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Resumo 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) pode apresentar uma infinidade de condições 
clínicas associadas, como maior volume encefálico nos primeiros anos de vida em 
uma parcela dos pacientes; dessa forma, nos propusemos a avaliar, em modelo 
animal de autismo, processos possivelmente associados à formação de macrocefalia, 
bem como revisar na literatura os possíveis mecanismos subjacentes a essa dinâmica. 
No Capítulo I, avaliamos o conteúdo encefálico de água, a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica (BHE), a expressão das aquaporina (AQP) 1 e 4 e da proteína ácida 
fibrilar glial (GFAP, um marcador de astrócitos) no modelo animal de TEA por 
exposição ao ácido valproico (VPA), e o potencial efeito do resveratrol (RSV). O 
tratamento com RSV preveniu a maior permeabilidade da BHE e o edema encefálico 
presentes no grupo VPA. A exposição ao VPA diminuiu os níveis da AQP1 no plexo 
coroide, na área somatossensorial primária, na região da amígdala e no córtex pré-
frontal medial, reduziu os níveis de AQP4 no córtex pré-frontal medial e aumentou 
AQP4 na área somatossensorial primária (com prevenção pelo RSV), além de 
aumentar o número de astrócitos e a imunomarcação de GFAP na área 
somatossensorial primária e no córtex pré-frontal medial, com melhora funcional 
promovida pelo RSV. No Capítulo II, fizemos uma extensa revisão da literatura e 
observamos a translacionalidade das alterações imunológicas entre pacientes com 
TEA e o modelo de TEA por exposição ao VPA. As alterações neuroimunológicas são 
uma marca registrada no TEA; nesse sentido, hipotetizamos que a indução do modelo 
de TEA pelo VPA possivelmente envolve mecanismos de ativação imunitária materna 
e que as alterações neuroimunológicas podem estar por trás das alterações 
observadas no Capítulo I, uma vez que são relacionadas com disfunções de BHE. 
Finalmente, no Capítulo III, revisamos a contribuição das alterações no metabolismo 
das purinas na fisiopatologia do TEA, pois, apesar da etiologia desse transtorno 
permanecer desconhecida, algumas rotas biológicas já foram associadas ao 
desencadeamento e/ou progressão do TEA, como a sinalização purinérgica. Em 
resumo, demonstramos a importante contribuição do modelo VPA também nos 
estudos de disfunções de barreiras neurais – ampliando os conhecimentos e a 
aplicabilidade desse modelo –, bem como reforçamos o caráter neuroprotetor 
preventivo do RSV nas disfunções da BHE devido ao seu papel tanto na manutenção 
da integridade da BHE quanto na prevenção de alterações subjacentes observadas. 
Finalmente, a partir de investigações translacionais, postulamos que as disfunções 
neuroimunológicas podem promover as alterações tanto em barreiras neurais quanto 
em vias biológicas associadas ao TEA, como a sinalização purinérgica, o que pode 
contribuir, não só na fisiopatologia, mas também na manutenção das características 
associadas a esse transtorno.  
 
Palavras-chave: transtorno do espectro autista; ácido valproico; resveratrol; barreiras 

neurais; barreira hematoencefálica; aquaporina; astrócito; sistema nervoso central. 
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Abstract 

 

Autism Spectrum Disorder (ASD) can present a plethora of associated clinical 
conditions, such as increased brain volume in the first years of life in a portion of 
patients; therefore, we proposed to evaluate, in an animal model of autism, processes 
possibly associated with the formation of macrocephaly, as well as to review, in the 
literature, the possible mechanisms underlying this dynamic. In Chapter I, we 
evaluated brain water content, blood-brain barrier (BBB) permeability, aquaporin 
(AQP) 1 and 4, and glial fibrillary acidic protein (GFAP, a marker of astrocytes) 
expression in the animal model of ASD by exposure to valproic acid (VPA), and the 
potential effect of resveratrol (RSV). Treatment with RSV prevented the increased 
permeability of the BBB and the brain edema present in the VPA group. Exposure to 
VPA decreased AQP1 levels in the choroid plexus, primary somatosensory area, 
amygdala region, and medial prefrontal cortex, reduced AQP4 levels in the medial 
prefrontal cortex, and increased AQP4 in the primary somatosensory area (with 
prevention by RSV), in addition to an increase in the number of astrocytes and GFAP 
immunostaining in the primary somatosensory area and in the medial prefrontal cortex, 
with functional improvement promoted by RSV. In Chapter II, we revised the literature 
and looked at the translationality of immunological changes between ASD patients and 
the VPA exposure model of ASD. Neuroimmunological changes are a hallmark of ASD; 
in this sense, we hypothesized that the induction of the ASD model by the VPA possibly 
involves mechanisms of maternal immune activation and that neuroimmunological 
alterations may be behind the alterations observed in Chapter I, since they are related 
to BBB dysfunctions. Finally, in Chapter III, we also reviewed the contribution of 
changes in purine metabolism to the pathophysiology of ASD, because, although the 
etiology of this disorder remains unknown, some biological pathways have already 
been associated with the triggering and/or progression of ASD, such as purinergic 
signaling. In summary, we demonstrated the important contribution of the VPA model 
also in the studies of neural barriers dysfunctions – expanding the knowledge and 
applicability of this model –, as well as reinforcing the preventive neuroprotective 
character of RSV in BBB dysfunctions due to its role both in maintaining the BBB 
integrity and prevention of underlying changes observed. Finally, from translational 
investigations, we postulated that neuroimmunological dysfunctions could promote 
changes both in neural barriers and in biological pathways associated with ASD, such 
as purinergic signaling, which can contribute not only to the pathophysiology but also 
to the maintenance of the characteristics associated with this disorder. 
 
Keywords: autism spectrum disorder; valproic acid; resveratrol; neural barriers; blood-
brain barrier; aquaporin; astrocyte; central nervous system. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Transtorno do Espectro Autista 

Os distúrbios do neurodesenvolvimento (NDDs, do inglês neurodevelopmental 

disorders) são descritos ao longo dos anos mesmo antes dessa terminologia moderna 

(MORRIS-ROSENDAHL; CROCQ, 2020). Os NDDs, segundo a 5ª edição do Manual 

de Diagnóstico e Estatística de Transtornos Mentais (DSM-5, do inglês Diagnostic and 

Statistical Manual of Mental Disorders), agrupam condições de início precoce – cujas 

características incluem deficiências na linguagem, cognição, entre outros – tais como 

distúrbios de aprendizagem específicos, deficiência intelectual, distúrbios motores e 

de comunicação, transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH) e transtorno 

do espectro autista (TEA) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). 

O termo “autismo” deriva do grego αὐτός (autos) e significa “de si mesmo, em 

relação a si mesmo”. Foi cunhado por Paul Bleuler (em 1911) para designar o 

retraimento social, considerado um dos sintomas mais graves em pacientes com 

esquizofrenia (KUHN, 2004). Creditava-se a Leo Kanner o pioneirismo na descrição 

do TEA ao relatar um distúrbio complexo definido por parâmetros comportamentais 

presente em um grupo de crianças com dificuldades em comum, como prejuízo de 

interação social (KANNER, 1943). Na mesma década, Hans Asperger também relatou 

um grupo de crianças com deficiências sociais e de comunicação, porém com alta 

inteligência não-verbal (ASPERGER, 1944; PEARCE, 2005). 

Graças a crescentes esforços com o objetivo de dar os devidos créditos às 

mulheres por sua contribuição nas mais diversas áreas, recentemente a comunidade 

científica reconheceu a psiquiatra russa/soviética Grunya Ssucharewa como pioneira 

no contexto do TEA pela descrição de 6 crianças com características autistas 

(ZELDOVICH, 2018), cujos sintomas incluíam “falta de expressividade facial e de 

movimentos expressivos, afastamento de seus semelhantes, fala estereotipada e 

interesses exclusivos” (SSUCHAREWA, 1926).  

 

1.1.1. Prevalência 

O TEA é uma desordem altamente prevalente e de incidência crescente (Figura 

1). Levantamentos epidemiológicos mais recentes estimam 1 caso a cada 44 crianças 

até 8 anos de idade nos Estados Unidos, afetando 4,2 vezes mais o sexo masculino 

em relação ao feminino (MAENNER et al., 2021). Essa alta prevalência é associada a 
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diversos investimentos públicos em saúde e elevado custo econômico e social, 

incluindo custos em relação à perda de produtividade dos pais/responsáveis por 

indivíduos com TEA, custos médicos, terapêuticos e com educação (especial), sendo 

esse último um dos principais componentes (ROGGE; JANSSEN, 2019). 

 

Figura 1 – Prevalência de TEA nos Estados Unidos no século XXI. 

 

Adaptado de Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, do inglês Centers 
for Disease Control and Prevention). 
 

1.1.2. Diagnóstico 

O TEA agrupa transtornos anteriormente separados (síndrome de Asperger, 

autismo clássico, transtorno desintegrativo da infância e transtornos invasivos do 

desenvolvimento não especificados) e é caracterizado por prejuízos em dois domínios 

fundamentais para o diagnóstico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013): 

a) Prejuízo na comunicação e interação social em múltiplos contextos, o que 

compreende déficits em reciprocidade social, na comunicação não-verbal utilizada 

para interação social e em habilidades para iniciar, manter e entender 

relacionamentos, dificuldade de contato visual, entre outros; 

b) Comportamentos repetitivos, estereotipias, atividades e interesses restritos, 

como repetir palavras ou frases continuamente (ecolalia), rigidez comportamental 

(dificuldade com mudanças de rotina, interesses obsessivos), hiper ou 

hiporresponsividade sensoriais a estímulos (não nocivos e nocivos, respectivamente), 

interesses exagerados em aspectos sensoriais do ambiente, entre outros.  

Além dos sintomas centrais, esses indivíduos podem apresentar ainda uma 

ampla gama de sintomas e comorbidades associadas, como irritabilidade (MCGUIRE 



 
 

3 
 

et al., 2016), prejuízo intelectual (BAUMAN, 2010; MEFFORD; BATSHAW; 

HOFFMAN, 2012; SRIVASTAVA; SCHWARTZ, 2014), TDAH (LAU-ZHU; FRITZ; 

MCLOUGHLIN, 2019), transtornos de ansiedade (ZABOSKI; STORCH, 2018), 

problemas de conduta (HERVAS; RUEDA, 2018) e do sono (DEVNANI; HEGDE, 

2015), epilepsia (GESCHWIND, 2009; SPENCE; SCHNEIDER, 2009), problemas 

gastrointestinais (WASILEWSKA; KLUKOWSKI, 2015), além de alterações sensoriais 

em mais de 90% do pacientes (CHANG et al., 2014).  

Apesar dos critérios diagnósticos serem bem delimitados, ainda há certo atraso 

no reconhecimento das alterações comportamentais. Essa dificuldade de identificação 

se dá, também, pela ausência de biomarcadores, além da apresentação altamente 

heterogênea e multifatorial desse transtorno (GOTTFRIED et al., 2013). O diagnóstico 

que, idealmente, deveria ocorrer até os 2 anos de idade, comumente ocorre quando a 

criança apresenta a sintomatologia característica da díade comportamental e/ou não 

apresenta habilidades típicas da sua idade (DOVER; LE COUTEUR, 2007). 

Levando-se em conta esse contexto, as técnicas de diagnóstico por imagem 

têm sido úteis na pesquisa sobre alterações eletrofisiológicas, anatômicas e funcionais 

uma vez que fornecem um robusto material acerca do encéfalo in vivo (TCHACONAS; 

ADESMAN, 2013) tanto de pessoas diagnosticadas com TEA quanto com elevado 

risco genético para o transtorno. No início dos anos 2000, foi conduzido o primeiro 

estudo preditivo a partir dessas técnicas: analisando o cerebelo, mais de 95% dos 

casos de TEA (dentre 52 pacientes) e 92% dos casos controle  foram classificados 

corretamente (AKSHOOMOFF et al., 2004). Outros parâmetros neuroanatômicos já 

foram utilizados como métricas preditivas, como excesso de líquido cefalorraquidiano 

(LCR ou líquor) entre o espaço subaracnoide e a superfície cortical do encéfalo (extra-

axial) (SHEN et al., 2013, 2017, 2018), aumento da espessura e área de superfície 

cortical (HAZLETT et al., 2017; XIAO et al., 2017), redes de conectividade de 

substância branca (JIN et al., 2015) e conectividade inter-hemisférica mais fraca em 

áreas de linguagem (DINSTEIN et al., 2011; LOMBARDO et al., 2015). Recentemente, 

um estudo avaliando 59 bebês de 6 meses de idade com alto risco para desenvolver 

o transtorno, apresentou 82% de sensibilidade (predizendo corretamente um 

diagnóstico de TEA aos 24 meses) e 100% de especificidade (prevendo um 

diagnóstico negativo para TEA) a partir da identificação de conexões funcionais em 
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regiões relacionadas com comportamento social e repetitivo, linguagem, 

desenvolvimento motor – tipicamente associadas ao TEA (EMERSON et al., 2017).  

Apesar dos exames por imagem se mostrarem uma alternativa diagnóstica 

interessante e com maior precisão na predição precoce de TEA (comparativamente a 

métodos de triagem comportamentais) em bebês de alto risco, somente a análise de 

alterações neuroanatômicas ainda não é uma métrica de predição forte o suficiente 

para ser extrapolada para a rotina clínica (GENG; KANG; WONG, 2020), mesmo 

utilizando outras técnicas complementares, como o eletroencefalograma (EEG), que 

aumenta para 95% o valor preditivo positivo (BOSL; TAGER-FLUSBERG; NELSON, 

2018; GABARD-DURNAM et al., 2019) do diagnóstico. Porém, a avaliação do 

desenvolvimento inicial do encéfalo em crianças de alto risco genético pode ser uma 

estratégia promissora na investigação de biomarcadores e de subtipos de TEA. 

 

1.1.3. Fatores de risco 

O TEA é uma desordem de causa idiopática; no entanto, acredita-se que o 

gatilho etiológico envolve não somente fatores genéticos e ambientais, mas também 

suas interações (GOTTFRIED et al., 2015). 

