 

autistas, como a hiper-sensibilidade aos estímulos do ambiente, fixação a objetos, 

comportamentos repetitivos e enterocolite crônica37.  

 

1.1.3 Neuroinflamação e Transtorno do Espectro Autista  

 

A ativação da micróglia pode liberar um número aumentado de 

substâncias neurotóxicas, como as EROs, NO e as várias citocinas pró-

inflamatórias, implicando na neuroinflamação e contribuindo assim para 
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fisiopatologia de doenças neurodegenerativas crônicas42. Os níveis de citocinas pró-

inflamatórias e a ativação dos monócitos também foram associados aos 

comportamentos mais graves do TEA43. 

Os monócitos são os primeiros a responder durante a inflamação, 

promovendo a tempestade de citocinas, criando um ambiente que influência 

profundamente na atividade das células do sistema imunológico vizinho.  Os 

mesmos ainda são precursores de células de linhagem como os macrófagos44,45.  

Os macrófagos estão relacionados com o processo de neuroinflamação 

no SNC de pacientes autistas. Eles são fontes de citocinas que mantém  atividade 

imuno-inflamatórias46. Além dos macrófagos foi encontrado em quantidade elevada 

no SNC dos autistas a citocina IL-1β, IL-6, TNF-α e de EROs sendo utilizada como 

indicativo de neuroinflamação crônica47.   

Rodriguez e Kern48 demonstram uma expressão elevada de TNF-α e IL-

1β no SNC dos fetos de fêmeas expostas ao LPS em período pré-natal.  A resposta 

imunológica fetal para a infecção materna é a produção da “tempestade de 

citocinas”, através da ativação da micróglia e assim causando a neuroinflamação. A 

administração de LPS intraperitoneal induz um processo inflamatório sistêmico, que 

cria uma inflamação no SNC através de citocinas pró-inflamatórias e do estresse 

oxidativo, interferindo no desenvolvimento e crescimento neuronal. Animais 

submetidos à exposição pré-natal de LPS apresentam sintomas típicos do TEA, 

incluindo déficits de comunicação e de interação social prejudicada37. A interferência 

no desenvolvimento do sistema nervoso no início do período gestacional (entre o 

nono e décimo dia gestacional) compromete o processo de organogênese, 

especificamente a formação da placa neuronal49,50 e representa um modelo 

experimental adequado para o estudo do TEA. 

 

1.1.4 Estresse oxidativo e TEA 

 

Sob condições fisiológicas, há um equilíbrio entre a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e a capacidade antioxidante das células51. Quando este 

equilíbrio é afetado em favor a EROs, gera danos ao organismo, desta forma 

caracterizando o fenômeno "estresse oxidativo". Este estado leva a várias doenças 

neurológicas e psiquiátricas, incluindo depressão, ansiedade, esquizofrenia e TEA52.  
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Os EROs são considerados reações catabólicas provindas da destruição 

do oxigênio, entre eles podemos citar o superóxido, peróxido de hidrogênio, óxido 

nítrico (NO) e os radicais hidroxilas53. Em condições normais o próprio organismo se 

encarrega de neutralizar estas substâncias, através da capacidade antioxidante de 

células existentes no corpo, que possuem a função específica de remover ou inativar 

as EROs logo após a sua formação, bem como, reparar os danos causados por 

elas53,54.   

As enzimas como a glutationa peroxidase (GPx), superóxido dismutase 

(SOD) e catalase (CAT) são antioxidantes e atuam de forma integrada na defesa 

contra os agentes pró-oxidantes, protegendo o organismo da produção excessiva de 

radicais livres e EROs. Em processos patológicos, a relação entre os agentes pró-

oxidantes e antioxidantes pode estar desequilibrada e, consequentemente, agir na 

disfunção e morte celular55,56. Estas enzimas antioxidantes requerem de 

micronutrientes como co-fatores, tais como o ferro, zinco, cobre e manganês para 

exercer um mecanismo de defesa antioxidante eficaz57.  

A ceruloplasmina (proteína que transporta cobre) e a Transferrina 

(proteína que transporta ferro) são proteínas antioxidantes importantes e que são 

sitentizadas em vários tecidos, incluindo o encéfalo 58,59,60. A Ceruloplasmina inibi a 

peroxidação lipídica da membrana por meio de catalização de íons metálicos como 

ferro e cobre61, a mesma também atua como ferroxidase e superóxido dismutase, 

protegendo as membranas das células vermelhas do sangue a partir de radicais de 

oxigênio ativos60. Já a transferrina atua como um antioxidante, por meio da redução 

da concentração de íons de ferro livre59, os íons de ferro contribuem para o estresse 

oxidativo, catalisando a conversão de peróxido de hidrogênio para radicais de 

hidroxila que são altamente tóxicos pela reação de Fenton62. Os níveis dessas 

proteínas, são diminuídos em crianças com TEA, e existe uma correlação positiva 

entre os níveis reduzidos destas proteínas e a perda das competências lingüísticas 

adiquiridas anteriormente em crianças autistas.  As alterações nos níveis de 

ceruloplasmina e transferrina podem levar ao metabolismo anormal do ferro e do 

cobre no autismo63.  

Um dos sistemas mais vulneráveis ao estresse oxidativo é o sistema 

nervoso central (SNC)63. A grande demanda de energia que o encéfalo, em especial, 

necessita torna-o responsável pelo consumo de 20% do oxigênio no organismo64. 
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Além disso, o encéfalo possui uma menor concentração de enzimas 

antioxidantes52,65. 

As enzimas antioxidantes são necessárias nos primeiros momentos de 

desenvolvimento do sistema nervoso para a sobrevivência neuronal. Sabe-se que as 

crianças são mais vulneráveis que os adultos ao estresse oxidativo, por terem níveis 

baixos de antioxidantes desde sua concepção até a infância66. O risco obtido por 

este déficit natural na capacidade antioxidante em lactantes é aumentada por fatores 

ambientais que levam ao estresse oxidativo e que são encontrados mais elevados 

em suas mães, acumulando-se na placenta63.  

