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RESUMO 

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma desordem multifatorial complexa cuja 
fisiopatologia ainda não é completamente compreendida. Entretanto, algumas 
características, como as alterações nos componentes inibitórios encefálicos, se 
evidenciam nessa desordem. Dentre os principais fatores de risco ambientais para o 
TEA se destaca a exposição ao ácido valproico (VPA) durante a gestação, de forma 
que se utilizou o modelo animal baseado nessa abordagem para a obtenção dos 
dados experimentais. No Capítulo I, realizou-se um compilado de dados da literatura 
sobre o papel de fatores de transcrição (FTs) em diferentes desordens do 
neurodesenvolvimento; além disso, foram feitas análises, utilizando ferramentas de 
bioinformática, dos principais locais de expressão, bem como dos momentos de pico 
de expressão e das possíveis rotas de interação entre os FTs, incluindo os possíveis 
prejuízos induzidos pelo VPA. Essa análise contribuiu para a identificação de 
diversas hipóteses que poderiam estar associadas com danos observados na vida 
pós-natal. Sabendo-se que o VPA possui características pró-inflamatórias e pró-
oxidantes, o resveratrol (RSV), polifenol com características anti-inflamatórias, 
antioxidantes e neuroprotetoras, surge como uma estratégia interessante de 
contraposição dessas características, viabilizando um estudo importante de vias 
envolvidas no TEA. No Capítulo II, foi possível observar que o VPA induziu vastas 
alterações na composição neuronal do córtex pré-frontal medial (CPFm) e, em 
menor escala, no hipocampo (HC), além de reduzir a expressão de receptor GABAA 
e das proteínas sinápticas neuroliguina-2 e gefirina. O tratamento com RSV foi 
capaz de prevenir, de forma geral, as alterações em neurônios totais e 
interneurônios GABAérgicos (IGs) no CPFm, porém não no HC. Além disso, o RSV 
também teve um efeito similar ao VPA na expressão de proteínas sinápticas no 
CPFm. Análises de bancos de dados de modelos animais em idade embrionária 
ressaltam alterações na maquinaria transcricional, metabolismo de carboidratos, 
metabolismo mitocondrial e ciclo celular, via da WNT, via da NOTCH e outros, 
sugerindo, junto ao Capítulo I, hipóteses referentes às ações do VPA e do RSV. No 
Capítulo III, foi observada uma expansão do dano hipocampal induzida pela 
exposição ao VPA, com descontinuidade do giro denteado e descompactação de 
CA1, além de alterações disseminadas na composição neuronal em todas as sub-
regiões do HC. O RSV preveniu a alteração morfológica, além de equilibrar diversos 
parâmetros associados a IGs e neurônios totais. A exposição ao VPA induziu 
alterações na expressão de PTEN, AKT e CK2, não prevenidas por RSV. A partir 
destes dados, conclui-se que a exposição ao VPA pode desencadear alterações em 
etapas iniciais do desenvolvimento embrionário, com consequentes alterações pós-
natais. Em animais jovens, foram observadas alterações em IGs, sinapses e 
receptor GABAA. Em animais adultos, o HC se destaca como uma região fortemente 
alterada, indicando um provável agravamento ao longo da vida. É provável que a 
ação preventiva do RSV ocorra por oposição ao VPA em vias de regulação da 
transcrição, metabolismo e outras, conforme apontam os Capítulos I e II. Dessa 
forma, observa-se que uma intervenção precoce é capaz de mudar o panorama de 
evolução da desordem, abrindo horizontes para estudos de novas abordagens no 
TEA. 

Palavras-chave: transtorno do espectro autista, modelo animal, ácido valproico, 
resveratrol, interneurônios GABAérgicos, sinapses, fatores de transcrição. 
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ABSTRACT 