 Especula-se que 5-30% dos casos de TEA podem ser explicados por mutação 

de um único gene ou por rearranjo genômico (duplicações ou deleções) (SCHAAF et 

al., 2020). Já estudos com gêmeos dizigóticos e monozigóticos demonstram 

concordância genética de 31% e 88%, respectivamente. Ainda, quando considerado 

o sexo, a concordância é de 100% para gêmeas monozigóticas e de 86% quando os 

irmãos são do sexo masculino (ROSENBERG et al., 2009). Essa alta concordância 

não deixa dúvidas de que a herança genética é um fator determinante. Além disso, já 

foram descritos genes que desencadeiam condições genéticas com alta sobreposição 

ao TEA, como a Síndrome do X Frágil (regulador translacional FMRP 1 – FMR1), a 

Esclerose Tuberosa (complexo da esclerose tuberosa 1 e 2 – TSC1 e 2), a Síndrome 

de Cowden (fosfatase homóloga à tensina – PTEN), a Síndrome de Rett (gene 

codificador da proteína ligante de metil-CpG 2 – MECP2) (BELMONTE; 

BOURGERON, 2006; BROWN et al., 1982; FELICIANO et al., 2013; NUMIS et al., 

2011). Complementarmente, alguns fatores epigenéticos parecem estar envolvidos no 

desencadeamento do TEA, como a idade avançada dos genitores (DURKIN et al., 
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2008), o que poderia ter relação com alguns fatores como metilação de DNA, 

diminuição na fertilidade e mudança do estilo de vida (OLSEN; ZHU, 2009).  

Levando-se em conta fatores ambientais, sabe-se que o Sistema Nervoso 

Central (SNC) em desenvolvimento é particularmente vulnerável a danos externos. 

Nesse sentido, observações epidemiológicas sugerem que a exposição a substâncias 

teratogênicas pode ser um dos fatores envolvidos no desencadeamento do TEA. Entre 

os fatores ambientais já descritos como possíveis gatilhos, estão os fatores 

relacionados diretamente à mãe, como nutrição materna, equilíbrio hormonal, estresse 

e a ativação imunitária materna (AIM), e a exposição materna a substâncias químicas, 

incluindo poluentes atmosféricos, pesticidas, derivados de plásticos e metais 

(CHERONI; CAPORALE; TESTA, 2020), além de substâncias como a talidomida 

(IMAI et al., 2014) e o ácido valproico (VPA) (CHRISTENSEN et al., 2013; ROULLET; 

LAI; FOSTER, 2013; SMITH; BROWN, 2014). 

 

1.1.4. Ácido valproico como fator de risco e indutor do modelo animal de TEA 

O VPA (ácido 2-propilpentanoico) é um ácido carboxílico de cadeia ramificada, 

altamente lipossolúvel e permeável tanto à barreira hematoencefálica (BHE) quanto à 

placentária (BRUNI; WILDER, 1979). Foi utilizado como solvente orgânico para outras 

moléculas até que sua propriedade anticonvulsivante foi descoberta (BURTON, 1882; 

MEUNIER et al., 1963). Desde então, tem sido utilizado na indústria farmacêutica 

como um dos principais medicamentos no tratamento de epilepsia, transtorno bipolar 

e profilático de enxaqueca (REYNOLDS; SISK; RASGON, 2007) devido a sua rápida 

absorção no trato gastrointestinal, alta biodisponibilidade, curto tempo de meia-vida e 

rápida eliminação do organismo (BRUNI; WILDER, 1979; SILVA et al., 2008).  

Já foram descritos alguns mecanismos prováveis pelos quais o VPA exerce seu 

papel anticonvulsivante, como aumento dos níveis do neurotransmissor ácido γ-

aminobutírico (GABA) (REYNOLDS; SISK; RASGON, 2007), favorecimento da 

transcrição gênica por meio da inibição de desacetilases de histonas (HDAC, do inglês 

histone deacetylase) (PHIEL et al., 2001) e na ativação das sirtuínas (REID et al., 

2005). Em relação ao TEA, apesar de ainda não se conhecerem os mecanismos 

fisiopatológicos desencadeados pela exposição intraútero ao VPA (NICOLINI; 

FAHNESTOCK, 2018), acredita-se que envolva mecanismos de AIM (FONTES-

DUTRA et al., 2020). 
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No final dos anos 90, foram feitos os primeiros relatos de associação entre TEA 

e exposição ao VPA durante o neurodesenvolvimento tanto em indivíduos cujas mães 

utilizaram esse fármaco durante o período gestacional (CHRISTIANSON; CHESTER; 

KROMBERG, 1994; MOORE et al., 2000; WILLIAMS et al., 2001; WILLIAMS; HERSH, 

1997) quanto em modelos animais de roedores com a indução de características do 

tipo autista na prole de ratas expostas ao teratógeno, os quais apresentaram 

alterações morfológicas no cerebelo, no tronco encefálico e nos nervos cranianos 

(semelhantes às descritas em indivíduos com TEA) (INGRAM et al., 2000; RODIER et 

al., 1997, 1996). Em meados dos anos 2000, o pesquisador Tomasz Schneider foi 

pioneiro na padronização de testes capazes de avaliar características do tipo autista 

em roedores e na demonstração dessas alterações (SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 

2005), validando o modelo animal de autismo por exposição pré-natal ao VPA.  

Além dos déficits em comportamentos equivalentes ao comportamento social 

em humanos com TEA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 

2005; YOCHUM et al., 2008), também já foram descritos prejuízos em outros domínios 

comportamentais, como aumento de estereotipias (SCHNEIDER et al., 2008), rigidez 

comportamental (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), menor sensibilidade a estímulos 

nocivos (SCHNEIDER et al., 2008; WANG et al., 2016), atividade exploratória 

aumentada (SCHNEIDER et al., 2008; TSUJINO et al., 2007), comportamentos do tipo 

ansioso (MARKRAM et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008), entre outros. No Brasil, 

nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a ampliar os estudos pré-clínicos para 

investigação dos possíveis gatilhos etiológicos através da impressão digital deixada 

pela exposição intraútero ao VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011). Ainda, em 2013, 

foi publicado o estudo mais contundente em relação à predisposição ao TEA pela 

exposição ao VPA: a utilização desse fármaco durante a gestação – especialmente 

no primeiro trimestre – eleva em quase 5x o risco de ter filhos com diagnóstico de TEA 

(CHRISTENSEN et al., 2013).  

Sabe-se que o primeiro trimestre gestacional é especialmente vulnerável a 

quaisquer eventos danosos uma vez que compreende o período de neurogênese, uma 

conhecida janela biológica de risco para diversos transtornos neuropsiquiátricos, 

inclusive o TEA (COURCHESNE et al., 2018). Como já mencionado, o modelo animal 

VPA reproduz a circunstância que leva ao transtorno (validade de construto), replica 

parâmetros comportamentais, moleculares e morfológicos similares aos encontrados 
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na condição humana (validade de face), além de possibilitar o estudo de estratégias 

terapêuticas eficazes para o tratamento da sintomatologia associada (validade 

preditiva) (MABUNGA et al., 2015). Dessa forma, modelos animais são importantes 

ferramentas de estudo que possibilitam a obtenção dos mais diversos tipos de 

amostras biológicas, bem como permitem a análise de vias biológicas potencialmente 

envolvidas na fisiopatologia do transtorno, facilitando a aquisição de conhecimentos 

que podem auxiliar no manejo clínico – principalmente no caso de desordens como o 

TEA, cujo diagnóstico se dá exclusivamente por análise comportamental. 

 

1.2. Bases neurobiológicas e mecanismos adjacentes 

Apesar de ainda não se conhecer exatamente o que leva ao surgimento do 

TEA, são descritas diversas alterações que podem tanto ter relação com o gatilho 

etiológico quanto com a manutenção/progressão dos sintomas. Há muitos anos são 

relatadas alterações histoanatômicas no contexto do TEA, como anormalidades em 

regiões encefálicas como hipocampo, subículo, córtex entorrinal, núcleos da 

amígdala, córtex neocerebelar, núcleos do teto do cerebelo (BAUMAN; KEMPER, 

1985), alterações em regiões como os núcleos da base, como aumento no núcleo 

caudado (LANGEN et al., 2007), hiperativação em processos sensório-motores 

(TAKARAE et al., 2007), déficits executivos decorrentes da ativação reduzida nas 

regiões frontal, estriatal e parietal (SHAFRITZ et al., 2008), entre outras.  

 Uma das primeiras estruturas associadas ao TEA foi o cerebelo, uma vez que 

indivíduos com anormalidades nessa estrutura apresentam comportamentos do tipo 

autista e maior diagnóstico de TEA comparado à população sem essas alterações 

(PARISI; DOBYNS, 2003). Já foram descritas alterações em células de Purkinje 

(FATEMI et al., 2002; INGRAM et al., 2000; PETER et al., 2016; TSAI et al., 2012), 

alterações funcionais (FERNÁNDEZ et al., 2021), malformações cerebelares 

(MURAKAMI et al., 1989; OTAZU et al., 2021; RUMSEY et al., 1988), aumento de 

células da microglia (GIFFORD et al., 2021), entre outras. 

Outra região bastante associada ao TEA é a amígdala. Estudos mostraram que 

macacos Rhesus submetidos à ablação de amígdala apresentavam menor resposta a 

estímulos sociais e menor interesse por convivência com seus coespecíficos (KLING; 

BROTHERS, 1992; KLING; STEKLIS, 1976); de forma complementar, pacientes com 

lesões nessa estrutura mostram redução no número de neurônios (AVINO et al., 2018; 
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SCHUMANN; AMARAL, 2006; WILKINSON, 2006) e conectividade atípica (FISHMAN 

et al., 2018), além de prejuízos no julgamento social (ADOLPHS et al., 1994; YOUNG 

et al., 1996) – o que foi chamado de “autismo adquirido”–, ao passo que modelos 

animais enfatizam alterações na sinalização de cálcio (BARRETT et al., 2017) e 

aumento da razão excitação/inibição sináptica nessa estrutura (LIN et al., 2013). 

Ainda, enquanto que a amígdala apresenta alterações de tamanho durante a infância 

em indivíduos com TEA, em adolescentes, essas mudanças parecem persistir no 

hipocampo, associadas a ativação astroglial e desbalanço excitatório/inibitório 

(GROEN et al., 2010; ROJAS et al., 2004; SCHUMANN et al., 2004). 

O córtex cerebral como um todo também apresenta mudanças morfofuncionais. 

Já foi observado dobramento cortical atípico em crianças com TEA principalmente no 

lobo frontal (HARDAN et al., 2004; LEVITT et al., 2003), alterações na conectividade 

inter-hemisférica (FENLON et al., 2015), redução da massa cinzenta e da 

conectividade funcional entre o hemisfério esquerdo e o córtex cingulado posterior em 

pacientes com alto funcionamento (PEREIRA et al., 2018), hiperplasia cortical 

(SPARKS et al., 2002) e conectividade neural alterada em circuitos corticais 

excitatórios e inibitórios (ZIKOPOULOS; BARBAS, 2013). A nível de córtex frontal, 

crianças com TEA apresentam 67% mais neurônios e um aumento em 17,6% do peso 

do cérebro (COURCHESNE et al., 2011). A mesma região em modelos animais 

apresentou redução da transmissão sináptica excitatória em neurônios piramidais das 

camadas 2/3 (SACAI et al., 2020). Ainda, já foram demonstradas alterações na 

organização neuronal nas camadas corticais e na citoarquitetura laminar, 

especialmente em córtex somestésico e córtex pré-frontal medial (CASANOVA et al., 

2002, 2006; KATAOKA et al., 2013; STONER et al., 2014). O córtex somestésico, além 

de alterações na citoarquitetura (FONTES-DUTRA et al., 2018), também possui 

anormalidades de conectividade funcional (KHAN et al., 2015), bem como atividade 

cerebral atípica durante o processamento sensorial (MARCO et al., 2012).  

 

1.3. Alterações na dinâmica do volume encefálico 

Considerando a) a ausência de biomarcadores que antecipem o diagnóstico; b) 

o perímetro cefálico ligeiramente menor do que a média em mais de 90% de neonatos 

com alto risco familiar (e posteriormente diagnosticados com TEA) (COURCHESNE; 

CARPER; AKSHOOMOFF, 2003; DEMENTIEVA et al., 2005); e c) macrocefalia na 
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primeira infância em cerca de 20% das crianças com TEA (CHAWARSKA et al., 2011; 

HAZLETT et al., 2005), alguns estudos investigaram o neurodesenvolvimento em 

crianças com alto risco familiar de TEA a partir de técnicas de diagnóstico por imagem. 

Foi demonstrado o crescimento encefálico excessivo na infância (2-5 anos de idade) 

seguido por um decréscimo no final da infância/início da adolescência e uma aparente 

normalização na idade adulta (o tamanho geral do encéfalo está próximo da média 

considerada neurotípica) (AYLWARD et al., 2002; COURCHESNE; CARPER; 

AKSHOOMOFF, 2003; HA et al., 2015; HAZLETT et al., 2011; LANGE et al., 2015; 

LIN et al., 2015), ao passo que apenas 5% dos casos de macrocefalia ainda 

permanecem na adolescência e vida adulta (REDCAY; COURCHESNE, 2005). 

Se por um lado é consolador pensar nesse conjunto de alterações como algo 

transitório, por outro, é necessário vislumbrar possíveis consequências funcionais 

desencadeadas pela alteração da dinâmica do crescimento encefálico no TEA. Esse 

"supercrescimento" ocorre durante anos iniciais de vida, os quais são críticos para o 

desenvolvimento e aquisição das habilidades de linguagem, social, emoção e atenção; 

coincidentemente, é o momento temporal em que os sintomas e os sinais do TEA 

estão se apresentando como perda de habilidades de linguagem e sociais (BARON-

COHEN; ALLEN; GILLBERG, 1992; LANDA; GARRETT-MAYER, 2006; WETHERBY 

et al., 2004; ZWAIGENBAUM et al., 2005). No final da infância/início da adolescência, 

ocorre a desaceleração ou estagnação do crescimento craniano, quando o esperado 

seria um crescimento típico da puberdade e a maturação de habilidades relacionadas 

à sociabilidade. Esses dados em conjunto suportam a ideia de que a relação temporal 

entre aceleração de crescimento (concomitante à habilidade de linguagem) e 

desaceleração (concomitante à habilidade de sociabilidade) interfere na formação da 

citoarquitetura que dá suporte ao surgimento das mesmas (AYLWARD et al., 2002).  