No TEA, o estresse oxidativo está aumentado e os níveis das defesas 

antioxidantes estão diminuídas67. Um estudo realizado por Chauhan e 

colaboradores68, demonstrou que a peroxidação lipídica é elevada no plasma de 

indivíduos com TEA, quando comprados com seus irmãos com desenvolvimento 

típico, numa relação de 13 dos 15 (87%) indivíduos autistas69. Dados semelhantes 

foram apresentados por Kaur e colaboradores70, relatando aumento da peroxidação 

lipídica em cerebelo e córtex temporal de pessoas com autismo quando comparadas 

ao grupo controle. Além disso, o metabolismo energético anormal também tem sido 

descrito em estudos clínicos71 e pré-clínicos72 de TEA. Níveis elevados de 

hidroperóxidos lipídicos e diminuição dos níveis de complexo de transporte de 

elétrons mitocondrial em cerebelo e estruturas corticais de indivíduos autistas71.  

Somados aos danos oxidativo e ao metabolismo energético anormal, 

estudos recentes têm demonstrado alterações nos níveis de atividades antioxidantes 

ao TEA. A glutationa peroxidase (GPx) está reduzida no plasma, da mesma forma 

que a diminuição da atividade da catalase e da SOD em eritrócitos e plasma de 

autistas73,74.  

Sabe-se que a resposta inflamatória materna estimula a ativação da 

micróglia75. Quando esta ativação é anormal, provoca a liberação de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias, além de substâncias tóxicas ao encéfalo ainda em 

desenvolvimento, como as EROs, ocasionando a neurodestruição e, 

consequentemente, um processo inflamatório do SNC1. Um estudo pré-clinico 

conduzido com fêmeas prenhes, expostas ao LPS no nono dia gestacional (DG), 

gerou uma prole com crescimento anormal do encéfalo, aumento do número de 

micróglias no córtex-anterior e aumento de EROs, além do desenvolvimento de 

comportamentos típicos do TEA76. Esses dados reforçam a hipótese de que a 
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aproximação entre estresse oxidativo e processos inflamatórios no SNC possam 

estar envolvidos na fisiopatologia do TEA70. 

 

1.1.5 Tratamento Farmacológico do TEA  

 

A grande maioria dos tratamentos utilizados para o TEA não são 

direcionados para os mecanismos moleculares e celulares envolvidos na 

fisiopatologia desse transtorno, isto porque eles ainda não estão totalmente 

esclarecidos. Os tratamentos psicológicos são realizados sob medida para as 

necessidades de cada paciente autista, e incluem intervenções comportamentais, 

educação precoce e apoio para os familiares. Em crianças, são utilizados terapias 

comportamentais para ensinar o auto-cuidado e habilidades sociais, tais como a 

Análise Comportamental Aplicada (ABA) que ajuda a melhorar a função global 

dessas crianças na fase pré-escolar77.  

Nos EUA 50% das crianças com autismo são tratadas 

farmacologicamente, com terapias incluindo o uso de anticonvulsivantes, 

antidepressivos e antipsicóticos, no entanto, há baixa adesão dos pacientes ao 

medicamento, devido principalmente a demora da resposta terapêutica e aos efeitos 

colaterais que têm se mostrado um dos grandes problemas enfrentados pela terapia 

farmacológica34. Em função deste problema e do espectro de apresentações do 

TEA, na prática clínica, a terapia farmacológica é mais focada nos sintomas 

comportamentais que interferem na vida cotidiana, tais como, ansiedade, 

convulsões, hiperatividade, comportamento agressivo, auto-mutilação e 

estereotipia14. As recentes mudanças nos critérios de diagnóstico afetaram, 

inclusive, as abordagens terapêuticas. Atualmente medicamentos como a 

acetilcolina e glutamato; tratamento com aminoácidos, medicamentos com base em 

quelantes, vitaminas e ômega-3 e os fármacos relacionados com a farmacogenética 

e o sistema imunológico estão sendo estudados e citados como uma proposta 

promissora para o tratamento do TEA78. No entanto, a busca por alternativas 

farmacológicas e não farmacológicas para o tratamento do TEA, que sejam capazes 

de atrasar o início e a progressão dos sintomas e de suas complicações ainda é um 

desafio.  
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1.2 DIMETIL FUMARATO  

 

O Dimetil Fumarato (DMF) é caracterizado por um cristal branco 

amplamente utilizado como anti-séptico e antimofo para alimentos, móveis e 

sapatos. Farmacologicamente, o DMF desempenha efeitos neuroprotetores e anti-

inflamatórios no SNC15. Essa substância é comercializada como Tecfidera 120mg 

cápsulas gastrorresistentes (verde e branca, com a gravação „BG-12 120 mg‟), seu 

fabricante é o laboratório Biogen Idec Ltda da Dinamarca. Em 21 de março de 2013, 

o Comitê da Agência dos Medicamentos para Uso Humano (CHMP) emitiu parecer 

positivo recomendando a concessão de uma autorização de comercialização para o 

medicamento Tecfidera 120 mg e 240 mg para o tratamento da esclerose múltipla. 

Em janeiro de 2014, o CHMP autorizou a comercialização do Tecfidera 120mg para 

toda a União Européia sob o número de autorização EU/1/13/837/001 e 

EU/1/13/837/002, no Brasil o Tecfidera foi aprovado pela ANVISA em 

06/04/201579,80.  

Devido a sua propriedade anti-inflamatória e antioxidante, o DMF tem sido 

utilizado no tratamento de psoríase. Além disso, sua capacidade em induzir 

apoptose das células T e modificar a polaridade de Linfócitos Auxiliares T1 (Th1) 

para Linfócitos Auxiliares T2 (Th2), o fármaco é utilizado para o tratamento de 

esclerose múltipla e recentemente demonstrou em ensaios clínicos de fase III sua 

eficácia no tratamento da esclerose múltipla recidivante-remitente81.  

A ação do DMF está na capacidade de ativação do fator nuclear Nrf2, 

uma proteína responsável por reconhecer especificamente xenobióticos e coordenar 

a transcrição genética. O Nrf2, quando ativado, aciona a transcrição de genes como 

heme-oxigenase (HO-1), superóxido dismutase e catalase, esses genes 

antioxidantes atuam na defesa do organismo contra agentes pró-oxidantes, desta 

forma protegendo o SNC da morte neuronal e de danos aos lipídios, proteínas e 

ácido desoxirribonucléico (DNA)82. Além disso, o DMF também inibi translocação do 

fator nuclear kappa B (NF-kB) eliminando a sua transcrição. Esta proteína 

desempenha papel importante na resposta imunitária a infecção através da redução 

de citocinas pró-inflamatórias, redução de moléculas de adesão e indução de 

apoptose83.  