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex multifactorial disorder whose 
pathophysiology is not yet fully understood. However, some characteristics, such as 
changes in brain inhibitory components, emerge in this disorder. Among the main 
environmental risk factors for ASD, exposure to valproic acid (VPA) during pregnancy 
stands out, so the animal model based on this approach was used to obtain the 
experimental data. In Chapter I, a compilation of data from the literature on the role of 
transcription factors (TFs) in different neurodevelopmental disorders was carried out, 
in addition, analyzes were conducted, using bioinformatics tools, of the main sites of 
expression, as well as the moments of peak expression and possible routes of 
interaction among TFs, including possible damage induced by VPA. This analysis 
contributed to the identification of several hypotheses that could be associated with 
the damage observed in postnatal life. Knowing that VPA has pro-inflammatory and 
pro-oxidant characteristics, resveratrol (RSV), a polyphenol with anti-inflammatory, 
antioxidant, and neuroprotective characteristics, appears as an interesting strategy to 
counteract these characteristics, enabling an important study of the pathways 
involved in ASD. In Chapter II, it was possible to observe that VPA induced vast 
changes in the neuronal composition of the medial prefrontal cortex (mPFC) and, to a 
lesser extent, in the hippocampus (HC), in addition to reducing the expression of 
GABAA receptor and synaptic proteins neuroligin-2 and gephyrin. Treatment with 
RSV was able to generally prevent changes in total neurons and GABAergic 
interneurons (GIs) in mPFC, but not in the HC. Furthermore, RSV also had a similar 
effect to VPA on the expression of synaptic proteins in the mPFC. Database 
analyzes of animal models at embryonic age highlight changes in transcriptional 
machinery, carbohydrate metabolism, mitochondrial metabolism, cell cycle, WNT 
pathway, NOTCH pathway, and others, suggesting, together with Chapter I, 
hypotheses regarding the actions of VPA and the RSV. In Chapter III, an expansion 
of the hippocampal damage induced by exposure to VPA was observed, with 
discontinuity of the dentate gyrus and decompaction of the CA1, in addition to 
widespread changes in neuronal composition in all HC subregions. RSV prevented 
the morphological change, in addition to balancing several parameters associated 
with IGs and total neurons. Exposure to VPA induced changes in the expression of 
PTEN, AKT and CK2, not prevented by RSV. From these data, it is concluded that 
exposure to VPA can trigger changes in early stages of embryonic development, with 
consequent postnatal changes. In young animals, changes were observed in GIs, 
synapses, and GABAA receptor. In adult animals, the HC stands out as a strongly 
altered region, indicating a probable worsening throughout life. It is likely that the 
preventive action of RSV occurs in opposition to VPA in transcriptional, metabolic, 
and other regulatory pathways, as indicated in Chapters I and II. In this way, it is 
observed that an early intervention can change the course of the disorder, opening 
horizons for studies of new approaches in ASD. 

Keywords: Autism Spectrum Disorder, animal model, valproic acid, resveratrol, 
GABAergic interneurons, synapses, transcription factors. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Transtorno do Espectro Autista 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem do 

neurodesenvolvimento caracterizada, segundo o Manual Diagnóstico e Estatístico de 

Transtornos Mentais - 5ª edição (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013) 

(DSM-5), por prejuízos de comunicação e interação social, além de comportamentos 

repetitivos ou estereotipados. Além disso, diversas comorbidades já foram descritas 

no contexto do TEA, incluindo alterações sensoriais, distúrbios gastrointestinais, 

ansiedade e epilepsia (VEENSTRA-VANDERWEELE; BLAKELY, 2011).  Em relação 

à última, se estima que até 30% dos indivíduos com TEA apresentam epilepsia ou 

alterações eletrofisiológicas como convulsões (SPENCE; SCHNEIDER, 2009). 

Diversas hipóteses buscam explicar os mecanismos neurobiológicos 

subjacentes à desordem. Uma das principais sugere a existência de um 

desequilíbrio entre excitação e inibição no encéfalo de indivíduos com TEA, com 

prevalência da excitação sobre a inibição (E/I) (UZUNOVA; PALLANTI; 

HOLLANDER, 2016). A principal implicação dessa característica, além dos distúrbios 

eletrofisiológicos, seria a alteração no padrão de conectividade encefálica: redução 

na conectividade entre diferentes regiões, prejudicando a integração e aumentando 

o processamento local (BELMONTE et al., 2004). O hiperprocessamento local, por 

sua vez, possivelmente induz uma sobrecarga que converte estímulos não nocivos 

em nocivos, condição comum no TEA (MARKRAM; MARKRAM, 2010). 

Historicamente, a primeira utilização do termo “autismo” foi feita em 1911 pelo 

psiquiatra suíço Paul Eugen Bleuler ao descrever o comportamento retraído e 

“distante da realidade” apresentado por crianças diagnosticadas com esquizofrenia 

(BLEULER; BLEULER, 1986). Posteriormente, em 1926, a psiquiatra russa Grunya 

Sukhareva utilizou a denominação “autismo” para caracterizar indivíduos com 

prejuízos sociais e estereotipias, sendo a primeira descrição detalhada da desordem 

no formato similar à concepção vigente atualmente (SSUCHAREWA, 1926).  

Na década de 1940, Leo Kanner e Hans Asperger, psiquiatras austríacos, 

realizaram importantes contribuições para a descrição do autismo: Kanner estudou 

crianças com prejuízos de interação social e linguagem, denominando essas 

características de “autismo infantil precoce” (KANNER, 1943), enquanto Asperger 

descreveu a “psicopatia autista” em crianças, definida por dificuldades de 

estabelecimento de vínculos sociais, foco seletivo, presença de alterações motoras e 
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outras características (ASPERGER, 1944). Apesar do pioneirismo, Kanner é 

responsável pela criação do conceito errôneo de “mãe geladeira”, onde atribuía o 

surgimento do autismo às mães “afetivamente frias” – a popularização dessa 

hipótese, além de prejudicar os estudos sobre o tema, ainda gerou intenso 

sofrimento para as famílias envolvidas (KANNER, 1949). Asperger, por sua vez, foi 

complacente com o regime nazista, conforme apontam estudos mais recentes, 

inclusive encaminhando crianças para a clínica Am Spiegelgrund (BARON-COHEN, 

2018; CZECH, 2018), onde tinha ciência de que fariam parte da “Ação T4”, a 

iniciativa nazista de eliminar pessoas com deficiência física e/ou mental e portadores 

de doenças consideradas incuráveis (ROTZOLL et al., 2010). 