Alguns fatores como mutações na PTEN (gene de risco para TEA) (ABGHARI; 

MORADI; AKOUCHEKIAN, 2019; BUSCH et al., 2019; KAYMAKCALAN et al., 2021), 

na sinalização pelas proteínas fosfoinositídeo 3-cinase/proteína cinase B/proteína alvo 

da rapamicina em mamíferos (via PI3K/AKT/mTOR) (KLEIN et al., 2019; YEUNG et 

al., 2017; ZHANG et al., 2020) e síndromes altamente sobrepostas ao TEA como a 

Síndrome do X Frágil (OKAZAKI et al., 2021) já foram associados à macrocefalia em 

pacientes com TEA. Aumento de celularidade transitória, espessura de regiões 

corticais e presença de edema encefálico (e, possivelmente, disfunções nas barreiras 
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neurais) são algumas hipóteses relacionadas com esse fenômeno; no entanto, pouco 

se sabe sobre os mecanismos fisiopatológicos envolvidos na dinâmica do volume 

encefálico em pacientes com TEA. 

 

1.4. Barreiras neurais 

Durante muito tempo, o SNC foi considerado um local imunologicamente 

privilegiado (TAMBUR; ROITBERG, 2005) devido a sua aparente impenetrabilidade a 

substâncias oriundas da periferia (o que, posteriormente, descobriu-se ser devido à 

barreira hematoencefálica – BHE) e a falta de vasos linfáticos no parênquima do SNC 

(ENGELHARDT et al., 2016). No entanto, estudos recentes propõem uma perspectiva 

revisada sobre o paradigma do privilégio imunológico do SNC, com especial 

relevância no estudo etiológico de diferentes distúrbios neurológicos (LOUVEAU; 

HARRIS; KIPNIS, 2015), com impacto na BHE e barreira hematoliquórica (BHL). 

O SNC é protegido por outras barreiras neurais, pelo LCR e pelas meninges 

que cercam o encéfalo e a medula espinal (LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015). 

Complementarmente, a BHE possui um caráter seletivo de passagem de moléculas; 

apesar das junções de oclusão impedirem a passagem paracelular, mecanismos 

como transportadores e canais especializados permitem a entrada molecular seletiva 

via transcelular. Além da BHE e da BHL, outras barreiras atuam na interface 

sangue/tecido neural: hematomedular, hemato-labiríntica, hemato-retiniana e hemato-

nervosa (CHOI; KIM, 2008). A integridade dessas barreiras é vital para a homeostase 

encefálica, uma vez que disfunções, principalmente na BHE, fragilizam as defesas 

físicas do encéfalo, deixando-o vulnerável a substâncias periféricas danosas 

(OBERMEIER; DANEMAN; RANSOHOFF, 2013; ZHAO et al., 2015b). 

 

1.4.1. Barreira hematoliquórica 

A BHL é uma barreira entre o sangue e o LCR formada pela monocamada de 

células epiteliais do plexo coroide localizado principalmente nos ventrículos (principal 

local de produção do LCR), mas também nas estruturas epiteliais subaracnoides. Ao 

contrário da BHE, a BHL presente no estroma do plexo coroide apresenta fenestras 

nos capilares e vesículas de pinocitose, que formam um macrofiltro para proteínas 

(OREŠKOVIĆ; RADOŠ; KLARICA, 2017; TUMANI; HUSS; BACHHUBER, 2017), além 

de apresentar diferentes tipos de células imunológicas associadas ao plexo coroide, 
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tanto no estroma quanto aderindo à membrana das células epiteliais voltadas para o 

LCR (GHERSI-EGEA et al., 2018). 

A BHL é mantida por junções de oclusão na superfície apical e por sistemas de 

transporte nas células epiteliais, permitindo a passagem de água, íons e nutrientes 

para compor o LCR (ENGELHARDT; SOROKIN, 2009). Três fatores favorecem as 

trocas entre o sangue e o LCR através do plexo coroide: 1) alto fluxo sanguíneo local 

coroidal devido a uma extensa rede de capilares em todo o estroma coroide; 2) alta 

permissividade do endotélio coroidal – apesar da via paracelular ser vedada – a uma 

grande variedade de moléculas através das fenestrações que permitem uma difusão 

facilitada de moléculas com peso molecular até ~ 800 kDa; 3) presença de dobras 

basolaterais e microvilosidades apicais nas membranas das células epiteliais 

coroidais, aumentando a área de superfície para transferência entre o estroma e o 

LCR; isso implica em alta demanda energética - por isso, a presença de numerosas 

mitocôndrias nas células epiteliais do plexo coroide (GHERSI-EGEA et al., 2018). 

De forma complementar, as células epiteliais do plexo coroide expressam uma 

ampla gama de transportadores e moléculas que regulam a produção e a composição 

do LCR. O gradiente osmótico criado pela secreção de Na+ e Cl- pelos transportadores 

Na+,K+,-ATPase, cotransportador eletrogênico NBCe2 (transporte sódio/bicarbonato) 

e cotransportador 4 de potássio e cloreto KCC4 conduz o influxo transepitelial de água 

através da aquaporina (AQP) 1 para a formação do LCR (BENARROCH, 2016). 

Assim, o plexo coroide desempenha um papel fundamental na manutenção da 

homeostase encefálica (DEMEESTERE; LIBERT; VANDENBROUCKE, 2015). 

 

1.4.2. Barreira hematoencefálica 

A BHE é uma barreira seletiva formada por células com atividade altamente 

coordenada que, juntas, formam a unidade neurovascular: a) células endoteliais 

especializadas, unidas por junções de oclusão; b) membrana basal; c) pericitos, os 

quais cobrem as células endoteliais compartilhando da mesma membrana basal; e d) 

pés terminais astrocíticos, os quais contribuem para as regulações dinâmicas de todo 

sistema neural (ABBOTT, 2013).  Digno de nota, os pericitos são células contráteis 

devido à presença de actina de músculo liso em sua estrutura; exercem importante 

papel no controle do fluxo sanguíneo, na regulação da permeabilidade juncional, bem 

como na formação de contatos focais com o endotélio através da N-caderina e 
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conexinas, permitindo trocas de íons, metabólitos, segundos mensageiros e ácidos 

ribonucleicos entre os dois tipos de células (CARDOSO; BRITES; BRITO, 2010; LAI; 

KUO, 2005; LIU et al., 2012; REINHOLD; RITTNER, 2016). Neurônios e microglia 

também são observados na região perivascular (CHOI; KIM, 2008). 

A passagem paracelular entre as células endoteliais é limitada pela presença 

das proteínas constituintes das junções de oclusão – claudinas, ocludinas, moléculas 

juncionais de adesão (JAMs), moléculas de adesão seletivas de endotélio (ESAM) e 

proteínas da zônula de oclusão (ZOs) –, que unem as células endoteliais evitando a 

passagem de substâncias maiores que 0,4 kDa (ABBOTT et al., 2010; ABBOTT; 

RÖNNBÄCK; HANSSON, 2006). Além disso, a lâmina basal (formada por proteínas 

da matriz extracelular como colágeno e laminina) auxilia na estabilização da BHE 

fornecendo suporte para as células endoteliais e os pericitos (ZHAO et al., 2015b). 

 

1.4.3. Astrócitos 

Os astrócitos são o tipo de célula mais abundante no SNC, desempenhando 

diversos papéis anatômicos e funcionais (XIE; YANG, 2015). Essas células gliais, que 

ficam em contato com a superfície externa do endotélio da BHE por meio dos seus 

prolongamentos usualmente chamados de “pés” (CARDOSO; BRITES; BRITO, 2010), 

podem se apresentar nas formas protoplasmática (presente na substância cinzenta, 

com numerosos prolongamentos curtos e muitas ramificações) e fibrosa (presente na 

substância branca, com menos ramificações e prolongamentos mais longos) 

(OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012). Além de auxiliar na manutenção da 

BHE, fornecendo suporte estrutural por meio da formação de matriz extracelular 

(síntese de proteoglicanos), os astrócitos mantêm a homeostase fisiológica do SNC, 

fornecendo um microambiente estável por meio da regulação de processos como 

regulação imunológica, suporte metabólico, tamponamento de potássio, neurogênese, 

modulação da transmissão e da plasticidade sináptica, e homeostase de 

neurotransmissores (BLANCHETTE; DANEMAN, 2015; PALMER; OUSMAN, 2018). 

 A homeostase de neurotransmissores se dá por recaptura e metabolismo; 

enquanto a maior parte do glutamato é recaptada pelos astrócitos pelo transportador 

de glutamato/aspartato (GLAST) e transportador de glutamato 1 (Glt-1), grande parte 

do GABA é recaptado pelos neurônios GABAérgicos pré-sinápticos pelo transportador 

de GABA (GAT). Dentre outras funções, o glutamato nos astrócitos pode ser utilizado 
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para a síntese de glutationa (GSH) – um importante antioxidante biológico não-

enzimático. Já o GABA, pode ser convertido em glutamato a partir das enzimas GABA-

transaminase (GABA-T) e semialdeído succinato desidrogenase (SSADH), e servir de 

precursor para glutamina via glutamina sintetase (GS) (SCHOUSBOE; BAK; 

WAAGEPETERSEN, 2013). 

Astrócitos e microglia são as principais células imunológicas inatas no SNC 

(FARINA; ALOISI; MEINL, 2007; RANSOHOFF; BROWN, 2012). Em condições 

normais, essas células são cruciais para o controle do processo inflamatório no 

encéfalo em desenvolvimento através do reconhecimento de fatores pró-inflamatórios 

capazes de perturbar a homeostase, os quais desempenham um papel importante na 

etiologia de vários distúrbios neurológicos e neuropsiquiátricos, incluindo o TEA 

(PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016). Em condições de estresse celular, os astrócitos 

são capazes de se proliferar e adquirir uma forma reativa, caracterizada por hipertrofia, 

presença de numerosos prolongamentos e aumento na produção da proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP, do inglês glial fibrilar acidic protein, proteína do citoesqueleto de 

astrócitos). Além disso, essa conformação reativa pode exacerbar o dano tecidual, 

uma vez que leva à redução na captação de glutamato, dificultando a ação dos 

astrócitos na homeostase de neurotransmissores (JAIN; KUMAR WADHWA; 

RAMANLAL JADHAV, 2015), bem como libera citocinas pró-inflamatórias como o 

TNF-α, a IL-1β e a IL-6, produzem e liberam óxido nítrico (NO) e espécies reativas de 

oxigênio (LIBERTO et al., 2004; LIDDELOW; BARRES, 2017). 

 O TEA, assim como outros transtornos psiquiátricos, tem sua fisiopatologia 

associada a disfunções astrocitárias (MONY et al., 2016; ZEIDÁN-CHULIÁ et al., 

2014), como aumento de gliose reativa e proliferação de células da glia no encéfalo 

de indivíduos com o TEA (PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016), associação entre o TEA 

e genes relacionados à ativação de células da glia e do sistema imunológico 

(VOINEAGU et al., 2011). Apesar de alguns estudos não demonstrarem alterações 

nos parâmetros de astrócitos em tecidos post mortem de pacientes com TEA (LEE et 

al., 2017; MORGAN et al., 2014), previamente observamos alterações no metabolismo 

do glutamato no hipocampo em diferentes idades (BRISTOT SILVESTRIN et al., 

2013), bem como aumento da expressão proteica de GFAP em diferentes estruturas 

encefálicas (BRISTOT SILVESTRIN et al., dados não publicados) em modelo animal 

VPA, corroborando com a literatura que demonstra a ativação neuroglial em pacientes 
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com TEA e modelos animais (EDMONSON; ZIATS; RENNERT, 2014; VARGAS et al., 

2005; ZHAO et al., 2019). Além disso, os modelos animais da Síndrome do X Frágil 

apresentam uma perturbação específica na constituição das camadas mais profundas, 

além de apresentar um número aumentado de astrócitos (LEE et al., 2019). 

 

1.4.4. Aquaporinas 

Todas as membranas plasmáticas de mamíferos são permeáveis à água; os 

tecidos mais permeáveis recebem essa propriedade das AQP, família de proteínas 

canais presentes em praticamente todos os organismos. Possuem aproximadamente 

30 kDa de peso molecular e sua principal função é permitir a passagem de água 

através das membranas celulares. São proteínas integrais de membrana que formam 

poros que permitem a passagem de água através das membranas enquanto 

bloqueiam a passagem de íons e solutos carregados (FILIPPIDIS; CAROZZA; 

REKATE, 2017) (Figura 2).  

 

Figura 2 – Vista esquemática da estrutura das aquaporinas 

 

A) A estrutura primária das aquaporinas contêm porções N- e C-terminais citosólicas 
e seis domínios transmembrana (H1 a H6) conectados por cinco alças (A, C e E 
extracelulares e B e D intracelulares). Os motifs NPA estão localizados nas alças B 
(HB) e E (HE), formam hélices hidrofóbicas curtas que se dobram em direção à 
membrana para lados opostos. B) Modelo esquemático de arranjo dos domínios 
transmembrana, mostrando HB e HE, bem como o motivo NPA ao redor do poro 
condutor de água (mostrado em azul claro). É representada a obstrução do poro 
central pelos motivos NPA de acordo com o modelo da ampulheta. C) Vista de cima 
da superfície extracelular na parte superior de um tetrâmero de AQP. O arranjo da 
transmembrana que abrange os segmentos H1 a H3 (em laranja) e H4 a H6 (em verde) 
é mostrado. Os asteriscos destacam o poro de água de cada monômero AQP. 
Adaptado de (WITTEKINDT; DIETL, 2018). 
 