No TEA, há um aumento da transcrição de NF-kB no SNC e essa 

exacerbação de fator nuclear pode ser devido a uma resposta imunitária exagerada, 
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que ocasiona a neuroinflamação82. É possível que a concentração de NF-kB seria 

elevada principalmente pela ativação microglial e que essa elevação, em algumas 

regiões do encéfalo, estaria ligada aos sintomas comportamentais e clínicos do 

TEA84.  

Conceitualmente a neuroproteção é uma condição que resulta no 

salvamento, recuperação e/ou regeneração do SNC, suas células, estrutura e 

funções85. Considerando que os efeitos neuroprotetores promovidos pelo DMF estão 

relacionados a ativação do Nrf2 é possível que a inibição de NF-kB através do 

tratamento com DMF possa diminuir o processo de neuroinflamação, reparar os 

danos oxidativo relacionados com a ativação da micróglia e, consequentemente, 

melhorar as manifestações comportamentais do TEA.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos de diferentes doses de DMF sobre parâmetros 

bioquímicos e comportamentais de ratos Wistar submetidos à um modelo 

experimental de TEA. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Investigar o efeito do DMF, em diferentes doses, sobre as alterações 

comportamentais induzidas pelo modelo experimental de TEA. 

 Avaliar a formação de danos oxidativos no córtex pré-frontal, cerebelo 

e hipocampo após tratamento crônico com DMF no modelo experimental TEA.  

 Avaliar os efeitos do tratamento crônico com DMF na atividade de 

enzimas antioxidantes no córtex pré-frontal, cerebelo e hipocampo no modelo 

experimental de TEA.  
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3. METODOLOGIA 

 

 

3.1. TIPO DE ESTUDO  

 

É um estudo experimental utilizando modelo animal de TEA.  

  

3.2. ASPECTOS ÉTICOS  

 

O presente projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina – UNISUL com o número 

de protocolo 14.002.201.V.  

 

3.3 ANIMAIS  

 

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

(60 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), 

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

 

3.4 ACASALAMENTO  

 

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

luz (19h), nas gaiolas dos machos, sempre utilizando duas fêmeas para cada 

macho. Às 7 horas da manhã do dia posterior a prenhez foi constatada por meio do 

lavado vaginal, que incide na introdução de cloreto de sódio (NaCl) através de uma 

pipeta plástica na vagina da fêmea, obtendo secreção para análise em microscópio 

óptico a procura de espermatozóides junto ao material biológico do animal86. Se 

verificada a presença de espermatozóides, considera-se dia gestacional zero (DG 0) 

daquela fêmea87, conforme Figura 2. As fêmeas prenhes foram alocadas 

individualmente em sua gaiola moradia, ficando na mesma durante toda a gestação. 
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Figura 2: Desenho experimental do acasalamento e diagnóstico de prenhes.  

 

3.5 EXPOSIÇÃO PRÉ-NATAL AO LPS  

 

As fêmeas prenhes, agora consideradas matrizes, foram divididas 

aleatoriamente em dois grupos experimentais: (1) Grupo LPS-tratadas e (2) Grupo 

Salina-tratadas. As matrizes do grupo LPS-tratadas receberam a administração 

intraperitoneal (ip) de uma única injeção de LPS, obtido através da extração fenólica 

da Escherichia coli, sorotipo 0127: B8 (Sigma®), na dose de 100 µg/kg no dia 

gestacional 9,5 (nove dias mais doze horas)88,89 sempre no período vespertino (15h 

– 17h), diluída em 50 µg/mL de solução aquosa de NaCl 0,9% estéril. As matrizes do 

grupo Salina-tratadas receberam somente solução aquosa de NaCl 0,9% estéril no 

volume equivalente ao grupo LPS-tratadas. (Figura 3). 

A pesquisa sobre o TEA vem ganhando mais atenção no mundo científico 

e existe vários estudos publicados sobre diferentes aspectos do TEA, principalmente 

sobre sua etiologia que ainda é desconhecida61. Desta forma necessita-se do uso de 

modelos animais para ajudar a expandir o conhecimento atual em torno da etiologia 

desse distúrbio. Devido a existir uma ampla variedade de sintomas e possíveis 

causas do TEA têm se como resultado uma ampla variedade de modelos animais 

deste transtorno90  

Na década de 1970, foi demonstrado pela primeira vez que a injeção de 

Lipopossacarídeo (LPS) em gatas prenhes causou inflamação sistêmica na 

substância branca do encéfalo de felinos91. A injeção intraperitoneal de LPS em 
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fêmeas prenhes resulta em várias lesões cerebrais, incluindo morte celular, atraso 

da mielinização, microgliose e também o aumento significativo de resposta de 

citocinas como: IL-β1, IL-6 e TNF-α nos astrócitos e micróglia a partir de ratos 

machos, não sendo encontrado esse mesmo resultado em fêmeas26,91.  

A administração de LPS intraperitoneal induz um processo inflamatório 

sistêmico, que cria uma inflamação no SNC através de citocinas pró-inflamatórias. 

Essas citocinas atravessam a barreira hemato-encefálica, desta forma entrando no 

encéfalo dos fetos e regulando o crescimento e desenvolvimento a nível neuronal, 

assim apresentando sintomas do tipo autístico incluindo déficits de comunicação, 

problemas de memória e déficits de interação social37.  

Kirsten e colaboradores50, concluiram em seu estudo que a exposição 

pré-natal com LPS no dia gestacional (GD) 9,5 prejudica a comunicação dos filhotes 

em aprendizagem e memória e em ratos adultos induziu a comportamentos 

repetitivos e restritos. Além disso, as interações sociais na infância e na vida adulta 

foram afetadas em ratos machos. 

 

3.6 PADRONIZAÇÃO DA NINHADA  

 

Os partos aconteceram de forma natural e no dia pós-natal (PND) 1 e 

PND2 não ocorreu nenhuma manipulação para evitar a possibilidade de rejeição da 

mãe em relação a prole. Em PND3 foi realizada a sexagem. A distinção entre os 

gêneros foi atingida através da verificação da diferença visual relacionada a 

distância ano-genital, sendo maior em machos92. A prole composta pelas fêmeas de 

ambos os grupos foram encaminhadas para a morte indolor assistida e os machos 

foram mantidos com a mãe até PND21, quando foram desmamados, conforme 

Figura 3.  
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Figura 3: Desenho experimental da exposição pré-natal ao LPS e padronização da 

ninhada.  