1.2 Epidemiologia do TEA 

A prevalência mundial do transtorno é estimada em 1 a cada 160 crianças 

(ELSABBAGH et al., 2012), entretanto, a ausência de dados epidemiológicos 

consistentes em diversos países é um dos componentes que dificulta essa 

estimativa. Na América Latina, alguns países apresentam dados preliminares ou de 

estudos-piloto sobre a prevalência, incluindo: Maracaibo, Venezuela (17/10.000) 

(MONTIEL-NAVA; PEÑA, 2008), San Isidro, Argentina (13,1/10.000) (LEJARRAGA 

et al., 2008), Atibaia, Brasil (27,2/10.000) (PAULA et al., 2011), Quito, Equador 

(11/10.000) (DEKKERS et al., 2015) e Guanajuato, México (87/10.000) 

(FOMBONNE et al., 2016). As discrepâncias observadas entre esses países 

provavelmente se devem às diferenças e limitações metodológicas de cada estudo. 

Nos EUA, os primeiros estudos de prevalência datam da década de 1970, 

quando a prevalência apontada foi de 3,1/10.000 crianças (TREFFERT, 1970). Os 

dados mais recentes do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC, do 

inglês Center for Disease Control and Prevention) (referentes ao ano de 2018), 

obtidos pela Rede de Monitoramento de Autismo e Desordens do Desenvolvimento 

(ADDM, do inglês Autism and Developmental Disabilities Monitoring), apontam 

230/10.000 crianças até 8 anos de idade, o equivalente a 1/44 (MAENNER et al., 

2021). Esse dado indica um importante aumento na prevalência nas últimas décadas 

– em 2000, ano do primeiro acompanhamento da ADDM, a prevalência estimada era 

de 67/10.000 (RICE, 2007). Ainda, interessantemente, os mesmos dados indicam 

que a incidência em indivíduos do sexo masculino é aproximadamente quatro vezes 

maior do que no sexo feminino. Existem diversas hipóteses para as diferenças 
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observadas entre os sexos, incluindo a ação da testosterona durante a vida fetal 

(BARON-COHEN et al., 2011), um potencial efeito protetivo da presença de dois 

cromossomos X (visto que vários alelos associados com risco de TEA estão 

localizados nesse cromossomo) (WERLING; GESCHWIND, 2015), além do 

subdiagnóstico em pessoas do sexo feminino, tendo em vista que as características 

muitas vezes não se enquadram nos padrões estabelecidos pelos manuais (FERRI; 

ABEL; BRODKIN, 2018). 

O aumento da prevalência ao longo dos anos se deve, em grande parte, às 

alterações nos critérios diagnósticos do TEA. Segundo um acompanhamento feito 

na Dinamarca com todos os nascidos vivos entre 1980 e 1991, 60% do aumento na 

prevalência se deve a mudanças no diagnóstico (HANSEN; SCHENDEL; PARNER, 

2015). Nos EUA, uma projeção aponta que 54% do aumento na prevalência se deva 

a fatores como ampliação do diagnóstico e conscientização social (WEINTRAUB, 

2011). De modo geral, uma parcela relevante (cerca de 40%) da variação 

epidemiológica nos últimos anos está associada a fatores desconhecidos ou não 

especificados. 

1.3 Fatores de risco para o desenvolvimento de TEA 

O TEA é considerado uma desordem de etiologia multifatorial, tendo diversos 

fatores de risco, tanto genéticos quanto ambientais. A interação entre esses fatores 

é fundamental para definir o fenótipo de cada indivíduo, questão que possivelmente 

contribui para a heterogeneidade do transtorno. 

1.3.1 Fatores Genéticos 

Os valores de herdabilidade e concordância para TEA entre gêmeos 

monozigóticos chegam a mais de 90% (ROSENBERG, R. E. et al., 2009; SANDIN et 

al., 2017), demonstrando a relevância do componente genético para a desordem. 