Em geral, os monômeros de AQP apresentam seis domínios transmembrana 

com as porções carboxila (C) e amino terminal (N) intracelulares (NAGELHUS; 
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OTTERSEN, 2013; PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2013). A organização das AQP 

em homotetrâmeros dá o formato de “ampulheta” ao poro central (BADAUT et al., 

2014), por meio da interação tridimensional do motivo asparagina-prolina-alanina 

(Asn-Pro-Ala ou NPA), conservado ao longo da sequência de aminoácidos (BADAUT 

et al., 2014; ERIKSSON et al., 2013; NAGELHUS; OTTERSEN, 2013; 

PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2013; VERKMAN; MITRA, 2000). 

A primeira AQP descrita (AQP1) foi descoberta por acaso em um experimento 

para isolamento de peptídeos e inicialmente chamada de CHIP28 (proteína integral 

formadora de canal de 28 kDa, do inglês channel-forming integral protein of 28 kDa) 

(BROWN, 2017; PRESTON et al., 1992). Desde então, já foram descritas 13 AQP, 

algumas permeáveis somente à água (AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 e AQP8) e outras 

– as aquagliceroporinas – (AQP3, AQP6, AQP7, AQP9 e AQP10), com a habilidade 

de transportar moléculas pequenas e sem carga, como glicerol, ureia e amônia. Ainda, 

foi proposto o subgrupo de superaquaporinas (AQP11 e AQP12), que são distintas 

devido à sua baixa homologia para o restante da família, apesar de também possuírem 

a sequência NPA (WITTEKINDT; DIETL, 2018). As AQP expressas em maiores 

concentrações no SNC são a 1 e a 4 (FILIPPIDIS; CAROZZA; REKATE, 2017). 

 AQP1 é expressa principalmente nas células ependimais das superfícies apical 

e basolateral do plexo coroide (BENGA; HUBER, 2012; OSHIO et al., 2003), 

promovendo movimento transcelular da água e contribuindo com cerca de 25% da 

produção de LCR (FILIPPIDIS; CAROZZA; REKATE, 2017). Também já foi descrita 

em neurônios sensoriais no corno dorsal da medula espinhal e gânglios trigêmeos 

(contribuindo possivelmente para a sinalização da dor) (OSHIO et al., 2006; SHIELDS 

et al., 2007), em filamentos neuronais após lesão encefálica traumática (FUKUDA et 

al., 2012), em astrócitos na substância branca, na glia limitante e neurônios que 

inervam os vasos sanguíneos piais em primatas (ARCIENEGA et al., 2010). 

A extensa distribuição de AQP4 em vários locais no encéfalo não deixa dúvidas 

do papel crucial da AQP4 na homeostase encefálica (NAGELHUS; OTTERSEN, 2013; 

PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2007, 2013; XIAO; HU, 2014). Especula-se que essa 

proteína possa estar envolvida no desenvolvimento e maturação da BHE (NICO et al., 

2001). AQP4 é o principal canal de água no SNC, expresso principalmente em 

processos perivasculares dos pés astrocíticos, mas também no espaço subaracnoide 

(BLOCH; MANLEY, 2007; HUBBARD et al., 2015), medula espinal (OSHIO et al., 
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2004), retina e nervo óptico (NAGELHUS et al., 1998), células ependimárias (JUNG et 

al., 1994), giro denteado (HSU et al., 2011) e córtex temporal (HOSHI et al., 2017). 

Interessantemente, astrócitos reativos aumentam a expressão de AQP4, deslocando 

a expressão dos pés terminais para o soma do astrócito (ILIFF et al., 2014; KRESS et 

al., 2014). De forma complementar, alguns estudos em modelos nocaute para AQP4 

demonstraram importantes alterações no padrão de disparo neuronal, sugerindo que 

essa proteína também exerça papel na manutenção da excitabilidade neural (KONG 

et al., 2008; NAGELHUS; OTTERSEN, 2013) e no tamponamento de potássio 

(BENGA; HUBER, 2012) devido à sua colocalização com o canal de potássio 4.1 

(Kir4.1) (AMIRY-MOGHADDAM et al., 2003). 

Em geral, poucos estudos abordam alterações de barreiras neurais e de canais 

de água no contexto do TEA. Em relação a alterações de permeabilidade encefálica, 

animais do modelo VPA apresentaram (macroscopicamente) maior permeabilidade da 

BHE ao corante azul de Evans no cerebelo (KUMAR; SHARMA; SHARMA, 2015; 

KUMAR; SHARMA, 2016a, 2016b). Em relação às AQP, foi demonstrado diminuição 

na expressão de AQP4 no cerebelo post mortem de indivíduos com o transtorno 

(FATEMI et al., 2008), ao passo que outro estudo demonstrou não haver alterações 

nos níveis séricos da mesma proteína em pacientes com TEA (KALRA et al., 2015).  

 

1.5. Alterações neuroimunológicas 

Existem várias maneiras pelas quais o ambiente gestacional pode afetar o 

neurodesenvolvimento da criança, incluindo a AIM, um dos fatores relacionados ao 

desencadeamento de TEA (MELTZER; VAN DE WATER, 2017). Já foi demonstrado 

aumento de citocinas pró-inflamatórias na prole de modelos animais de AIM (CHOI et 

al., 2016), associação entre anticorpos anti-fetais na mãe e déficits relacionados ao 

TEA na criança (BRAUNSCHWEIG et al., 2012; WARREN et al., 1990), além de 

autoimunorreatividade intensa (WILLS et al., 2009; ZIMMERMAN et al., 2007) 

principalmente às células progenitoras neuronais (MAZUR-KOLECKA et al., 2014). 

Mais recentemente, diversos estudos têm mostrado uma associação entre os 

membros da família do antígeno leucocitário humano (HLA, do inglês human leukocyte 

antigen) e a incidência de TEA (AL-HAKBANY; AWADALLAH; AL-AYADHI, 2014; 

CHIEN et al., 2012; GUERINI et al., 2015; MOSTAFA; SHEHAB; AL-AYADHI, 2013; 

TORRES; WESTOVER; ROSENSPIRE, 2012). Ademais, a partir de estudos de 
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associação ampla do genoma (GWAS, do inglês genome wide association studies), 

foi observada a regulação positiva de diversos genes enriquecidos para funções de 

resposta imunológica e inflamatória, domínios de imunoglobulina e outras ontologias 

imunorreguladoras em amostras de pacientes com TEA (GARBETT et al., 2008; 

GREGG et al., 2008; LINTAS; SACCO; PERSICO, 2012; VOINEAGU et al., 2011). 

O desequilíbrio imunológico pós-natal é amplamente descrito e uma marca 

registrada no TEA (GOTTFRIED et al., 2015). Há relatos de neuroinflamação 

encefálica (VARGAS et al., 2005), diminuição de células T reguladoras CD4+CD25+ 

(MOSTAFA; AL SHEHAB; FOUAD, 2010), resposta diferencial de monócitos 

(ENSTROM et al., 2010) e de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs, 

do inglês peripheral blood mononuclear cell) (ASHWOOD et al., 2011c) isolados de 

pacientes sob estímulo em cultivos celulares, alteração na expressão de células T em 

modelos animais (PONZIO et al., 2007), redução na atividade de células NK 

(WARREN; FOSTER; MARGARETTEN, 1987) – mas não na contagem geral (DELISI 

et al., 1983), maior expressão de genes de citotoxicidade NK (ENSTROM et al., 2009) 

e expressão diferencial de células NK CD57+CD3- (SINISCALCO et al., 2016).  

Também são reportados aumentos tanto nos níveis de citocinas anti-

inflamatórias IL-4, IL-5 e IL-13 em PBMCs após estímulo (KRAKOWIAK et al., 2017; 

MOLLOY et al., 2006) quanto pró-inflamatórias: 1) em sangue, IL-1RA, IL-1β, IL-6, IL-

8, IL-12p40, IL-17, IFN-γ, GM-CSF (AL-AYADHI; MOSTAFA, 2012; ASHWOOD et al., 

2011b; CROONENBERGHS et al., 2002), quimiocinas MCP-1, RANTES e eotaxina 

(ASHWOOD et al., 2011a); 2) tecido cerebral, IL-6, GM-CSF, TNF-α, MCP-1, TGF-β  

(LI et al., 2009; VARGAS et al., 2005); 3) PBMCs, TNF-α, IFN-γ e IL-17 (AKINTUNDE 

et al., 2015; JYONOUCHI et al., 2005; JYONOUCHI; SUN; ITOKAZU, 2002). 

 Considerando a etiologia desconhecida do TEA, ao longo dos anos, diversos 

estudos têm proposto que alterações em vias biológicas específicas – principalmente 

associadas ao sistema imunológico – teriam relação com alguns dos mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nesse transtorno. Nesse contexto, o sistema purinérgico 

emerge como forte candidato para modulação fenotípica. Por exemplo, camundongos 

nocaute para o receptor A1A apresentaram aumento de neuroinflamação e a atividade 

microglial (SYNOWITZ et al., 2006) ao passo que o receptor A2A tem função anti-

inflamatória e pode ser regulado negativamente pelo microRNA (miR) miR-214, que 

promove a liberação das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-6 (ZHAO et al., 2015a). 
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Além disso, a microglia desempenha um papel crucial na neuroinflamação, 

tanto promovendo a vigilância necessária para manter a homeostase do SNC quanto 

espalhando ainda mais a inflamação quando ativada, facilitando o afrouxamento da 

BHE, permitindo infiltrado inflamatório da periferia em direção ao SNC. De qualquer 

forma, é um elemento suscetível à modulação da sinalização purinérgica 

(FUMAGALLI; LECCA; ABBRACCHIO, 2011), uma vez que durante eventos lesivos, 

há grande liberação de ATP local e consequente ativação de microglia residente por 

meio de receptores purinérgicos (MELANI et al., 2005), principalmente o P2X7 que é 

capaz de aumentar as respostas inflamatórias generalizadas, principalmente pela 

liberação de IL-1β (FERRARI et al., 1997; GRAHAMES et al., 1999), bem como 

promover liberação de fatores neurotróficos (SUZUKI et al., 2004). O ATP liberado e 

a ativação de P2X7 também são capazes de ativar os astrócitos, mediando a 

sinalização para a síntese de citocinas pró-inflamatórias (SOLLE et al., 2001) e 

neurotransmissores como o glutamato (DUAN et al., 2003), diminuindo sua captação 

e reduzindo a atividade da GS (LO et al., 2008).  

No contexto do TEA, poucos estudos descrevem a modulação inflamatória 

mediada pela sinalização purinérgica. O tratamento de camundongos BTBR com um 

antagonista do receptor A2A aumentou a expressão de GATA3, T-bet (AHMAD et al., 

2017b) e RORγt, diminuindo Foxp3 e IL-10 (ANSARI et al., 2017b) modulou a 

expressão de receptores toll-like (AHMAD et al., 2017a), promoveu a expressão de 

quimiocinas (AHMAD et al., 2018b), aumentou a resposta Th1, diminuiu a resposta 

Th2 , aumentando também os níveis de citocinas pró-inflamatórias (ANSARI et al., 

2017a). Esses dados demonstram o importante papel anti-inflamatório do receptor 

A2A, uma vez que a inibição da ligação de adenosina via antagonismo foi capaz de 

replicar déficits comumente descritos no TEA. 

 

1.6. Resveratrol 

Considerando o contexto neuroimunológico envolvido no TEA, moléculas com 

efeito anti-inflamatório emergem como potenciais alvos de estudo para compreensão 

de vias biológicas envolvendo ativação imunológica que possam estar relacionadas 

com a fisiopatologia do TEA, bem como para novas estratégias farmacológicas em 

pacientes diagnosticados com o transtorno. Nesse sentido, os polifenóis – 
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especialmente o trans-resveratrol (RSV, 3,4′,5-triidroxiestilbeno) – vêm ganhando 

cada vez mais atenção da comunidade científica. 

O RSV é um polifenol da família dos estilbenos encontrado naturalmente em 

pinhas, amendoins, casca da uva (consequentemente, no vinho tinto), entre outros 

(KOUSHKI et al., 2018). Os efeitos protetores e terapêuticos da utilização do RSV 

como nutracêutico têm sido descritos em diversas patologias, incluindo câncer, 

obesidade, diabetes tipo 2, doenças cardiovasculares e neurais (SHAYGANFARD, 

2020; VANG et al., 2011). Além disso, também são amplamente descritos e revisados 

seus efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e neuroprotetores (MENG et al., 2021; 

QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011; VANG et al., 2011; ZHANG et al., 2021). 

Vang e colaboradores (VANG et al., 2011), em uma robusta revisão da 

literatura, descrevem amplamente os mais diversos papéis modulatórios do RSV, tais 

como proliferação celular, apoptose e danos ao DNA, angiogênese, atividade 

mitocondrial, metabolismo do glutamato, entre outros. Têm sido propostos diversos 

mecanismos por meio dos quais o RSV provavelmente desempenha seu papel 

protetor, envolvendo principalmente modulação de processos inflamatórios, 

transcrição gênica e sinalização celular (SHAYGANFARD, 2020). Sabe-se que o RSV 

é capaz de contrapor os efeitos pró-inflamatórios e pró-oxidantes observados em 

modelos animais de diversas condições patológicas, como obesidade, diabetes e 

hipertensão, diminuindo os níveis de TNFα, IL-1β, IL-6, proteína quimioatrativa para 

monócitos 1 (MCP-1) e óxido nítrico sintase (iNOS) (VANG et al., 2011). Além disso, 

o efeito supressor da inflamação já foi associado tanto com a inibição da ciclo-

oxigenase 2 (COX-2) (BAUR; SINCLAIR, 2006), quanto com a ativação do supressor 

da sinalização de citocina 1 (SOCS-1) (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015). 

Também foi relatada a atuação inibitória da proteína p53 (processo relacionado a 

sobrevivência celular) provavelmente devido ao (bem descrito) papel do RSV na 

ativação da SIRT1 (BAUR; SINCLAIR, 2006; MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015), 

um membro da família de HDACs. Ainda, o RSV também promove a diferenciação de 

fatores neurotróficos, como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês 

brain derived neurotrophic factor) (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015). 