 

3.7 TRATAMENTO COM DMF  

 

No PND30 foi realizada a confirmação do comportamento autista através 

dos testes comportamentais, e logo após os animais foram distribuídos em seis 

grupos experimentais (n= 10 por grupo), de acordo com a exposição pré-natal ao 

LPS e à dose de administração de DMF, conforme apresentado na Figura 4. A 

seguir iniciou o tratamento com DMF ou solução salina por 14 dias consecutivos, 

administrado duas vezes ao dia, intraperitonealmente (i.p.), nas doses de 5 e 15 

mg/kg, conforme grupo experimental. As doses e o período de tratamento seguiram 

as descrições de Milenković e colaboradores93 e Schilling e colaboradores94.  Após 

24hs a última administração de DMF no PND45 foi realizada novamente os testes 

comportamentais para verificar se o DMF reverteu os parâmetros comportametais 

encontrados no modelo animal de TEA, em seguida os animais foram mortos e 

retirados as estruturas encefálicas para a realização das análises bioquímicas 

(Figura 4).  
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Figura 4: Desenho experimental do tratamento com DMF.  

 

3.8 PROTOCOLOS DOS TESTES COMPORTAMENTAIS 

 

Os testes comportamentais foram realizados em PN30 e com o objetivo 

de validar o modelo experimental proposto e em PND45, com o objetivo de avaliar o 

efeito da substância no comportamento estereotipado e na interação social recíproca 

dos animais. Todos os testes foram conduzidos entre o período das 9:00 às 13:00 

horas, em baixa iluminação e monitorados com câmera de vídeo. O pesquisador não 

permaneceu na sala de experimentação para evitar qualquer interferência na 

resposta comportamental dos animais. Antes de qualquer um dos procedimentos de 

avaliação comportamental os animais eram levados em suas gaiolas-moradia à sala 

de experimentação com 1 hora de antecedência – representando o período de 

habituação. Todos os equipamentos foram limpos com álcool 70% após o teste de 

cada animal, impedindo a permanência de odores.          

 

3.8.1 Teste de Estereotipia 

 

O teste de estereotipia seguiu as descrições de Battisti e colaboradores95, 

sendo este definido pela permanência do animal em posição estacionária exibindo 

movimentos rápidos, repetidos da cabeça e membros dianteiros, essa é uma 

característica bem definida de estereotipia. Foi observado o comportamento de 

subidas e/ou descidas da gaiola durante 5 minutos conforme os vários graus de 

estereotipia. 
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Normalmente a estereotipia pode ser medida em modelos animais de 

TEA ao marcar a repetição de procedimentos espontâneos, isto é, com o 

comportamento de grooming que persistem por um longo período de tempo e 

número6,96. Usando sessões gravadas de vídeos, os investigadores analisam o 

tempo em segundos e o número de movimentos repetitivos de grooming, durante 5 

min,97. Estes episódios prolongados parecem ser particularmente dependentes de 

contextos sociais, destacando semelhanças ao comportamento social prejudicado 

no TEA96. (Figura 5).  

 

 

Figura 5: Imagens do teste de estereotipia.  

 

3.8.2 Teste de Interação Social  

 

No teste de interação social os animais foram submetidos a interagir, 

individualmente, por 10 minutos, com um outro animal desconhecido do mesmo 

sexo e da mesma faixa etária. O aparato utilizado consistiu em uma caixa de 

madeira (60 x 60 x 30 cm) com 3 paredes laterais de madeira e uma parede de vidro 

transparente que permitisse a visualização do comportamento do animal.   

A análise realizada no teste de interação social recíproca seguiu as 

descrições de Moreira e colaboradores98 e compreendeu a quantificação do tempo 

de episódios de grooming, que representam movimentos de autolimpeza, tempos de 

cheirar, seguir, chutar, socar, montar ou permitir a monta do animal intruso, 

conforme Figura 6.  
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Figura 6: Desenho experimental do teste de interação social. Adaptado de Sungur, 

Vorckel, Uretsky, Wallace
96

. 

 

3.9 PROCEDIMENTO DE EUTANÁSIA E COLETA DE TECIDOS  

 

Imediatamente após os testes comportamentais realizados em PND45, os 

animais foram mortos, o encéfalo foi dissecado e as estruturas de interesse (córtex 

pré-frontal, hipocampo e cerebelo) foram isoladas e armazenadas a –80oC para as 

análises bioquímicas que seguem: 

 

3.10 PROTOCOLOS DE ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

3.10.1 Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil  

 

O dano oxidativo as proteínas por carbonilação foi determinado de acordo 

com o método proposto por Levine e colaboradores99. As amostras do tecido 

nervoso 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 forão 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 5000g 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 14.000 g. Após secagem das paredes dos tubos com o 
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auxílio de um bastonete de algodão, os precipitados foram dissolvidos em 600 μL de 

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

dissolução.  

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

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

proteínas carboniladas foram calculadas utilizando o coeficiente de extinção molar. 

 

3.10.2 Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

O ensaio de TBARS para avaliação de peroxidação lipídica foi baseado 

no método de espectrofotométrico proposto por Ohkawa e colaboradores100, onde o 

principal produto analisado é o malondialdeído (MDA).  

Foram utilizados duas sequências de reações, preparadas em tubos de 

vidro: a sequência contendo 1 mL  de ácido tiobarbitúrico 20% e 200 uL da amostra 

do plasma, e a segunda sequência  B com 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,86% e 200 

ul de amostra do plasma. Todos os tubos foram agitados por cerca de 30 minutos no 

vórtex e logo em seguida, colocados em banho maria a 100ºC por 20 minutos. a 

seguir os tubos foram transferidos para um banho de gelo por mais 20 minutos. 

Após estes banhos as amostras foram agitadas novamente no vórtex e transferidas 

para microtubos, os quais foram centrifugados a 14000rpm/10min a 22ºC. O 

sobrenadante foi transferido para cubetas de vidro e absorbância medida no 

espectrofotométrico em 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol MDA/mL. 

 

3.10.3 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 pre determinado101. 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 
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valores foram expressos em mmol de H2O2 consumido por minuto e por grama 

(mmol.min-1.g-1).  

 

3.10.4 Atividade da superóxido dismutase (SOD) 

 

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm102 

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 3 minutos. Curvas de 4 a 7 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, onde uma unidade de SOD foi definida como a quantidade 

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

do adrenocromo. 