Dentre os principais genes alterados no TEA, destacam-se os que codificam 

proteínas associadas com a estrutura sináptica (neuroliguinas, neurexinas, SHANK 

(GUANG et al., 2018)), transportadores de glutamato/aspartato (SLC25A12 

(TURUNEN et al., 2008)), reguladores de transcrição (FTs) (CHD8 (SUGATHAN et 

al., 2014)), MECP2 (WEN et al., 2017), fatores de transcrição (ARX (SHERR, 2003), 

HOXA1, HOXB1 (INGRAM et al., 2000)), canais de cálcio (CACNA1A (DAMAJ et al., 

2015)), receptores de oxitocina (OXTR (LOPARO; WALDMAN, 2015)) e outros. Um 

amplo estudo recente identificou alterações em 102 genes no TEA, a maioria 
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demonstrando um padrão alto de expressão desde o princípio do desenvolvimento 

encefálico, além de envolvimento na formação sináptica e no desenvolvimento de 

neurônios excitatórios e inibitórios (SATTERSTROM et al., 2020). Recentemente, 

componentes como miRNA (SCHEPICI et al., 2019), lncRNA (COGILL et al., 2018) e 

circRNA (CHEN, Y. J. et al., 2020) vêm emergindo, não apenas no contexto de 

alterações em vias biológicas como também em alternativas promissoras de 

biomarcadores (ainda inexistentes no TEA) (SALLOUM-ASFAR et al., 2021)/, tendo 

em vista que podem ser obtidos de fluidos biológicos como plasma e saliva (YERI et 

al., 2017). Finalmente, evidências relacionadas a aspectos epigenéticos, 

especialmente alterações no padrão de metilação e modificação de histonas, já 

foram descritos no TEA (ESHRAGHI et al., 2018). Tendo em consideração que 

diferentes fatores exógenos podem induzir alterações epigenéticas, é provável que 

esse seja um possível elo entre os aspectos genéticos e ambientais (CAVALLI; 

HEARD, 2019). 

1.3.2 Fatores Ambientais 

Os fatores de risco ambientais associados ao TEA contemplam um grupo 

diverso de variáveis, as quais, majoritariamente, estão associadas a alterações 

ocasionadas durante o período gestacional ou perinatal. Cabe ressaltar, 

inicialmente, a existência de um grave equívoco nesse tema: a teoria de que o 

processo de imunização poderia ser um fator de risco. Essa hipótese foi ventilada 

após a publicação, em periódico de alto impacto, de um artigo (já retratado) que 

associava a vacina tríplice viral ao desencadeamento de autismo – o trabalho, além 

de conter diversos erros metodológicos, ainda era produto de forte conflito de 

interesse. Uma ampla gama de evidências demonstra que não existe qualquer tipo 

de associação nesse aspecto (DESTEFANO; SHIMABUKURO, 2019; 

EGGERTSON, 2010; FOLB et al., 2004). 

A ativação imunitária materna (AIM), caracterizada pela ativação imunológica 

em resposta a um agente infeccioso durante a gestação (MINAKOVA; WARNER, 

2018), já foi associada com diferentes desordens psiquiátricas, especialmente TEA e 

esquizofrenia (BROWN; CONWAY, 2019). A liberação de sinalizadores pró-

inflamatórios como IL-1β, IL-6, IL-17 e TNF-α (MINAKOVA; WARNER, 2018), além 

da ativação de receptores do tipo Toll (TLR, do inglês Toll-like receptor) (HAN et al., 

2021) são alguns dos principais fatores que medeiam os efeitos da AIM no 
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embrião/feto. Ainda, condições que não envolvem a presença de patógenos como 

as doenças autoimunes e a obesidade também podem ser consideradas fatores de 

risco, uma vez que há uma ativação inflamatória basal, além disso, especialmente 

no caso das doenças autoimunes, pode ocorrer a passagem placentária de 

autoanticorpos anti-cérebro (BRIMBERG et al., 2013).  

 Durante o primeiro trimestre gestacional, os agentes virais são os principais 

fatores de risco, especialmente os vírus citomegalovírus (CMV) e rubella – já existem 

hipóteses que indicam que o Sars-CoV-2 poderia estabelecer o mesmo tipo de 

associação, porém ainda não há estudos conclusivos sobre esse tema (STEINMAN, 

2020). A infecção pelo vírus causador da rubéola, além de alterar os parâmetros 

inflamatórios, também é capaz de ocasionar a rubéola congênita, uma vez que o 

vírus é capaz de ultrapassar a barreira placentária (ROBERTSON et al., 2003). As 

principais consequências para o feto são danos cardíacos e oftalmológicos, além de 

atrasos no desenvolvimento neurológico, incluindo alterações na fala, pontos que 

estabelecem sobreposição com TEA (BERGER; NAVAR-BOGGAN; OMER, 2011). 