No contexto do TEA, nosso grupo de pesquisa é pioneiro na utilização do RSV 

como estratégia terapêutica. Demonstramos que o tratamento pré-natal com RSV 

entre os dias embrionários (E) E6,5 e E18,5 foi capaz de prevenir os déficits de 
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sociabilidade na prole (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; HIRSCH et al., 2018), além de 

alterações sensoriais, celulares (FONTES-DUTRA et al., 2018; SANTOS-TERRA et 

al., 2021) e moleculares (HIRSCH et al., 2018). Ainda em modelos animais de TEA, 

também já foi demonstrado que o RSV é capaz de contrapor a desregulação do 

receptor de estrogênio β (ERβ) (XIE et al., 2018), aumentar a expressão gênica de 

SIRT1 e do fator de resposta de crescimento precoce 3 (Egr3, do inglês early growth 

response factor 3) na amígdala dos camundongos (HIDEMA et al., 2020), agindo 

principalmente em animais machos (JUYBARI et al., 2020), além de suprimir 

neuroinflamação (BHANDARI; KUHAD, 2017), atenuar citocinas pró-inflamatórias e 

ativação de JAK1-STAT3 (AHMAD et al., 2018c), atenuar a expressão de receptores 

de quimiocinas (BAKHEET et al., 2016), inibir receptores toll-like neuronais e 

sinalização por COX-2 (AHMAD et al., 2018a) e melhorar a desregulação da 

sinalização de células Treg e respostas Th1, Th2 e Th17 (BAKHEET et al., 2017) em 

modelo genético BTBR. 

Além disso, recentemente, demonstramos que o uso de RSV em crianças 

diagnosticadas com TEA foi capaz de reduzir os índices de irritabilidade medidos pela 

lista de verificação de comportamento aberrante (ABC, do inglês aberrant behavior 

checklist), favorecendo, assim, a melhora na sociabilidade (MARCHEZAN et al., 

manuscrito submetido). Outros estudos mostram que fibroblastos de pacientes com 

aumento nas concentrações de acil-carnitina e comprometimento da β-oxidação do 

ácido graxo mitocondrial também responderam satisfatoriamente ao tratamento com 

RSV, sendo a melhora proporcional ao nível de comprometimento dos pacientes na 

escala de responsividade social (BARONE et al., 2021). Dessa forma, nosso conjunto 

de dados prévios evidencia o papel terapêutico do RSV enquanto ferramenta de 

estudo em múltiplos contextos biológicos envolvendo a pesquisa acerca do TEA, bem 

como lança luz na compreensão dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos tanto no 

gatilho e manutenção do TEA quanto na prevenção promovida pelo RSV.  

 

1.7. Justificativa e hipóteses 

O TEA, inicialmente descrito na década de 20, atrai cada vez mais atenção da 

comunidade científica devido à sua incidência crescente. Apesar do aumento 

exponencial nos estudos acerca desse transtorno nos últimos anos, sua etiologia 

ainda permanece um quebra-cabeças longe de ser solucionado. Nesse sentido, os 
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modelos animais emergem como importantes ferramentas de estudo, especialmente 

no caso de transtornos como o TEA cujo diagnóstico é exclusivamente pela análise 

de alterações comportamentais.  

Além da sintomatologia central necessária para o diagnóstico, os pacientes com 

TEA podem apresentar condições associadas, como aumento do perímetro cefálico. 

Sabe-se que o TEA possui um forte componente neuroimunológico na sua 

fisiopatologia, o que pode estar por trás das alterações comportamentais, bem como 

pode ter associação com disfunções de barreiras neurais. Assim, a hipótese é que a 

AIM durante o período embrionário não só contribua para o fenótipo do tipo autista, 

como também resulte em disfunções de barreiras neurais por meio da desorganização 

cortical, aumento da permeabilidade da BHE, entrada de infiltrado inflamatório da 

periferia em direção ao SNC, alteração no perfil de células neurais, bem como utilize 

mecanismos subjacentes para a manutenção e progressão desse status 

neuroinflamatório, como a sinalização purinérgica.  

Dessa forma, considerando: 

 O relato de macrocefalia em pacientes pediátricos com TEA, bem como o amplo 

histórico de neuroinflamação envolvendo esse transtorno; 

 A excelente translacionalidade do modelo VPA, uma vez que preenche os 

quesitos das validades de face e construto e possui valor preditivo;  

 Os importantes efeitos preventivos do RSV no contexto do TEA, prevenindo 

comportamentos do tipo autista, alterações celulares e moleculares; 

 A associação de alterações pontuais na sinalização purinérgica e outras rotas 

metabólicas com o desencadeamento e a manutenção do TEA. 

A presente tese visou avaliar a integridade de barreiras neurais no modelo VPA, 

bem como revisar as publicações existentes na literatura acerca do componente 

neuroinflamatório presente no TEA e da contribuição da sinalização purinérgica nesse 

contexto. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a integridade de barreiras neurais e seus mecanismos subjacentes em 

um modelo animal de TEA pela exposição pré-natal ao VPA, bem como o possível 

efeito preventivo da administração pré-natal do RSV sobre os mesmos parâmetros 

propostos, além de revisar a contribuição da sinalização purinérgica no TEA. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 Capítulo I: avaliação das barreiras neurais e mecanismos subjacentes em 

modelo animal de TEA 

o Avaliar o conteúdo encefálico de água (medida de edema); 

o Analisar a integridade da barreira hematoencefálica; 

o Analisar a expressão e distribuição das aquaporinas 1 e 4 em diferentes 

regiões do SNC; 

o Analisar parâmetros astrocíticos. 

 Capítulo II: revisão do estudo do componente neuroinflamatório presente no 

TEA 

o Realizar um levantamento das principais alterações neuroimunológicas 

descritas tanto em modelos animais quanto em pacientes com TEA; 

o Revisar os mecanismos envolvidos no contexto imunológico no 

desencadeamento do fenótipo autista a partir da exposição ao fator de 

risco VPA; 

o Estudar as vias comuns translacionais envolvendo as alterações 

imunológicas descritas em humanos e animais. 

 Capítulo III: revisão do estudo sobre o envolvimento da sinalização purinérgica 

no TEA 

o Entender como o sistema purinérgico está envolvido na fisiopatologia do 

TEA; 

o Revisar as estratégias terapêuticas propostas que se utilizam dessa 

sinalização como mecanismo para modulação dos comportamentos do 

tipo autista. 
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Capítulo I: artigo publicado. 

“Resveratrol prevents brain edema, blood–brain barrier permeability, and altered 

aquaporin profile in autism animal model” 

 

International Journal of Developmental Neuroscience, 81(7), 579–604 (2021).  

DOI: https://doi.org/10.1002/jdn.10137 
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“Neuroimmune Alterations in Autism: A Translational Analysis Focusing on the Animal 

Model of Autism Induced by Prenatal Exposure to Valproic Acid”  
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“Purinergic signaling in autism spectrum disorder” 

 

Tópico de pesquisa “Purinergic Signaling in Neurodevelopment, Neuroinflammation 

and Neurodegeneration” 
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3. DISCUSSÃO GERAL 

No presente trabalho, utilizamos um dos modelos animais de autismo mais 

consolidados na literatura, o qual (como já ressaltado anteriormente) apresenta as 

validades de face (replica a sintomatologia encontrada em pacientes) e de construto 

(o mesmo agente etiológico reproduz a condição em humanos e modelos animais), 

além de possibilitar amplas investigações dentro da validade preditiva (possibilidade 

de desenvolvimento de estratégias terapêuticas) (MABUNGA et al., 2015).  

O nosso grupo de pesquisa (Grupo de Estudos Translacionais em Transtorno 

do Espectro Autista – GETTEA) atua em diferentes frentes para compreender a 

fisiopatologia do TEA sob diferentes óticas: análises em pacientes, análises in silico, 

análises in vitro e análises in vivo a partir do modelo animal VPA, sendo pioneiros na 

utilização dessa ferramenta de estudo no Brasil. Demonstramos previamente diversas 

alterações comportamentais (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011, 2014; FONTES-DUTRA 

et al., 2018; HIRSCH et al., 2018), moleculares (HIRSCH et al., 2018) e celulares 

(FONTES-DUTRA et al., 2018; SANTOS-TERRA et al., 2021) induzidas pelo VPA bem 

como a prevenção dessas alterações pela administração intraútero do polifenol RSV. 

Sendo assim, os modelos animais se apresentam como ferramentas extremamente 

importantes e úteis no estudo de diversas condições, uma vez que permitem a 

aquisição de amostras biológicas, estudos comportamentais inviáveis em seres 

humanos, bem como a análise de vias biológicas e alterações metabólicas 

potencialmente associadas à fisiopatologia do transtorno – especialmente no TEA, 

que se mostra como uma desordem altamente heterogênea e de diagnóstico 

exclusivamente comportamental. 

Nos propusemos a entender e investigar possíveis mecanismos subjacentes à 

macrocefalia, um relato clínico presente em, aproximadamente, 20% das crianças 

diagnosticadas com TEA (CHAWARSKA et al., 2011; HAZLETT et al., 2005) cuja 

causa ainda é desconhecida. Apesar de, na maioria dos casos, se apresentar como 

um evento transitório, o aumento do perímetro cefálico em idades pontuais pode estar 

relacionado às principais disfunções do TEA. Macrocefalia é a condição na qual o 

perímetro cefálico de uma criança está acima de 2 desvios-padrão, ou seja, que está 

acima do percentil 97. Embora usado como sinônimo de megalencefalia – designa o 

aumento da estrutura encefálica –, a macrocefalia é um termo amplo que abrange não 

só a megalencefalia, mas também outras causas de aumento do tamanho da cabeça 
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sem necessariamente o crescimento excessivo do cérebro, como por exemplo, 

acúmulo de fluido subdural (JONES; SAMANTA, 2021). 

No capítulo I da presente tese são apresentados os experimentos realizados 

em ratos Wistar, bem como os 4 grupos experimentais que são utilizados na maioria 

das nossas pesquisas: 1) grupo controle (recebe apenas solução salina 0,9% e DMSO 

P.A. em volume equivalente – veículos para solubilidade do VPA e do RSV, 

respectivamente), 2) grupo RSV (recebe RSV na dose de 3,6 mg/Kg via subcutânea 

do dia E6,5 ao dia E18,5, e uma única injeção intraperitoneal de salina 0,9% no dia 

E12,5), 3) grupo VPA (recebe DMSO – veículo do RSV – via subcutânea entre E6,5 e 

E18,5, e uma única injeção intraperitoneal de VPA na dose de 600 mg/Kg no dia 

E12,5) e 4) grupo RSV+VPA (recebe RSV na dose de 3,6 mg/Kg via subcutânea do 

dia E6,5 ao dia E18,5, e uma única injeção intraperitoneal de VPA na dose de 600 

mg/Kg no dia E12,5). Esse esquema está representado na Figura 3.  

 

Figura 3 – Representação da linha do tempo para formação dos grupos 
experimentais 

 

E: dia embrionário; P: dia pós-natal. 

 

Primeiramente, avaliamos o conteúdo encefálico de água (também chamado 

de “medida de edema” na literatura) por meio da desidratação do encéfalo após 

retirada à fresco. A exposição pré-natal ao VPA alterou o conteúdo absoluto de água, 

aumentando a porcentagem de água livre no encéfalo de animais do grupo VPA, ao 

passo que esse fenômeno não se observa nos outros grupos. Além disso, 

considerando trabalhos prévios (SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 2005), esperávamos 

encontrar um menor peso corporal dentre os animais do grupo VPA em relação aos 

outros grupos experimentais. Não só se confirmou, como também observamos uma 
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prevenção completa do RSV nesse parâmetro analisado. Por fim, ponderamos os 

resultados das porcentagens pelo peso corporal de cada animal, o que evidenciou 

ainda mais a maior proporção do volume de líquido encefálico no grupo VPA; isso 

significa dizer que esses animais apresentam um conteúdo encefálico maior que o 

grupo controle em uma estrutura corporal menor (o que se assemelha à condição 

clínica). Aqui, novamente, o tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir 

completamente o parâmetro analisado.  

Um dos fatores envolvidos no desenvolvimento do edema encefálico é o dano 

à BHE; esse dano pode ser tanto iniciado quanto regulado por diversos mediadores 

pró-inflamatórios, como citocinas e quimiocinas, os quais regulam a magnitude do 

aporte de leucócitos no parênquima cerebral, bem como agem diretamente nas 

células endoteliais encefálicas, levando ao afrouxamento das junções oclusivas entre 

as células endoteliais e à formação de edema vasogênico (STAMATOVIC et al., 2006). 

A patogênese do edema encefálico o classificada como vasogênico ou citotóxico: o 

primeiro é definido como o acúmulo extracelular de líquido resultante da ruptura ou 

afrouxamento da BHE e consequente extravasamento de proteínas séricas (lesão 

vascular), enquanto que o segundo é caracterizado pelo inchaço celular causado pelo 

acúmulo intracelular de líquido (lesão de células parenquimatosas) (MICHINAGA; 

KOYAMA, 2015). No caso do TEA, ainda não é elucidado qual tipo é predominante, 

embora seja mais provável que envolva mecanismos de lesão vascular. 

Sendo assim, demos sequência aos experimentos avaliando a permeabilidade 

da BHE a ao corante azul de Evans. A exposição pré-natal ao VPA causou nítido 

aumento na permeabilidade da BHE ao corante (evidenciado pela intensidade da 

fluorescência vermelha nas imagens representativas) principalmente nas regiões 

encefálicas pertencentes ao neocórtex (área somatossensorial – camadas 2/3 e 4/5 – 

e todas as sub-regiões do córtex pré-frontal medial – cingulado anterior, límbico e 

infralímbico, tanto em camadas profundas quanto em superficiais), mas também no 

plexo coroide (em contato com o neocórtex). Hipocampo e amígdala não 

apresentaram alterações de permeabilidade. Em todas as regiões onde houve 

alteração, o tratamento com o RSV foi capaz de prevenir completamente a 

permeabilidade da BHE ao corante, conforme observado no grupo RSV+VPA. 