 

3.10.5 Determinação de proteínas totais 

 

Todas as mensurações bioquímicas forão normalizadas pelo conteúdo de 

proteínas com albumina bovina como padrão103, sendo expressas em mg/ml. 

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

A análise estatística foi realizada através do programa estatístico 

Statistical Packege for the Sciences (SPSS) versão 20.0. Os dados foram avaliados 

pela análise de variância de uma via, seguido pelo post hoc de Tukey e os 

parâmetros comportamentais foram avaliados entre si pelo teste de T student. A 

significância estatística foi considerada para valores de p<0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 TESTES COMPORTAMENTAIS  

 

 4.1.1 Teste de estereotipia 

 

O aumento do número de episódios de grooming em roedores se 

assemelha e está associado com o comportamento repetitivo apresentado por 

indivíduos com TEA104,6. Quando avaliados em PND30, a prole de ratos machos 

expostos ao LPS em período pré-natal apresentou um número significativamente 

maior de episódios de grooming [(F = 11,426; P= 0,001)] quando comparado aos 

machos do grupo controle (Figura 7). Estes resultados sugerem que a ativação 

imune materna foi capaz de induzir comportamento autista, pelo menos para este 

parâmetro.  

 

 

Figura 7: Número de episódios de movimentos estereotipados (grooming) 

mensurados durante 5 min. Os dados foram expressos em média ± erro padrão, n= 10 para 

cada grupo. *Diferença significativa entre o Grupo não Autista (GnA) e Grupo Autista (GA). P< 0,05 

(Teste T. Student).   

 

Para avaliação do efeito do tratamento crônico com DMF neste mesmo 

parâmetro, os animais foram avaliados em PND45. Os resultados apresentados na 
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Figura 8 mostraram que o DMF na dose de 5mg/kg foi capaz de diminuir 

significativamente o número de episódios de grooming quando comparados os grupo 

expostos ao LPS em período pré-natal e que receberam solução salina [(F = 8,635; 

P= 0,012)] (Figura 8A) e, da mesma forma, quando comparado com seu respectivo 

controle (Sal x DMF 5 mg/kg), ou seja, animais que receberam solução salina em 

período pré-natal e tratamento com DMF na mesma dose [(F = 8,054; P= 0,016)]. Na 

comparação entre as doses administradas, os resultados mostraram que a dose de 

5 mg/kg indicou uma melhor eficácia para este parâmetro avaliado [(F = 5,748; P= 

0,031)].  

Na avaliação do tempo de grooming, os resultados não mostraram 

diferença significativa em nenhuma das comparações (Figura 8B).   

 

 

Figura 8: Número de episódios (A) e tempo (B) de movimentos estereotipados 

(grooming) mensurados durante 5 min e avaliados após tratamento com DMF (doses 

de 5 e 15 mg/kg) durante 14 dias consecutivos. Os dados foram expressos em média ± erro 

padrão, n= 10 para cada grupo. *Diferença significativa entre o Sal x 5 mg/kg e LPS x 5 mg/kg. P< 

0,05. **Diferença significativa entre o LPS x Sal e LPS x 5 mg/kg. P< 0,05.
 #

Diferença significativa 

entre o LPS x 5 mg/kg e LPS x 15 mg/kg. P< 0,05 (Teste T. Student).   
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4.1.2 Teste de interação social 

 

A deficiência na interação social e comunicação é um dos sintomas mais 

relevantes do TEA105,106. No teste de interação social recíproca com a participação 

de um animal intruso, realizado em PND30, os resultados mostraram que a 

exposição pré-natal ao LPS provocou diminuição significativa [(F= 4,593; P= 0,036)] 

no parâmetro “permitir a monta” quando comparados os grupos experimental e 

controle (Figura 9). 

 

 
Figura 9: Parâmetros de Interação Social Recíproca mensurados durante 5 min em 

PND30. Os dados foram expressos em média ± erro padrão, n= 10 para cada grupo. *Diferença 

significativa entre o GnA e GA. P< 0,05 (Teste T. Student).   

 

Os mesmos parâmetros foram avaliados após o tratamento com DMF. Os 

resultados mostraram que em PND45 os animais tiveram menor interação social 

recíproca do que em PND30 [comparação entre os grupos Sal x Sal e LPS x Sal, (F= 

6,177; P= 0,029)] e que o DFM foi eficaz no parâmetro “seguir”, em ambas as doses 

administradas [(F= 9,508; P= 0,007); (F= 13,091; P= 0,002) respectivamente], 

sugerindo uma melhora do comportamento autista, pelo menos para este parâmetro 

de referência (Figura 10). 
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Figura 10: Parâmetros de Interação Social Recíproca realizados após o tratamento 

com Dimetil Fumarato nas doses de 5 e 15 mg/kg mensurados durante 5 min em 

PND45. Os dados foram expressos em média ± erro padrão, n= 10 para cada grupo. *Diferença 

significativa entre o Sal x Sal e LPS x Sal. P< 0,05. **Diferença significativa entre o LPS x Sal e LPS x 

5 mg/kg e LPS x Sal e LPS x 15 mg/kg. P< 0,05 (Teste T. Student). 

 

4.1.3 Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil 

 

O dano oxidativo em proteínas do grupamento carbonil foi 

significativamente maior em cerebelo [(P= 0, 006)], córtex pré-frontal [(P= 0, 009)] e 

hipocampo [(P= 0, 033)] de ratos jovens expostos ao LPS em período pré-natal 

quando comparados aos animais que receberam apenas solução salina no mesmo 

período (Figura 11), sugerindo que a exposição pré-natal ao LPS foi capaz de induzir 

dano oxidativo as proteínas do grupo carbonil. No entanto, o tratamento crônico com 

DMF não foi capaz de alterar nenhuma resposta deste parâmetro de estresse 

oxidativo. 
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Figura 11: Medida do dano oxidativo em proteínas do grupo carbonil no tecido 

nervoso de animais após tratamento com DMF, nas doses de 5 e 15mg/kg, durante 

14 dias consecutivos. Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 05 para cada 

grupo. *Diferença significativa entre o grupo LPS x Sal e Sal x Sal. P< 0,05 (Teste ANOVA + post hoc 

de Tukey). 