Foi observado, em fetos, que essa condição causava uma extensa ativação de 

linfócitos NK, T (PARKER et al., 2020) e microglia (GANGULI; CHAVALI, 2021) – 

interessantemente, estudos da década de 1970 nos EUA apontam que o TEA era 

duzentas vezes mais prevalente em crianças com rubéola congênita, demonstrando 

uma importante associação (CHESS, 1971). De forma similar, o CMV também é 

capaz de causar surdez e alterações visuais no feto (STAGNO et al., 1977) e, além 

disso, a infecção congênita por CMV foi relacionada com um aumento de dez vezes 

na prevalência de TEA (GENTILE et al., 2017).  

Durante os últimos dois trimestres da gestação, a espécie do patógeno não 

parece ser um fator diferencial para o risco de TEA. Nesse período, especialmente, 

infecções bacterianas de origem geniturinária, são capazes de induzir importantes 

respostas imunológicas mediadas por fatores como IL-1β, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-α, 

TNF-β, IFN-γ, já identificados tanto no plasma materno quanto no fluido amniótico 

fetal e no plasma de neonatos com TEA (FONTES-DUTRA et al., 2020). A presença 

de moléculas como lipopolissacarídeo (LPS) e enterotoxina A nos microrganismos 

contribui para a resposta imunológica exacerbada. Interessantemente, a exposição 

gestacional ao LPS é um dos modelos mais consolidados de indução de 

características do tipo autista em animais (PATTERSON, 2011). 
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Diversos fatores químicos e farmacológicos também apresentam risco 

importante durante o período gestacional. A talidomida foi um dos primeiros 

teratógenos amplamente estudados, segundo estimativas de um estudo sueco a 

prevalência de TEA entre indivíduos expostos durante a gestação era cinquenta 

vezes maior do que na população geral, além disso, esses indivíduos possuíam 

diversas alterações nos nervos cranianos, indicando lesão inicial no tronco 

encefálico (RODIER et al., 1996). O consumo de etanol durante o período 

gestacional está associado com o desenvolvimento da síndrome alcoólica fetal 

(SAF), uma desordem marcada pelas malformações craniofaciais e alterações 

cerebrais (VORGIAS; BERNSTEIN, 2022), interessantemente a prevalência de TEA 

na SAF é duas vezes maior que na população em geral (STEVENS et al., 2013; 

VORGIAS; BERNSTEIN, 2022). A principal hipótese para explicar essa associação é 

a de que o etanol promove amplas alterações no padrão de metilação do DNA, 

impactando na expressão de genes fundamentais para o neurodesenvolvimento 

como BDNF, VGLUT, GFAP e outros (BASAVARAJAPPA; SUBBANNA, 2016). 

Finalmente, o ácido valproico (VPA) (IUPAC: ácido 2-propionil pentanoico), um 

fármaco amplamente utilizado como anticonvulsivante, estabilizador de humor e no 

tratamento de enxaqueca, também já demonstrou relação importante com o TEA 

(quando utilizado durante o período gestacional) (CHRISTENSEN et al., 2013). O 

mecanismo de ação desse fármaco está associado a diversas atividades, incluindo o 

bloqueio de canais iônicos, inibição da GABA transaminase e succinato semialdeído 

desidrogenase (aumentando a disponibilidade de GABA) e inibição de desacetilases 

de histonas (HDACs) (RAHMAN; NGUYEN, 2022). O VPA é capaz de atingir seu 

pico de absorção uma a duas horas após a ingesta oral na forma de comprimidos 

revestidos, tendo uma meia-vida de eliminação de dez a dezesseis horas, a qual se 

mantém mesmo em indivíduos que realizam uso contínuo (GUGLER; VON UNRUH, 

2012). Além disso, o VPA é capaz de atravessar barreiras biológicas como a 

hematoencefálica (CORNFORD; DIEP; PARDRIDGE, 1985) e a placentária 

(FOWLER; EADIE; DICKINSON, 1989). Em estudo feito com macacos rhesus, foi 

observado que, quinze minutos após a injeção intravenosa de VPA fêmea prenhe, 

os fetos já apresentavam concentrações séricas do fármaco similares às maternas – 

em análise tecidual, se observou uma ampla distribuição nos tecidos fetais, inclusive 

no cérebro (ainda que inferior ao observado em outros tecidos) (DICKINSON et al., 

1980).  



7 
 

 

Um estudo dinamarquês de 2013 que acompanhou todos os nascidos vivos 

entre 1996 e 2006 demonstrou que a utilização de VPA durante a gestação, 

especialmente no primeiro trimestre, aumentou o risco de desenvolvimento de TEA 

em 3 a 4,9 vezes, associação que não foi observada em outros anticonvulsivantes 

(CHRISTENSEN et al., 2013). As evidências dessa associação, entretanto, já eram 

descritas desde o final dos anos 1980: diversos estudos apontaram a presença de 

alterações do neurodesenvolvimento (ARDINGER et al., 1988), além de 

características do tipo autista (CHRISTIANSON; CHESTER; KROMBERG, 1994; 

GAIL WILLIAMS; HERSH, 1997) em crianças diagnosticadas com a síndrome fetal 

do valproato. Além disso, a exposição intraútero ao VPA é capaz de elevar o risco 

de malformações, especialmente espinha bífida, demonstrando uma importante 

ação deletéria em aspectos de fechamento do tubo neural (KOREN et al., 2006). A 

partir dessas observações, no final da década de 1990, Rodier e colaboradores 

sugeriram que o VPA poderia ser utilizado como uma forma de induzir 

características do tipo autista em animais, de forma a viabilizar diversas análises 

translacionais (RODIER et al., 1996). 