Anteriormente, apenas Kumar e colegas (KUMAR; SHARMA; SHARMA, 2015; 

KUMAR; SHARMA, 2016a, 2016b) haviam demonstrado aumento de permeabilidade 
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a esse corante no modelo VPA, porém de forma macroscópica; aqui, refinamos a 

técnica demonstrando que as alterações são região-específica, bem como são 

passíveis de serem prevenidas pelo tratamento com o RSV. Apesar desse importante 

resultado, trata-se de uma técnica bastante inespecífica e com pouca precisão acerca 

de pormenores envolvidos no aumento da permeabilidade da BHE, uma vez que o 

corante azul de Evans não é metabolicamente inerte, é tóxico em altas dosagens e 

liga-se à albumina. Não existe um único marcador adequado para avaliação de BHE 

e todos os métodos conhecidos apresentam vantagens e desvantagens. No entanto, 

uma combinação de dextranos visualizáveis de diferentes tamanhos e moléculas 

radiomarcadas atualmente parece ser a abordagem mais apropriada para uma 

avaliação qualitativa e quantitativa mais robusta da integridade da BHE (SAUNDERS 

et al., 2015). 

Seguindo nessa linha de raciocínio, investigamos a expressão e distribuição de 

AQP em diferentes regiões do SNC. Essas proteínas-canais desempenham diversos 

papéis, facilitando o movimento de água tanto para dentro quanto para fora do SNC 

(ROSU et al., 2019). A AQP1 apresentou um perfil diminuído em praticamente todas 

as regiões avaliadas no grupo VPA: plexo coroide, camadas profundas da área 

somatossensorial primária, região da amígdala e todas as sub-regiões do córtex pré-

frontal medial. O plexo coroide é uma região particularmente importante na produção 

e liberação do LCR: animais nocaute para AQP1 apresentam redução de até 25% na 

taxa de secreção de LCR (OSHIO et al., 2003). Nessa região também observamos 

uma alteração morfológica bastante significativa em ambos os grupos expostos ao 

VPA prenatalmente. Uma lesão semelhante foi observada em um modelo de edema 

isquêmico cerebral (AKDEMIR et al., 2016), mas no presente estudo consideramos 

que não haja qualquer associação entre esta alteração morfológica e a fisiopatologia 

do TEA, o que pode ser simplesmente um efeito teratogênico per se do VPA.  

Já a AQP4 apresentou perfis diversos de forma região-dependente: observou-

se aumento no grupo VPA na área somatossensorial primária nas camadas mais 

profundas, com prevenção pelo RSV, além de uma diminuição em todas as sub-

regiões do córtex pré-frontal medial, sem prevenção pelo RSV. Previamente, já havia 

sido demonstrado alterações no perfil de AQP4 em tecido encefálico post mortem de 

indivíduos com TEA. Um estudo de 2008 demonstra diminuição de 3% na área 9 de 

Brodmann (BA9 - equivalente ao córtex frontal), bem como uma expressão aumentada 
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de 39% no BA40 (córtex parietal, onde está localizada a área sensorial primária). Além 

disso, os autores observaram aumento da expressão da conexina 43 (CX43 - a 

principal proteína componente das gap junctions astrocíticas) no BA9, o que poderia 

significar aumento da sinalização neurônio-glia, indicando um aprimoramento da 

comunicação célula-célula no lobo frontal (uma área integrativa) (FATEMI et al., 2008). 

Ainda, a AQP4 tem sido relacionada ao sistema neuroimunológico (IKESHIMA-

KATAOKA, 2016), o que representa um achado interessante no contexto de TEA, uma 

vez que o componente imunológico desse distúrbio está bem estabelecido 

(GOTTFRIED et al., 2015). Finalmente, estudos têm relacionado o nocaute de AQP4 

tanto com redução no inchaço encefálico no edema citotóxico quanto com piora 

significativa de edema encefálico vasogênico (PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2007).  

A mudança de expressão região-dependente chama atenção por si só, mas 

também pelo fato de a AQP4 ser um canal colocalizado com os canais Kir4.1 

(STROHSCHEIN et al., 2011) nos pés astrocíticos. Eventos como neuroinflamação 

aguda contribuem para a reorganização sináptica, resultando em alterações de longo 

prazo em relação à hiperexcitabilidade de todo o circuito neural (CLARKSON et al., 

2017). Além disso, uma das principais teorias acerca da fisiopatologia do TEA envolve 

o desequilíbrio entre o delicado balanço excitatório-inibitório em algumas regiões 

específicas do SNC levando a alterações eletrofisiológicas. A presença de epilepsia 

ou episódios de convulsão em aproximadamente 30% dos indivíduos com TEA reforça 

o caráter excitatório predominante no TEA (SPENCE; SCHNEIDER, 2009). A 

atividade neuronal ocorre dentro da faixa fisiológica específica a partir de uma 

concentração extracelular de K+ basal. O K+ extracelular é crítico na definição do 

potencial de repouso da membrana de neurônios e astrócitos e, durante uma atividade 

excessiva, como em uma convulsão, seus níveis atingem um platô, o que influencia a 

transmissão sináptica e a plasticidade. Uma vez atingido esse platô, mesmo durante 

a atividade elétrica contínua, não ocorre aumento da concentração de K+ devido ao 

mecanismo de remoção desse íon da fenda sináptica por meio da recaptação de K+ 

pela glia via canais como o Kir4.1 (OLSEN et al., 2015), o que é vital para manter a 

homeostase cerebral (BELLOT-SAEZ et al., 2017). Provavelmente, a AQP4 é 

necessária para manter a depuração de K+ eficiente, uma vez que alterações do fluxo 

de água são associadas a aumento da intensidade de convulsões epilépticas (AMIRY-
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MOGHADDAM et al., 2003) e atraso no tamponamento de K+ em camundongos 

nocaute para AQP4 (LU et al., 2008). 

Infelizmente, por questões de pandemia, não foi possível analisar a expressão 

dos canais Kir4.1 no modelo VPA. Dessa forma, o nosso último experimento 

investigativo foi a avaliação tanto da imunomarcação quanto do número de astrócitos 

GFAP+. Observamos aumento tanto da imunofluorescência de GFAP quanto do 

número de astrócitos GFAP+ no córtex pré-frontal medial e na área somatossensorial 

primária pela exposição pré-natal ao VPA, o que corrobora com estudos anteriores 

que mostram ativação neuroglial em pacientes com TEA e modelos animais 

(BRISTOT SILVESTRIN et al., 2013; EDMONSON; ZIATS; RENNERT, 2014; 

VARGAS et al., 2005; ZHAO et al., 2019). Aqui, observamos um importante efeito 

preventivo do RSV nas camadas profundas das sub-regiões do córtex pré-frontal 

medial analisadas, retornando os níveis da imunofluorescência de GFAP para os 

níveis do grupo controle. Com base em dados anteriores, que indicam o efeito 

neuroprotetor de doses mais baixas de RSV em fatias de hipocampo (através da 

melhora da captação de glutamato pelos astrócitos e modulação da plasticidade 

sináptica) (BOBERMIN et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2008; QUINCOZES-SANTOS 

et al., 2013; QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011) e melhora no quadro de 

neuroinflamação (uma marca registrada do TEA) em um modelo animal de TEA 

(AHMAD et al., 2018c; BHANDARI; KUHAD, 2017), seria possível que, também neste 

contexto, tenhamos um efeito benéfico sobre o metabolismo e função dos astrócitos, 

uma vez que este tratamento é eficaz na melhoria de diversos comprometimentos 

comportamentais em modelo animal de VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; 

FONTES-DUTRA et al., 2018; HIRSCH et al., 2018). 

Apesar de alguns estudos não terem demonstrado alterações nos parâmetros 

de astrócitos em tecidos post mortem de pessoas com TEA (LEE et al., 2017; 

MORGAN et al., 2014), os modelos animais da Síndrome do X Frágil (distúrbio com 

alta sobreposição ao TEA) apresentam uma perturbação específica na constituição 

das camadas corticais mais profundas, apresentando aumento do número de 

astrócitos (LEE et al., 2019). Essa dinâmica da desorganização cortical é amplamente 

descrita no TEA. Um dos achados mais relevantes em pacientes com TEA é a 

identificação de distúrbios na organização das minicolunas corticais (CASANOVA, 

2007) e a presença de manchas com perda de delimitação das camadas corticais 
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(DENARDO et al., 2015; STONER et al., 2014), sendo as camadas mais profundas as 

mais afetadas. 

Curiosamente, o hipocampo e a região da amígdala parecem ser mais 

vulneráveis aos efeitos do RSV quando se trata de astrócitos; especulamos que talvez 

a janela biológica de origem embrionária dessas estruturas possa ter participação no 

resultado obtido. Os núcleos amigdalares se originam em momentos diferentes entre 

os dias E10-E12 em ratos, antes da indução do modelo animal (em E12.5) e durante 

o tratamento pré-natal com RSV (entre E6.5 a E18.5) (SOMA et al., 2009). Sobre o 

hipocampo, embora sua origem embrionária seja em torno de E15 (HAYASHI et al., 

2015), os efeitos da exposição pré-natal ao VPA parecem ser progressivos e de início 

tardio (SANTOS-TERRA et al., 2021). Mesmo o RSV apresentando importantes 

efeitos neuroprotetores, nesse caso, ele foi capaz de desempenhar um efeito per se 

no hipocampo no dia pós-natal (P) P30. Nós interpretamos esse resultado como algo 

positivo, considerando que o RSV talvez esteja desenvolvendo um background celular 

prévio para suportar melhor o dano progressivo induzido pelo VPA, uma vez que esse 

efeito progressivo se acentua na idade adulta. 

Frequentemente, são descritas na literatura alterações na espessura cortical 

em indivíduos com TEA. Poderia ser uma das hipóteses relacionadas à macrocefalia 

transitória na primeira infância se esse dado não fosse tão controverso. Apesar de 

estudos demonstrarem que não há diferenças na espessura cortical entre indivíduos 

com TEA e indivíduos com neurodesenvolvimento típico entre 6 e 30 anos de idade 

(NUNES et al., 2020), há relatos de maior espessura cortical a partir da mesma faixa 

etária em crianças com esse transtorno, com diferenças diminuindo durante a idade 

adulta e a gravidade dos sintomas relacionados ao afeto social e à comunicação 

associada a essas anormalidades corticais (KHUNDRAKPAM et al., 2017). Já em 

adolescentes com alta funcionalidade, há relatos de diminuição da espessura cortical 

no lobo frontal inferior direito (correlacionado com maior prejuízo social), aumento da 

espessura cortical no lobo temporal direito e cíngulo posterior (associadas a piores 

escores no domínio de comunicação) e maiores áreas de superfície cortical em várias 

regiões do encéfalo, incluindo o cíngulo, lobos temporais e amígdala, bem como 

aumento da girificação em regiões associadas com a codificação de memórias visuais 

e áreas do componente sensório-motor (PEREIRA et al., 2018).  
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Especula-se também que o crescimento excessivo encefálico em crianças com 

TEA envolva aumento no número e no tamanho de neurônios no córtex pré-frontal. 

Numa avaliação post mortem do córtex pré-frontal de 7 indivíduos com TEA com 

idades entre 2 e 16, constatou-se um aumento de 67% no número de neurônios em 

comparação com indivíduos neurotípicos (COURCHESNE et al., 2011). A amígdala 

parece exibir o mesmo perfil de alteração (em amostra post mortem de indivíduos 

entre 2-48 anos), com aumento excessivo no número de neurônios maduros seguido 

por um declínio na idade adulta à medida que os neurônios imaturos são incorporados 

aos núcleos amigdalares, propondo um componente degenerativo com o passar do 

tempo (AVINO et al., 2018). Sabe-se que a AIM regula positivamente a expressão 

gênica do ciclo celular e a proliferação celular e pode causar crescimento excessivo 

do encéfalo (LOMBARDO et al., 2018; OSKVIG et al., 2012; SMITH; ELLIOTT; 

ANDERSON, 2012), podendo induzir a produção excessiva de neurônios (SMITH; 

ELLIOTT; ANDERSON, 2012), aumentar a espessura cortical (LE BELLE et al., 2014; 

SMITH; ELLIOTT; ANDERSON, 2012) e o tamanho do cérebro (LE BELLE et al., 

2014). Além disso, as alterações de expressão gênica também envolvem processos 

de migração neuronal (OSKVIG et al., 2012), o que pode estar por trás da 

estratificação cortical anormal observada, com um aumento de 24% no número de 

neurônios nas camadas corticais 2/3 (SOUMIYA; FUKUMITSU; FURUKAWA, 2011). 

Curiosamente, em nossos estudos prévios, não encontramos alterações no número 

de neurônios totais nem no número de células não-neuronais em animais de 30 dias, 

ao passo que foi visto apenas intensa desorganização laminar entre as camadas com 

provável defeito de migração celular na área somatossensorial primária e região da 

amígdala (FONTES-DUTRA et al., 2018), o que nos leva a pensar que, pelo menos 

em animais, os mecanismos adjacentes à formação de edema não passam por 

aumento de celularidade (e consequentemente apoptose) e provavelmente envolvem 

mecanismos menos complexos, como aumento de líquido intracraniano como 

consequência do afrouxamento da BHE, que leva ao infiltrado inflamatório oriundo da 

periferia em direção ao SNC. 