 

4.1.4 Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A Figura 12 mostra aumento significativo na medida de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) no cerebelo [(P= 0, 012)] e hipocampo [(P= 

0, 047)] do ratos do grupo LPS x Sal quando comprados ao grupo Sal x Sal. Após o 

tratamento com DMF foi demonstrado uma diminuição significativa  nos níveis de 

TBARS no hipocampo [(P= 0, 014)]  dos animais do grupo LPS x DMF 15 mg/kg 

quando comprados com o grupo LPS x Sal. No entanto, o cerebelo [(P= 0,049)] e o 

hipocampo [(P= 0, 036)] dos animais expostos ao LPS em período pré-natal tiveram 

valores aumentados de TBARS após tratamento com DMF na dose de 5mg/kg 

quando comparados aos animais que receberam solução salina e o mesmo 

tratamento em PND30-44.  
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Figura 12: Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico no tecido nervoso 

de animais após tratamento com DMF, nas doses de 5 e 15mg/kg, durante 14 dias 

consecutivos. Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 05 para cada grupo.  

*Diferença significativa entre o grupo LPS x Sal e Sal x Sal e LPS x 5 mg/kg e Sal x 5 mg/kg. P< 0,05. 

**Diferença significativa entre o grupo LPS x Sal e LPS x 15 mg/kg. P< 0,05 (Teste ANOVA + post 

hoc de Tukey). 

 

4.1.5 Atividade da Catalase (CAT) 

 

A atividade da CAT foi significativamente menor em cerebelo [(P= 0, 007)] 

e hipocampo [(P= 0, 005)] de ratos jovens expostos ao LPS em período pré-natal 

(Figura 13), indicando que a exposição pré-natal ao LPS diminui a atividade da 

enzima antioxidante catalase e este parâmetro se assemelha ao perfil fisiopatológico 

encontrado no TEA. Em relação ao tratamento crônico com DMF não foi 

demonstrada reverção desta condição em nenhuma das doses.  
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Figura 13: Atividade da enzima antioxidante catalase no tecido nervoso de animais 

após tratamento com DMF, nas doses de 5 e 15mg/kg, durante 14 dias 

consecutivos. Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 05 para cada grupo. 

*Diferença significativa entre o grupo LPS x Sal e Sal x Sal. P< 0,05 (Teste ANOVA + post hoc de 

Tukey). 

 

4.1.6 Atividade da superóxido dismutase (SOD) 

 

A exposição pré-natal ao LPS foi capaz de diminuir significativamente a 

atividade da SOD no cerebelo [(P= 0,003)] e hipocampo [(P= 0,004)] e essa 

condição foi revertida pelo tratamento crônico com DMF na dose de 15 mg/kg [(P 

=0,026)] (Figura 14).  
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Figura 14: Atividade da enzima superóxido dismutase no tecido nervoso de animais 

após tratamento com DMF, nas doses de 5 e 15mg/kg, durante 14 dias 

consecutivos. Os dados foram expressos em média ± desvio padrão, n= 05 para cada grupo. 

*Diferença significativa entre o grupo LPS x Sal e Sal x Sal. P< 0,05. **Diferença significativa entre o 

grupo LPS x Sal e LPS x 15 mg/kg. P< 0,05 (Teste ANOVA + post hoc de Tukey). 
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5 DISCUSSÃO 

 

As pesquisas sobre o TEA vêm ganhando mais atenção no mundo 

científico nos últimos anos, especialmente pela busca por fatores que confirmem sua 

etiologia43. Em função da ampla variedade de sintomas e indisponibilidade de 

marcadores específicos, têm-se como resultado, a falta de tratamentos eficazes para 

esse transtorno107,108. 

A indução do modelo animal de TEA a partir da administração de LPS no 

DG9,5, tem sido apresentado como um modelo pré-clínico válido e que mimetiza as 

alterações comportamentais mais comuns e utilizadas como critério diagnóstico para 

o TEA89,49. A exposição pré-natal de LPS prejudica a organogênese encefálica, 

especificamente durante a formação da placa neuronal, ocasionando modificações 

na proliferação das células nervosas, alterações no processo de diferenciação e 

migração celular e na maturação das sinapses50. Além disso, a ativação imune 

materna por LPS mimetiza uma infecção bacteriana capaz de ativar o sistema 

imunitário e liberar citocinas pró-inflamatórias induzindo mudanças de curto e a 

longo prazo no comportamento e atividade neuronal108. 

O aumento do número de comportamentos estereotipados e prejuízo na 

interação social em animais com PND30 expostos ao LPS em período pré-natal, 

mostrados neste estudo, foram semelhantes aos resultados de Specer e 

colaboradores89 e replicados por Kirsten e colaboradores49. A ativação imune 

materna por LPS induz a ativação exacerbada de citocinas pró-inflamatórias, que 

neste caso, agem como mediadores essenciais na inflamação do SNC e trazem 

como consequência alterações comportamentais na prole, incluindo diminuição da 

exploração ambiental e social, prejuízo na memória e alterações na atividade 

motora109,110. A ação do LPS no SNC inicia com a ligação a uma glicoproteína do 

hospedeiro que gera, por sua vez, uma reação em cascata, fazendo ativação do 

macrófago e da micróglia e estimulando a produção e expressão de genes 

responsáveis pela síntese de fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina 1 (IL-1) 

e interleucina 6 (IL-6), que estão ligadas diretamente ao processo inflamatório111. 

A idade dos animais, quando avaliados em PND45, não interferiu de 

forma significativa nas respostas comportamentais nos testes de estereotipia e 

interação social recíproca. O desenvolvimento do sistema nervoso é um processo 

que se inicia com o nascimento das células progenitoras, diferenciação e migração 



46 

 

para os seus locais finais, os axônios e ramos dentríticos formam importantes 

conexões sinápticas que preparam codificações de informações para o resto da 

vida112,113. No encéfalo de mamíferos, os receptores e as sinapses na maioria das 

regiões encefálicas são produzidos e eliminados em até 50% durantes duas fases 

da vida: períodos antes do nascimento e durante as transições de 

infância, adolescência, até a idade adulta114.  

Este processo resulta em estágios críticos e sensíveis durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso, pois o encéfalo imaturo está acessível para 

possíveis períodos de vulnerabilidade, correspondendo a necessidades do ambiente 

e desta forma se postula, que exposições a elementos positivos ou negativos antes 

da adolescência podem intervir na idade adulta114. Os animais com idade PND45 

são considerados ratos jovens, ou seja, pré-adolescentes e desta forma, não 

apresentaram interferências significativas em seu desenvolvimento encefálico 

que pudessem interferir de forma positiva ou negativa nos parâmetros 

comportamentais.  