1.4 Modelo animal de TEA induzido por VPA 

O trabalho visionário de Rodier e colaboradores em 1996 demonstrou que a 

exposição pré-natal de roedores ao VPA induzia alterações nos núcleos motores dos 

nervos cranianos, dano similar ao identificado na autópsia de um indivíduo com TEA 

no mesmo estudo (RODIER et al., 1996). Posteriormente, Schneider e 

colaboradores demonstraram que ratos expostos ao VPA intraútero apresentavam 

atrasos no desenvolvimento, prejuízos sociais e estereotipias, elementos 

característicos do TEA (SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 2005). Além disso, as 

características comportamentais eram mais presentes em animais machos 

(SCHNEIDER et al., 2008), outro aspecto de alta translacionalidade. Finalmente, um 

estudo do mesmo grupo demonstrou que o enriquecimento ambiental era capaz de 

atenuar os comportamentos do tipo autista observados nos roedores (SCHNEIDER; 

TURCZAK; PRZEWŁOCKI, 2006). Essas constatações iniciais já demonstravam que 

o modelo possuía as três validades preconizadas (WILLNER, 1986) /: A) de face, pois 

reproduziu as características comportamentais do transtorno; B) construto, pois se 

observou que o mesmo fármaco que induz aumento de risco para TEA em humanos 

foi capaz de induzir característica do tipo TEA em roedores e C) preditiva, pois um 
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tratamento similar (enriquecimento ambiental), foi capaz de trazer benefícios tanto 

em humanos quanto no modelo animal (ARONOFF; HILLYER; LEON, 2016; 

SCHNEIDER; TURCZAK; PRZEWŁOCKI, 2006). 

  Inicialmente, a principal abordagem em relação aos efeitos do VPA era 

restrita aos seus efeitos deletérios no fechamento do tubo neural. Diversas hipóteses 

contribuem para explicar esse efeito: a inibição das HDACs provavelmente induz 

vasta alteração na expressão gênica, ocasionando a transcrição inadequada de 

genes como o sinalizador de apoptose BCL-2 (GURVICH et al., 2005), o fator de 

transcrição HOXA1 (STODGELL et al., 2006) e os genes associados à ativação da 

via da WNT (WILTSE, 2005). Além disso, o VPA interfere na cadeia transportadora 

de elétrons (WELLS et al., 2010) e é convertido em metabólitos altamente reativos 

(como o ((E)-2,4-dieno VPA), os quais depletam os estoques de NADPH, 

consequentemente induzindo aumento na produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) (LLOYD; SILLS, 2013). Finalmente, o VPA também parece ser 

capaz de antagonizar os efeitos do folato, alterando enzimas envolvidas no 

metabolismo desse nutriente (LLOYD; SILLS, 2013). 

O desequilíbrio E/I no sistema nervoso central (SNC) – especialmente 

prevalência disfuncional da excitação - é uma das principais hipóteses associadas 

com a neurobiologia do TEA (RUBENSTEIN; MERZENICH, 2003). Diversas 

alterações nos neurotransmissores glutamato e GABA já foram identificadas no 

modelo animal induzido por VPA (ZIEMINSKA et al., 2018). No córtex cerebral, o 

VPA foi capaz de, de forma geral, aumentar a expressão de genes associados à 

sinalização glutamatérgica (como canais iônicos), além de aumentar em cem vezes 

a expressão de proteínas sinápticas glutamatérgicas, enquanto exercia um efeito 

diferente nos genes associados ao GABA no córtex, HC e cerebelo (aumentando a 

expressão de três genes e diminuindo a expressão de outros três) (LENART et al., 

2020). Efeitos aumentados do glutamato também foram observados nas projeções 

glutamatérgicas no núcleo da rafe, as quais elevavam a frequência de disparos dos 

neurônios serotoninérgicos locais, condição que possivelmente possui associação 

com o comportamento do tipo ansioso observado nos animais (WANG, R. et al., 

2018). A expressão aumentada de receptores AMPA no CPFm de animais VPA foi 

associada com aspectos comportamentais, uma vez que a utilização de um 

antagonista específico trouxe resultados benéficos (KIM et al., 2019). Em relação ao 

GABA, diferentes estudos apontam para uma redução na expressão e/ou atividade 



9 
 

 

da enzima glutamato descarboxilase (GAD) (WEI et al., 2016; WIN-SHWE et al., 

2018), além de prejuízo na transmissão sináptica GABAérgica (BANERJEE et al., 

2013). Componentes do receptor GABAA também apresentam expressão reduzida 

no modelo VPA (LI et al., 2017), paralelamente, a utilização de agonistas GABAA e 

GABAB foi capaz de restabelecer diversos parâmetros comportamentais (YANG; 

YANG; YIN, 2021). 