Considerando todos os dados, levantamos a hipótese de que as deficiências 

encefálicas induzidas pelo modelo VPA incluem um fundo de neuroinflamação 

desencadeado no encéfalo em desenvolvimento do embrião, o que contribui para o 

aumento da permeabilidade da BHE (e, consequentemente, edema devido à entrada 
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de água e infiltrado inflamatório). Em consequência, há uma diminuição nos níveis de 

AQP1 e AQP4 para manter a homeostase da água no cérebro. Paralelamente, a 

neuroinflamação desencadeia o processo de excitotoxicidade, levando a um fenótipo 

astrocítico reativo. O aumento da atividade astrocítica leva a um aumento da 

necessidade de tamponamento de K+, que por sua vez aumenta os níveis de Kir4.1 e, 

consequentemente, de AQP4 de uma maneira específica da região (que, por sua vez, 

poderia ser o principal início da formação de edema cerebral). A impressão digital 

causada pelo VPA ocorre em várias regiões; uma vez que a área somatossensorial 

primária é uma área de processamento primário, tanto o impacto causado pelo VPA 

quanto os mecanismos de prevenção pelo RSV podem ser mais expressivos e menos 

complexos do que os que ocorrem no córtex pré-frontal medial, uma região associativa 

e mais complexa. Aqui, o RSV preveniu com sucesso as deficiências em relação à 

formação de edema, à permeabilidade da BHE, ao aumento de AQP4 na área 

somatossensorial primária, bem como possibilitou uma melhora funcional na 

reatividade glial no córtex pré-frontal medial. Desse modo, com base em evidências 

que apontam para o RSV como um estabilizador do ambiente neural, o RSV também 

poderia normalizar os níveis de K+ e reestruturar as conexões sinápticas na área 

somatossensorial primária considerando a colocalização dos canais AQP4 e Kir4.1. 

Um tema bastante recorrente nos estudos sobre TEA são as alterações 

neuroimunológicas, conforme abordado no Capítulo II da presente tese. Sabe-se que 

a AIM desencadeia diversas desordens neuropsiquiátricas, entre elas, TEA (ESTES; 

MCALLISTER, 2016); complementarmente, a literatura mais recente em modelos 

animais vem destacando a associação de processos inflamatórios maternos durante 

períodos críticos do desenvolvimento embrionário com crescimento excessivo do 

encéfalo e desencadeamento de comportamentos associados ao autismo na prole, 

possivelmente por meio de sinalização redox alterada em células-tronco e 

progenitores neurais (LE BELLE et al., 2014). Nesse sentido, para compreendermos 

melhor como as alterações imunológicos se apresentam dentro da fisiopatologia do 

TEA, foi necessário um extenso compilado da literatura, principalmente devido à 

carência de informações translacionais acerca do componente imunológico em 

modelos animais e em pacientes com TEA. Nesse sentido, escrevemos uma revisão 

contendo não só um levantamento das principais alterações reportadas como também 

comparando quais alterações são comuns entre humanos e o modelo animal VPA 
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separando por tipo de amostra biológica, com o objetivo de facilitar estudos 

posteriores do grupo e de outros pesquisadores sobre a neuroimunologia do TEA. Foi 

observado que o aumento de IL-6 e de TFN-α são alterações comuns tanto ao modelo 

animal quanto a estruturas encefálicas em humanos, bem como o aumento nos níveis 

de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-α, IFNγ e TGFβ1 são achados tanto em amostras encefálicas 

quanto tecidos periféricos em humanos (representado na Figura 2 da revisão presente 

no capítulo II). Dessa forma, postulamos que a impressão digital causada pela 

exposição pré-natal ao VPA na prole poderia envolver mecanismos de AIM, uma vez 

que os animais do modelo animal VPA apresentam níveis aumentados de IL-1β, IL-6 

e TFN-α no hipocampo e outras regiões do cérebro (DECKMANN et al., 2018), além 

de níveis aumentados de TFN-α e ativação microglial após a exposição pré-natal ao 

VPA (ZAMBERLETTI et al., 2019). 

 Apesar dos muitos mecanismos já elucidados, a fisiopatologia do TEA ainda 

permanece um quebra-cabeças longe de ser solucionado. Sabe-se que algumas vias 

biológicas estão intimamente relacionadas ou com o provável desencadeamento ou 

com a manutenção do transtorno. São alguns exemplos as vias: 

 Da NOTCH, a qual já foi associada a regulação de processos inflamatórios 

(PARK et al., 2015), bem como se mostrou alterada tanto em modelo VPA 

(ZHANG et al., 2019) quanto em BTBR (AHMAD et al., 2021);  

 Da PTEN, amplamente associada ao TEA (ABDELLI; SAMSAM; NASER, 

2019; HOOSHMANDI; WONG; KHOUTORSKY, 2020; SHIN; SANTI; HUANG, 

2021). Mais recentemente, a diminuição de seus níveis vem sendo 

correlacionada com o aumento nos níveis do coativador-1 'alfa' do receptor 

ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1α) e ciclo-oxigenase (COX) IV 

(e consequente disfunção mitocondrial) em hipocampo e córtex de 

camundongos do modelo animal VPA. O provável mecanismo é de que a 

PTEN pode desfosforilar AKT para inibir sua atividade, levando à diminuição 

da fosforilação da glicogênio sintase cinase 3 beta (GSK-3β, a qual fica 

ativada), aumentando a fosforilação de PGC-1α para promover sua 

degradação (FENG et al., 2021); 

 Da GSK-3β, a qual parece ser crítica para a plasticidade sináptica nas sinapses 

glutamatérgicas na amígdala (WU et al., 2017) e está relacionada ao 

comportamento social, uma vez que seus níveis alterados encontrados na 
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amígdala (WU et al., 2017) e no córtex cingulado anterior (HOU et al., 2021; 

WANG et al., 2019) foram correlacionados com alterações de sociabilidade. 

Além disso, a nível molecular, a exposição pré-natal ao VPA aumenta a 

expressão de Wnt e ativa a via GSK-3β/β-catenina, o que foi correlacionado 

com macrocefalia e estruturas encefálicas alteradas observadas em encéfalos 

de animais do modelo VPA (GO et al., 2012); 

 Da Wnt, sendo essa proteína crucial na sinalização de diversas outras 

proteínas das cascatas, como GSK-3β, β-catenina e mTOR. Quando expostos 

ao VPA, os animais apresentaram ativação da sinalização da Wnt por meio da 

regulação positiva da β-catenina e da fosfo-GSK-3β. Essa via, bem como a 

ativação da sinalização de mTOR, foram suprimidas após um tratamento com 

anti-inflamatório (QIN; DAI; YIN, 2016). O mesmo estudo também observou 

que a exposição ao VPA ativou a sinalização de mTOR e suprimiu a autofagia 

no córtex pré-frontal, hipocampo e cerebelo de ratos do modelo animal de TEA, 

caracterizada por fosfo-mTOR e fosfo-S6 aumentados, diminuição de Beclina-

1, Atg5, Atg10, LC3-II e formação de autofagossomos; 

 Além de outras sinalizações, como o caso do sistema purinérgico (conforme 

abordado no Capítulo III da presente tese). 

Sabe-se que o desenvolvimento encefálico na vida embrionária é finamente 

regulado por uma variedade de processos biológicos; sinalizações como, por exemplo, 

a purinérgica, desempenham um papel essencial na organização tanto do 

desenvolvimento embrionário e fetal quanto na organogênese de forma tempo-

dependente, controlando moléculas de sinalização purinérgica, como ATP, a liberação 

de Ca2+ da glia radial, expressão diferencial de subtipos de receptores, entre outros 

(FUMAGALLI et al., 2017; ULRICH; ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 2012). No caso do 

TEA, já foram identificados polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) nos genes dos 

receptores de adenosina A2A (ADORA2A) (FREITAG et al., 2009) e A3 (ADORA3), 

induzindo níveis aumentados de cGMP e resultando no aumento da atividade do 

transportador de serotonina (CAMPBELL et al., 2013). Também foi identificado, em 

tecido post mortem, enriquecimento da ontologia gênica para genes de sinalização 

purinérgica em um grupo de genes associados ao comportamento social prejudicado 

(GINSBERG et al., 2012), associação entre a atividade da adenilil ciclase e 

concentração de AMP cíclico (AMPc) com traços de TEA (TAKAHASHI et al., 2020), 
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além de presença diferencial de metabólitos derivados do metabolismo da purina na 

urina de indivíduos com TEA, indicando o impacto geral do metabolismo purinérgico 

nesse transtorno (GEVI et al., 2016). Por fim, a expressão de fosfodiesterases (PDE) 

demonstrou resultados diferenciais, estando alguns subtipos reduzidos em cerebelo e 

outros aumentados em BA9, o que é importante uma vez que essas enzimas regulam 

os níveis de AMPc, um segundo mensageiro na sinalização purinérgica (BRAUN et 

al., 2007).  

Em modelos animais de TEA, a sinalização purinérgica também já se 

demonstrou alterada. Em modelo de AIM, o aumento da abertura dos canais Cx43 e 

Panx1 nos astrócitos do hipocampo foi associado à liberação de ATP e glutamato, os 

quais aumentaram os níveis de Ca2+, levando a um perfil ativado em astrócitos e morte 

celular em neurônios (AVENDAÑO et al., 2015; CHÁVEZ et al., 2019). Quando ATP 

exógeno foi administrado, os animais exibiram um amplo espectro de alterações, 

incluindo características semelhantes às do TEA (ZOLKIPLI-CUNNINGHAM et al., 

2021). Na cepa de camundongos BTBR, um modelo genético de TEA, observou-se 

diminuição da função do receptor A2A (SQUILLACE et al., 2014). Outro modelo 

genético de TEA, por deleção de um regulador de PDE4, induziu déficits de memória 

espacial e níveis reduzidos de AMPc no hipocampo (ZAMARBIDE et al., 2019). Por 

fim, no modelo VPA, foi observada aumento da hidrólise de AMP, da expressão de 

RNAm de A2R1 e do catabolismo de ATP/ADP no encéfalo de peixe-zebra 

(ZIMMERMANN et al., 2017), enquanto que em roedores foi observado aumento da 

razão AMP/ATP no mesencéfalo e redução da mesma no córtex – induzindo um 

desequilíbrio de sinalização purinérgica (HEGAZY; ALI; ELGOLY, 2015) –, bem como 

aumento da expressão dos receptores P2X4 e P2Y2 em hipocampo e P2X4 no córtex 

pré-frontal medial (HIRSCH et al., 2020). 

Ainda sobre a influência da sinalização purinérgica em mecanismos 

subjacentes à fisiopatologia do TEA, quando há liberação de ATP extracelular de 

origem mitocondrial, ocorre uma sinalização indicando dano liberada pelas células sob 

estresse, uma vez que esse ATP pode desencadear processos inflamatórios (CHAN; 

GOLD; VON AHSEN, 2011; FAAS; SÁEZ; DE VOS, 2017) e induzir reações 

autoimunes (THEOHARIDES; ASADI; PATEL, 2013; ZHANG et al., 2012), o que é 

bem característico do TEA. De forma complementar, crianças com TEA apresentam 

níveis elevados de DNA mitocondrial circulante (PICARD et al., 2014); dessa forma, o 
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metabolismo energético mitocondrial comprometido (presente no TEA) tem sido 

proposto como um dos fatores desencadeadores desse transtorno (PASTURAL et al., 

2009; PATOWARY et al., 2017). Além disso, os receptores purinérgicos do tipo P2X7 

regulados por ATP estão emergindo como importantes reguladores da 

neuroinflamação e como novos alvos terapêuticos (DI VIRGILIO, 2015). Como os 

P2X7 possuem baixa afinidade por ATP, são considerados importantes sensores de 

danos e inflamação teciduais – condições nas quais os níveis de ATP extracelular 

aumentam consideravelmente – e sua ativação desencadeia respostas imunológicas 

que medeiam a maturação e a secreção de interleucinas, como a IL-1β (DENLINGER 

et al., 2001; SURPRENANT et al., 1996). 

Em um estudo in vitro a partir da cocultura de astrócitos e células endoteliais 

(simulando as condições da BHE) foi observado que a ativação do receptor P2X7 por 

ATP induziu a liberação de IL-1β, a qual aumentou a atividade da metaloproteinase 

de matriz 9 (MMP-9) que por sua vez promoveu a ruptura da BHE pela degradação 

das proteínas de junção oclusiva ZO-1 e ocludina (YANG et al., 2016). A MMP-9 é 

uma enzima com atividade proteolítica zinco-dependente com habilidade em degradar 

o colágeno do tipo IV  que  compõe  a  lâmina  basal cujos níveis aumentados já foram 

correlacionados com distúrbios do neurodesenvolvimento, incluindo TEA 

(REINHARD; RAZAK; ETHELL, 2015).  

O receptor P2X7 parece estar intimamente relacionado com a funcionalidade 

da BHE. Substâncias como o 3,4-metilenodioximetamfetamina (ecstasy) são capazes 

de alterar a permeabilidade da BHE por meio do receptor P2X7, que por sua vez leva 

ao aumento da atividade de MMP-9 e MMP-3 e degradação da matriz extracelular 

(RUBIO-ARAIZ et al., 2014). Também foi relatado que a supressão do receptor P2X7 

foi capaz de preservar a integridade da BHE após hemorragia intracerebral por meio 

da inibição da ativação do membro da família Ras homólogo A (RhoA, do inglês Ras 

homolog family member A) (ZHAO et al., 2016). Além disso, o receptor P2X7 

localizado nos pericitos (co-expresso com PDGFβR, um marcador de pericitos) 

contribuiu para os mecanismos patológicos subjacentes à encefalomielite autoimune 

experimental em microvasos encefálicos influenciando a integridade da BHE por meio 

da diminuição da expressão de claudina-5 (GRYGOROWICZ; DĄBROWSKA-BOUTA; 

STRUŻYŃSKA, 2018). 
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Interessantemente, parece que os receptores purinérgicos são necessários 

para o desencadeamento do fenótipo do tipo autista, uma vez que tanto a prole 

originada de mães heterozigotas ou nocaute para P2X7 quanto fêmeas tratadas com 

um antagonista P2X7 específico não apresentaram quaisquer características 

associadas ao TEA, enquanto os tipos selvagens (wild-type) oriundos do modelo de 

AIM apresentaram alterações como déficits de sociabilidade, estereotipias, aumento 

do conteúdo encefálico de IL-6, CXCL1 e TNF-α, malformação de sinapse, interrupção 

da laminação cortical, entre outros (HORVÁTH et al., 2019). Tomadas em conjunto, 

essas evidências demonstram o envolvimento da desregulação purinérgica tanto no 

desencadeamento quanto na manutenção do TEA. 