O espectro de apresentações sugere uma heterogeneidade 

neurobiológica para o TEA e os diversos mecanismos associados parecem ser 

responsáveis pelo aumento da suscetibilidade destes pacientes para certas 

doenças. Considerando que as evidências sugerem ativação da micróglia e 

consequente resposta neuroinflamatória como hipótese etiológica para o 

desenvolvimento do TEA115, o objetivo deste estudo foi propor que a ativação (ou 

restauração) do Nrf2, a partir do tratamento com diferentes doses de DMF, pudesse 

contribuir para a melhora das manifestações clínicas desta síndrome. 

Recentemente o DMF foi aprovado para o tratamento de esclerose 

múltipla por demonstrar múltiplos efeitos imunomoduladores e neuroprotetores, 

incluindo a modulação do fenótipo microglial116, por meio da redução da expressão 

de citocinas pró-inflamatórias e da redução da produção de EROs através da 

ativação da via Nrf294,117,118,120.  

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que o tratamento 

crônico com DMF, especialmente na dose de 5mg/kg, foi capaz de reverter 

parâmetros comportamentais de estereotipia e interação social recíproca 

provocados pela exposição pré-natal de LPS. Em um estudo realizado por 

Ellrichmann e colaboradores120, a partir de um modelo pré-clínico de doença de 

Huntington, o tratamento com DMF apresentou melhora nas funções 
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comportamentais comprometidas nesta doença. Esses resultados somados aos 

encontrados neste estudo, sugerem que os efeitos neuroprotetores de DMF possam 

ser mediados a partir da ativação de uma cascata dependente de Nrf2 à jusante de 

vias citoprotetoras e antioxidantes121, visto que ambas as doenças mencionadas tem 

participação de estresse oxidativo e disfunção mitocondrial associado às suas 

fisiopatologias. 

O papel do estresse oxidativo no TEA não está completamente 

esclarecido, no entanto, um número crescente de publicação vêm considerando-o 

como um fator importante na etiologia da doença122,123,71,33,124,63,125,74,126. Alguns dos 

marcadores biológicos utilizados para medir os danos causados pela oxidação são o 

TBARS e o conteúdo de proteínas carboniladas, ambos avaliados neste estudo. Os 

resultados mostraram que a ativação imune materna foi capaz de produzir dano 

oxidativo a lipídios e a proteínas especialmente no cerebelo e hipocampo de ratos 

Wistar. Este efeito já havia sido demonstrado anteriormente125,71 e está relacionado, 

possivelmente, ao acúmulo de peróxido de hidrogênio nas estruturas encefálicas 

analisadas. Além de modelos pré-clínicos, uma série de ensaios clínicos revelaram 

que pacientes autistas mostraram níveis aumentados de malondialdeído – um 

marcador de lipoperoxidação, no plasma de pacientes autistas127,128,129. 

Wilms e colaboradores127, demonstraram que o pré-tratamento com DMF, 

em um modelo in vitro, foi capaz de inibir a ativação induzida por LPS em células 

microgliais, reduzindo assim a expressão de EROs e de citocinas pró-inflamatórias. 

Não há como não relacionar, pelo menos na teoria, os dados obtidos neste estudo 

com os resultados positivos que agentes com potencialidade antioxidante 

apresentam, especificamente o DMF. Estudos recentes têm apontado o DMF como 

substância capaz de diminuir dano oxidativo sobre os neurônios, astrócitos e células 

gliais118,120,94,130. A diminuição da peroxidação de lipídios após o tratamento com 

DMF na dose de 15mg/kg, sugere que a ativação do Nrf2 pode estar ligada a 

neutralização de compostos reativos e, desta forma, mantendo uma relação direta 

com a homeostase redox. É possível que o mecanismo de proteção contra a 

lipoperoxidação a partir do DMF esteja associado a sua capacidade de modular a 

expressão de enzimas antioxidantes131 e diminuir o dano oxidativo.  

Vários estudos têm sugerido que alterações na enzimas antioxidantes 

desempenham um papel fundamental no mecanismo de defesa contra os danos 

oxidativo no TEA. Pacientes com diagnóstico de TEA mostraram diminuição da 
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atividade da glutationa peroxidase no plasma132 e em eritrócitos132,133, além de 

diminuição nos níveis de CAT134,135 e SOD em eritrócitos132,135. A relação entre a 

peroxidação e o TEA ainda não são totalmente compreendidos, no entanto, alguns 

estudos têm demonstrado níveis diminuídos de ceruloplasmina e transferrina no 

sangue de crianças autistas quando comparados aos seus controles67,63. A 

ceruloplasmina é uma proteína sérica que atua como antioxidante com propriedade 

de oxidar o Fe2+ à Fe3+, assim através da manutenção do ferro em estado oxidado, a 

ceruloplasmina pode impedi-lo de participar da reação Haber-Weiss e outras 

reações dependentes de ferro que iniciam a peroxidação lipídica136. O ferro é 

transportado no plasma na sua forma férrica pela transferrina. A transferrina é uma 

glicoproteína sintetizada no fígado que possui alta afinidade pelo ferro, podendo se 

ligar em até dois íons ferro ao mesmo tempo. Porém, em condições fisiológicas 

apenas 30% de toda a transferrina plasmática está saturada. Esta proteína tem 

papel importante. Sem a transferrina, o ferro seria muito facilmente internalizado 

pelas células e induzir uma superprodução de peróxido de hidrogênio e radicais 

livres, danificando inúmeras organelas citoplasmáticas137. Neste sentido, é possível 

que alterações no metabolismo do ferro possa ter uma relação com lipoperoxidação 

no TEA.  

O modelo experimental de TEA proposto neste estudo confirmou os 

dados encontrados na literatura quando mostrou níveis diminuídos de defesas 

antioxidantes no cerebelo e hipocampo de animais expostos ao LPS em período pré-

natal. A redução das enzimas antioxidantes, em especial a SOD, pode afetar o 

crescimento e a migração neuronal135, resultando em alterações estruturais e 

funcionais características do TEA.  