Nos aspectos relativos à citoarquitetura e sinapse, o modelo VPA também 

apresenta importantes alterações: presença de hiperplasticidade sináptica em 

regiões como CPFm (RINALDI; PERRODIN; MARKRAM, 2008) e neocórtex (SILVA 

et al., 2009), aumento de sinapses glutamatérgicas excitatórias (KIM et al., 2013) 

(possivelmente induzida por mudanças no perfil de expressão de MECP2 (KIM et al., 

2016)) e redução na expressão de proteínas ancoradoras como SHANK3 (LIU et al., 

2016). Histologicamente, há descrições de redução na quantidade de neurônios de 

Purkinje no cerebelo, além de volume reduzido dessa região (INGRAM et al., 2000), 

enquanto na amígdala ocorre um aumento de celularidade e massa (ECKER; 

BOOKHEIMER; MURPHY, 2015; MARKRAM et al., 2008). Finalmente, no neocórtex, 

o VPA é capaz de induzir alterações na proliferação neuronal, levando a 

modificações na organização das camadas corticais (FUJIMURA et al., 2016). 

Finalmente, no nosso grupo de pesquisa, já observamos que a exposição pré-

natal ao VPA foi capaz de induzir alterações sociais (inclusive em comportamentos 

de alta complexidade como o do tipo empático), estereotipias, mudanças em 

aspectos sensoriais (tanto em relação a estímulos nocivos e não nocivos) e 

comportamentos do tipo ansioso. Assim, de maneira geral, os animais replicam não 

só as características centrais como também outras que são comumente associadas 

ao transtorno. Ainda, já observamos alterações no metabolismo hipocampal do 

glutamato (BRISTOT SILVESTRIN et al., 2013) e em aspectos oxidativos no fígado 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), expressão diferencial de miRNA (HIRSCH et al., 

2018), prejuízo na distribuição de interneurônios parvalbumina-positivos associada à 

modificações na organização das camadas corticais na área somatossensorial 

(FONTES-DUTRA et al., 2018) e, por fim, aumento na permeabilidade da barreira 

hematoencefálica e alterações na reatividade astrocitária e no padrão de expressão 

de aquaporinas em diferentes regiões corticais e subcorticais (DECKMANN et al., 

2021). O conjunto observado reforça as validades do modelo para além de questões 

comportamentais, demonstrando sua translacionalidade.  
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1.5 Resveratrol 

O trans-resveratrol - 3,4′,5-triidroxiestilbeno (RSV) é um composto polifenólico 

da família do estilbenos presente em diversos alimentos, tais como amendoim, soja 

e uva (BURNS et al., 2002). O vinho tinto também é um alimento rico nesse 

componente, uma vez que a maior concentração de RSV na uva se encontra na 

casca (SOUTO et al., 2001). Nas plantas, o RSV possui papel de fitoalexina, 

estabelecendo defesas contra danos abióticos e bióticos, incluindo exposição a raios 

ultravioleta e luz visível, além de infecções bacterianas e fúngicas (HASAN; BAE, 

2017).  

Em doenças cardiovasculares (DCV), o RSV já demonstrou efeitos benéficos 

na arteriosclerose, hipertensão, isquemia, enfarto agudo do miocárdio e insuficiência 

cardíaca (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016). Os principais mecanismos 

associados a essa proteção são a capacidade antioxidante do RSV, especialmente 

via neutralização direta de radicais hidroxil e superóxido, reduzindo a peroxidação 

lipídica (PINYAEV et al., 2019). Além disso, o RSV é capaz de aumentar a 

disponibilidade de óxido nítrico, melhorando a função endotelial, via estimulação da 

expressão e da atividade da enzima dimetilargininase (FROMBAUM et al., 2012).  

A ação anti-inflamatória do RSV é outra característica de relevância, 

especialmente em contextos como a diabetes, obesidade, dislipidemias, câncer e 

DCV. O RSV é capaz de modular componentes importantes do sistema imunológico 

como o fator nuclear kappa B (NFκB), citocinas (IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17), fatores de 

necrose e crescimento tumoral (TNF-α, TGF-β), quimiocina CCL2 e prostaglandina 

PGE2; além de receptores do TLR, receptores de citocina e a sinalização por 

JAK/STAT (COUTINHO et al., 2018). A ação do RSV ativando as enzimas SIRT 

(desacetilases de histonas) também contribui para a ação anti-inflamatória, 

possivelmente através da inibição das rotas associadas ao TNF-α (ZHU et al., 2011) 

e ao PPR-γ (KALLIORA et al., 2019).  