 Ao longo dos anos, diversas estratégias terapêuticas têm sido propostas como 

ferramentas de estudo com o intuito de estudar os prováveis mecanismos envolvidos 

na fisiopatologia do TEA. No cenário nutracêutico, os polifenóis têm recebido grande 

atenção da comunidade científica devido ao seu potencial farmacológico; 

especialmente o RSV tem emergido como potencial estratégia devido às suas 

excelentes propriedades terapêuticas antioxidante e anti-inflamatória (VANG et al., 

2011), agindo como neuroprotetor provavelmente contrapondo os efeitos pró-

oxidantes e pró-inflamatórios do VPA. Juntamente a isso, é capaz de atenuar 

disfunções de BHE e reverter o acúmulo encefálico de água em modelo animal de 

isquemia por meio da regulação da MMP-9 (WEI et al., 2015). Outros mecanismos 

pelos quais o RSV provavelmente age como antioxidante e anti-inflamatório já foram 

propostos, como a via do ácido araquidônico (LI et al., 2018), fator nuclear kappa B 

(NF-κb) (FENG et al., 2016), proteína quinase ativada por mitogênio (MAPK) (YE; 

MENG, 2021) e proteína ativadora-1 (AP-1) (THIEL; RÖSSLER, 2014). Além disso, 

previne o dano oxidativo celular por meio da via do fator nuclear 2 relacionado ao 

eritroide-2 (Nrf2, do inglês, nuclear factor erythroid 2–related factor 2) (GAO et al., 

2018; YANG et al., 2018), bem como tem ação na via SIRT1/AMPK e Nrf2 (MENG et 

al., 2016). 

Por ser um nutracêutico com amplos efeitos benéficos já demonstrados, 

recentemente propusemos um estudo-piloto (MARCHEZAN et al., manuscrito 

submetido, Anexo 3 da presente tese) para avaliação da eficácia e segurança da 

suplementação de 200 mg de RSV por dia em crianças diagnosticadas com TEA de 

acordo com o DSM-V e recrutadas no Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA). 
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Cinco meninos com idades entre 10 e 13 anos compuseram o n amostral após 

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais/responsáveis 

(FIPE-HCPA 170132/ CAAE 65862917100005327/ ReBEC número 6356). Os 

indivíduos receberam 200 mg de RSV diariamente durante 90 dias e foram avaliados 

antes, 45 dias e 90 dias após o início do tratamento. Foram aplicadas as escalas CGI 

(Impressão Clínica Global, do inglês Clinical Global Impression) e ABC (Lista de 

Verificação de Comportamento Aberrante, do inglês Aberrant Behavior Checklist). 

Além disso, também foi realizada a coleta de sangue periférico para avaliação de um 

perfil de microRNAs em células mononucleares do sangue periférico. 

Nesse estudo, fomos os primeiros a mostrar que o tratamento de 90 dias com 

RSV foi capaz de melhorar substancialmente a pontuação de 3 dos 5 indivíduos na 

escala CGI. Já na escala ABC, houve uma diminuição significativa na pontuação total 

após o tratamento com RSV, sendo a subescala de irritabilidade a com maior 

diminuição significativa. A irritabilidade pode se manifestar de diversas formas, 

incluindo agressão, comportamento autolesivo e raiva, o que leva a dificuldades na 

interação social desses indivíduos. Curiosamente, todos os pacientes apresentaram 

um aumento estatisticamente significativo na expressão relativa do miR-195-5p após 

90 dias de tratamento com RSV, o qual é envolvido em rotas relacionadas ao sistema 

imunológico, transdução de sinal, expressão gênica (transcrição), ciclo celular, morte 

celular programada, transporte de pequenas moléculas, doenças e respostas 

celulares a estímulos externos. Assim, um tratamento seguro, eficaz e sem efeitos 

colaterais capaz de modular o comportamento de irritabilidade (e, consequentemente, 

sociabilidade) poderia, sem dúvida, contribuir para uma melhora geral na 

funcionalidade desses indivíduos. 

Cabe ressaltar que ainda existem muitos questionamentos em relação a 

utilização de suplementos à base de antioxidantes na dieta, principalmente em relação 

à suplementação em gestantes. No nosso modelo animal investigativo, o tratamento 

com RSV em ratas prenhes configura uma ferramenta de estudo, não sendo proposta 

de fato uma translacionalidade para suplementação em gestantes. Se em modelos 

animais essa administração se mostra segura e eficaz, em humanos poderia se supor 

o mesmo. No entanto, as gestantes são consideradas “cientificamente complexas” de 

serem incluídas em estudos, refletindo uma combinação de complexidade fisiológica 

e ética (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 
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2015). As questões éticas envolvem a necessidade de equilibrar os interesses da 

gestante e do bebê em desenvolvimento, o que, em geral, está alinhado entre si, pois 

a saúde de um reflete a saúde de outro; no entanto, os interesses científicos podem 

divergir, especialmente quando a pesquisa que não está focada em questões da 

gestação, parto ou saúde fetal (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND 

GYNECOLOGISTS, 2015). Devido a preocupações éticas sobre a exposição de 

mulheres grávidas e fetos aos riscos de pesquisas científicas, a gestação é 

considerada um motivo para exclusão de estudos de pesquisa, mesmo quando os 

riscos são insignificantes e o estudo aborda questões relevantes para a saúde 

materna ou fetal (LYERLY; FADEN, 2013). 

Nos últimos anos, diversos estudos descrevem os potenciais benefícios à 

saúde da dieta com polifenóis, descrevendo principalmente suas propriedades 

antioxidantes (SPENCER et al., 2008). Embora haja um amplo debate sobre as doses 

eficazes de proteção, a ingestão de polifenóis tem sido associada à redução do risco 

de várias doenças crônicas (DEL BO et al., 2019). Realizamos um levantamento 

acerca dos benefícios da utilização de polifenóis durante a gestação e observamos 

que o RSV apresentou um efeito benéfico em diversos contextos devido ao seu efeito 

antioxidante (Anexo 4). Embora os mecanismos envolvidos na proteção fornecida pelo 

tratamento com RSV não sejam conhecidos, os dados em conjunto destacam o suco 

de uva, o extrato de Vitis vinífera (videira), o extrato de uva e o próprio RSV isolado 

como novas estratégias terapêuticas promissoras. 

Os dados apresentados no estudo clínico (Anexo 3) e no levantamento (Anexo 

4) demonstram que o tratamento com RSV teve elevada tolerabilidade, sem efeitos 

colaterais, capaz de modular tanto alterações comportamentais quanto moleculares, 

além de ter se mostrado relevante no contexto gestacional. Assim, essa molécula 

desponta como uma potencial estratégia terapêutica, tanto como monoterapia quanto 

como adjuvante a um baixo custo, reforçando o seu caráter translacional protetor. 

 Tomados em conjunto, os dados apresentados no presente trabalho 

evidenciam a possível contribuição da disfunção da BHE no maior conteúdo de água 

observado no grupo VPA (os quais, em conjunto, podem possuir um background 

neuroinflamatório envolvido), bem como um perfil diferenciado tanto das AQP 1 e 4 

quanto de astrócitos. Também mostramos que o RSV foi capaz de prevenir diversas 

alterações nesse contexto, possivelmente devido à sua ação anti-inflamatória, 
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antioxidante e neuroprotetora. Demonstramos, por meio de uma revisão da literatura, 

a translacionalidade do modelo animal VPA e de humanos com TEA na questão 

neuroimunológica, bem como evidenciamos, através de um capítulo de livro, o papel 

do sistema purinérgico na fisiopatologia do TEA. Conforme trabalho clínico em anexo, 

também demonstramos a eficácia e segurança da suplementação de RSV em 

pacientes pediátricos com TEA, sendo pioneiros nesse tipo de abordagem. Por fim, 

ressaltamos que, apesar dos inúmeros efeitos benéficos do uso de polifenóis, deve-

se ter cautela na utilização principalmente em momentos cruciais como a gestação. 

Dessa forma, a investigação de mecanismos envolvidos nas alterações 

neuroimunológicas (tanto em idades pós-natais quanto embrionárias), bem como a 

utilização do RSV como ferramenta de estudo de vias biológicas envolvidas são 

estratégias promissoras para a continuação desse trabalho.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 

No presente trabalho, investigamos, em modelo animal, possíveis mecanismos 

subjacentes à macrocefalia presente em uma parcela de crianças com TEA. Além 

disso, avaliamos o efeito preventivo do RSV em todos os parâmetros analisados. 

Observamos que a exposição pré-natal ao VPA levou à maior conteúdo 

encefálico de água livre (análogo à edema), prejudicou o crescimento corporal dos 

animais e promoveu maior permeabilidade de BHE ao corante azul de Evans. Além 

disso, também diminuiu o imunoconteúdo e a imunomarcação da AQP1 em 

praticamente todas as regiões encefálicas analisadas (plexo coroide, região da 

amígdala, área somatossensorial e córtex pré-frontal medial) ao passo que levou a um 

perfil diferencial de AQP4 região-dependente: diminuído no córtex pré-frontal medial 

e aumentado na área somatossensorial primária. Finalmente, observamos um 

aumento no número de astrócitos bem como na imunomarcação da GFAP novamente 

no córtex pré-frontal medial e na área somatossensorial primária nos animais expostos 

ao VPA. Em conjunto, os dados demonstram um importante efeito preventivo da 

administração pré-natal do RSV ao promover uma melhora funcional significativa. 

Além disso, propusemos investigações translacionais sobre as bases 

neuroimunológicas envolvidas no TEA – reforçando ainda mais as validades do 

modelo VPA e possibilitando a ampliação de estudos nesse sentido –, bem como 

sobre contribuição das alterações no metabolismo das purinas na fisiopatologia do 

TEA, destacando o sistema purinérgico como um alvo promissor de estudos na busca 

por estratégias terapêuticas no TEA. 

Portanto, podemos reforçar o papel protetor do RSV tanto nas disfunções da 

BHE em modelo de TEA quanto nos possíveis mecanismos subjacentes à 

macrocefalia devido à prevenção observada não só na manutenção da integridade da 

BHE, mas também nas alterações na dinâmica do conteúdo de água, no perfil de 

aquaporinas e de expressão de GFAP e astrócitos. Além disso, propusemos 

investigações translacionais sobre as bases neuroimunológicas envolvidas no TEA, 

bem como sobre alterações na sinalização purinérgica envolvidas nesse transtorno, 

levantando algumas hipóteses sobre possíveis mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia do TEA. 
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5. PERSPECTIVAS 

Devido à pandemia, os experimentos previstos para compor a presente tese 

precisaram ser interrompidos e adiados. Assim, as principais perspectivas envolvem 

a complementação dos experimentos previstos, bem como novos experimentos para 

responder às perguntas que surgiram durante a análise dos dados obtidos.  

Uma vez que a exposição pré-natal ao VPA modula o balanço 

neuroimunológico, altera o comportamento e causa alterações morfofuncionais, 

aumentando a permeabilidade das barreiras neurais, cogitamos um envolvimento da 

placenta no desencadeamento de tais alterações. Seria importante determinar se o 

tratamento pré-natal com RSV poderia modular células do sistema imunológico, tanto 

a nível circulatório quanto tecidual (encefálico) e se esse efeito benéfico já poderia ser 

visualizado a nível embrionário. 

Considerando os resultados gerados, destacando as alterações imunológicas 

e purinérgicas como alvos em potencial para estudos sobre os mecanismos 

envolvidos na indução do fenótipo do tipo autista pelo VPA, bem como na prevenção 

conferida pelo RSV, surgem as seguintes perspectivas: 

 Placenta (remoção no dia gestacional 19): 

o Analisar por imunofluorescência a quimiocina CCL2 e a infiltração de 

células sanguíneas, incluindo leucócito, linfócito T, macrófago, 

mastócito, linfócito B (por meio de marcadores CD45, CD3, CD13, 

carboxipeptidase A (CPA), CD19, respectivamente); 

o Avaliar expressão gênica e proteica de IL-6 e seu receptor (IL-6R). 

 Encéfalo de embriões no dia 19 (E19): 

o Analisar possíveis alterações na microglia (pela marcação por CD11b); 

o Analisar infiltrado de células sanguíneas, incluindo leucócito, linfócito T, 

macrófago, mastócito, linfócito B (por meio dos marcadores CD45, CD3, 

CD13, CPA, CD19, respectivamente) e de quimiocina CCL2; 

o Analisar a expressão gênica e proteica de IL-6 e IL-6R; 

o Analisar parâmetros de barreira hematoencefálica (BHE), incluindo 

marcação de pericitos, endotélio, astrócitos e AQP4; 

o Analisar AQP1 e AQP4 no epêndima do terceiro ventrículo e no plexo 

coroide. 

 Animais adultos (amostras já obtidas): 
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o Analisar a expressão do canal Kir4.1 no modelo VPA e os possíveis 

efeitos do RSV; 

o Buscar na literatura e analisar proteínas com provável envolvimento 

tanto nas disfunções nas barreiras neurais quanto na proteção 

promovida pela RSV, como a MMP-9; 

o Realizar experimentos para análise do metabolismo astrocítico no 

modelo VPA e o possível efeito protetor do RSV; 

o Realizar o Método de Cavalieri em cortes histológicos a fim de 

determinar se no modelo animal também há alteração do volume 

encefálico, além de analisar a espessura cortical em diferentes regiões 

encefálicas, bem como o possível efeito protetor do RSV; 

o Analisar o perfil de citocinas pró-inflamatórias tanto circulantes quanto 

em tecido encefálico e o possível efeito protetor do RSV; 

o Analisar a presença de infiltrado inflamatório no tecido encefálico e o 

possível efeito protetor do RSV. 
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ANEXOS 

ANEXO 1 – Carta de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 
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ANEXO 2 – Parecer de projeto de doutorado encaminhado para avaliação pelo 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquímica 
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ANEXO 3 – Primeira autoria compartilhada em manuscrito submetido 

“Resveratrol treatment of autism spectrum disorders – a pilot study” 
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ANEXO 4 – Levantamento acerca da suplementação com RSV no contexto 

gestacional 

 

 