O Nrf2 controla a transcrição de enzimas antioxidantes e enzimas 

responsáveis pela produção de antioxidantes mediante ligação ao elemento 

responsivo a antioxidante (ARE)138,139,. A partir da interação do Nrf2 com o ARE, são 

expressas enzimas antioxidantes e de detoxificação em diferentes tecidos, incluindo 

o tecido encefálico82,131. A participação da sinalização por Nrf2 na resposta 

inflamatória foi demonstrada em uma variedade de modelos experimentais que 

indicaram uma atenuação efetiva no estímulo pró-inflamatório, com diminuição tanto 

do processo inflamatório quanto do dano decorrente deste, pela ação do Nrf2 via 

ARE140-142.  
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O Nrf2 é o principal fator de transcrições de genes envolvidos em 

respostas antioxidantes, Chen e colaboradores143, desmontraram que o DMF se liga 

a KEAP-1 permitindo a translocação do Nrf2, resultando na transcrição de genes 

antioxidantes, tais como heme-oxigenase-1 (HO-1), SOD, CAT, nicotinamida-

adenina-dinucleótido fosfato (NADPH), oxidorredutase quinolina-1 (NQO1) entre 

outros, que atuam na defesa do organismo contra agentes pró-oxidantes, desta 

forma protegendo o SNC da morte neuronal e de danos aos lipídios, proteínas e 

DNA82,143. Alguns estudos também demonstram que a ativação do Nrf2 pelo DMF 

permitiu à diminuição das células imunitárias e subsequente a ativação da micróglia 

que diminui a liberação de citocinas pró-inflamatórias e resposta a estimulos 

inflamatórios, assim colaborando com a melhora da neuroinflamação do 

SNC142,144,145, 146,147. 

A via Nrf2 também tem sido estuda por RK Chaturvedi e colaboradores148, 

como uma molécula chave na proteção contra a disfunção mitocondrial. As 

mictocondrias atuam como “usinas celulares”, na geração de trisfosfato de 

adenosina (ATP) para as células, que são usados como fonte de energia química 

para vários processos bioquímicos. A deficiência do funcionamento das mitocôndrias 

do encéfalo podem poduzir insuficiência grave de energia, da mesma forma que o 

aumento de geração de EROs nos neurônios, ocasionando a morte celular148.  

Estudos demonstram que a administração de fármacos que ativem a via 

Nrf2, atenua siginificativamente a inibição da respiração mitocondrial alterada por 

complexo I e reduz a quantidade de 4 -HNE unidos as proteínas mitocôndrias, 

demonstrando que a ativação do Nrf2 pode proteger as mitocôndrias do dano  

oxidativo causado por 4 – HNE149, visto que o autismo apresenta disfução 

mitocondrial e estresse oxidativo, podemos sugerir que a administração de DMF 

possa exercer os efeitos neuroprotetores a partir da ativação da via de Nrf2 e assim 

reverter os paramentros comportamentais e bioquímicos apresentados neste estudo.  

Considerando que o DMF ativa a Nrf2, foram avaliados os níveis de 

defesas antioxidantes enzimáticas para verificar a propriedade neuroprotetora desta 

substância após ativação imune materna. Apesar de a atividade da CAT parece não 

ter sido influenciada pelo tratamento com DMF, a SOD, em especial, teve sua 

expressão aumentada tanto no cerebelo quanto no hipocampo dos animais expostos 

ao LPS em período pré-natal.  
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Um estudo postmortem conduzido por Tang e colaboradores126, a partir 

da avaliação da atividade de enzimas antioxidantes na região do córtex temporal de 

indivíduos autistas mostrou diminuição nos níveis de SOD e nenhuma alteração de 

CAT, sugerindo que o estresse oxidativo, no TEA, pode ser originário de 

peroxidação lipídica e não de danos a proteínas126. É possível que esta relação 

explique a manutenção dos níveis de CAT após tratamento com DMF.  

Por fim, desde os achados comportamentais iniciais que mostraram 

alterações significativas nos testes de estereotipia e interação social recíproca até a 

presença de uma relação, possivelmente, causal entre estresse oxidativo e TEA, os 

resultados deste estudo reforçam a hipótese de que a ativação imune materna tem 

uma participação importante na fisiopatologia desta síndrome. Além disso, sabe-se 

que a inflamação e o estresse oxidativo são dois fatores intimamente relacionados e 

que os astrócitos e a micróglia são células-chave em ambos os processos. Embora 

haja uma sobreposição de vias de sinalização que medeiam as cascatas de eventos 

intracelulares, a ativação de fatores de transcrição como o Nrf2, são importante 

reguladores do estado redox. Somando-se estes dados com os achados deste 

estudo, é possível considerar o DMF,  especialmente a dose de 15mg/kg, com um 

potencial mecanismo de ação neuroprotetora em relação à lipoperoxidação e 

capacidade de restaurar a atividade da SOD. No entanto, mais estudos são 

necessários para definir claramente os mecanismos pelos quais o DMF exerce seus 

efeitos nas respostas comportamentais e no estado redox e para confirmar seus 

benefícios clínicos como uma nova abordagem terapêutica para o TEA. 
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6 CONCLUSÃO  

 

 

Os resultados apresentados neste estudo sugerem que a ativação imune 

materna gerada pela exposição pré-natal ao LPS no DG 9,5 originou na prole, 

alterações comportamentais e neuroquímicas condicente com TEA, sendo eles:  

- Aumento de movimentos estereotipados e redução no comportamento 

social recíproco; 

- Aumento nos níveis de dano oxidativo a lipídios e proteínas no cerebelo, 

hipocampo e córtex pré-frontal de ratos expostos ao LPS pré-natalmente.  

- Diminuição nos níveis de enzimas antioxidantes, SOD e CAT no 

cerebelo e hipocampo de ratos expostos ao LPS pré-natalmente.  

Tomados em conjunto, os nossos resultados mostram que o tratamento 

com DMF, proporcionou o regresso do comportamento autista e exerceu efeito 

neuroprotetor, especificamente:  

- Diminuição de movimentos estereotipados e aumento no 

comportamento social recíproco.  

- Diminuição nos níveis de marcador de dano oxidativo (TBARS) e 

aumento da expressão da enzima antioxidante (SOD) no cerebelo e  hipocampo de 

ratos expostos ao LPS pré-natalamente. 

Apesar de o DMF apresentar resultados positivos, tanto comportamentais 

como neuroquímicos, no modelo experimental de TEA, estudos adicionais são 

necessários para explorar ainda mais os efeitos deste composto e identificar suas 

contribuições como uma potencial alternativa terapêutica para o tratamento desse 

transtorno. E a partir desses resultados sugerir que o DMF representa uma 

abordagem terapêutica alternativa e que possa ser transferido para a prática clínica 

em um futuro próximo.  
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