Recentemente, o RSV tem se destacado no contexto de desordens 

neuropsiquiátricas. Na doença de Alzheimer, o RSV foi capaz de mitigar o declínio 

cognitivo (WITTE et al., 2014), além de aumentar a eliminação de peptídeos β 

amilóides através da ativação de SIRT e AMPK (YANG; BAGIT; MACPHERSON, 

2021), de forma similar, na doença de Parkinson, o RSV é capaz de atenuar 

disfunções motoras e reduzir o conteúdo de α-sinucleína via ativação das SIRT 

(GUO et al., 2016). Na esquizofrenia, o uso de RSV como adjuvante da terapia com 
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risperidona trouxe melhoras nos sintomas negativos em humanos (SAMAEI et al., 

2020) e, em modelos animais, foi capaz de melhorar aspectos cognitivos e motores 

possivelmente por uma modulação de BDNF via SIRT no HC (NIU; CAO; JI, 2020).  

No TEA, o tratamento adjunto de RSV com risperidona reduziu parâmetros de 

hiperatividade (HENDOUEI et al., 2020), enquanto no modelo BTBR T+ Itpr3tf/J 

(BTBR) (um modelo genético, no qual os animais apresentam alterações na 

formação do corpo caloso e características comportamentais do tipo autista) o RSV 

foi capaz de atenuar múltiplos parâmetros de ativação imunológicas, incluindo 

sinalização via JAK/STAT, COX-2, receptores TLR, receptores de quimiocinas e 

desregulação Th1, Th2 e Th17 (AHMAD et al., 2018c; BAKHEET et al., 2016). No 

nosso grupo de pesquisa, já observamos que o tratamento com RSV intraútero no 

modelo VPA foi capaz de prevenir prejuízos sociais e sensoriais, estereotipias, 

expressão alterada de miRNA (miR134-5p) e alterações na citoarquitetura cortical 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; DECKMANN et al., 2021; HIRSCH et al., 2018). Em 

um estudo piloto, o uso do RSV em crianças com TEA foi capaz de melhorar 

parâmetros de irritabilidade, favorecendo o estabelecimento de comportamentos 

sociais (Marchezan et al., manuscrito submetido). Dessa forma, é possível observar 

o potencial do RSV como uma ferramenta importante no estudo do TEA, uma vez 

que esse composto é capaz de contrapor e prevenir diversas das alterações 

induzidas pelo VPA intraútero (além de ter resultados positivos em outros modelos), 

viabilizando um estudo mais amplo das vias biológicas e mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos no TEA. 

1.6 Fatores de transcrição 

FTs são proteínas com capacidade de interagir com o DNA, modulando a 

expressão gênica. Em seres humanos, mais de 1600 fatores de transcrição já foram 

descritos (LAMBERT et al., 2018) e sua classificação usualmente está associada 

com a natureza do domínio de interação com o DNA. A extensa maioria dos FTs 

está incluída em três famílias: Domínio Básico, Domínio Coordenado por Zinco e 

Domínio Hélice-Dupla-Hélice (WINGENDER et al., 2015).  

Os estudos pioneiros sobre o papel de FTs ocorreram em drosófilas, 

especialmente nos anos 1970, onde foram observados os primeiros indícios de que 

algumas proteínas eram capazes de interferir na ação das RNA polimerases 

(KAUFFMAN, 1971) e nos anos 1980, quando se observou que alterações nos FTs, 
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especialmente da classe Hox, eram capazes de causar vasta alterações no 

desenvolvimento como duplo tórax e crescimento ectópico de pernas (KAUFMAN; 

LEWIS; WAKIMOTO, 1980; WEATHERBEE et al., 1998). Atualmente, diversos 

estudos já demonstram o amplo papel dos FTs em diversos processos biológicos, 

em doenças como o câncer e diabetes (LEE; YOUNG, 2013) e em desordens 

neuropsiquiátricas (CHEN et al., 2013; FORREST et al., 2018). 

As desordens do neurodesenvolvimento (DNs) associadas a fatores genéticos 

específicos definidos são mais raras, porém normalmente apresentam alterações 

mais contundentes. A proteína MECP2 é um FT que possui a capacidade de reprimir 

a expressão gênica através da ligação a domínios metilados do DNA (IP; MELLIOS; 

SUR, 2018). Mutações específicas em MECP2 estão associadas à síndrome de 

Rett, segunda maior causa de deficiência intelectual em mulheres (ROSENBERG; 

PASCUAL, 2014). Estudos em modelos animais apontam que a depleção de 

MECP2 induz alterações no conteúdo e na expressão de receptores de GABA e 

glutamato (CALFA et al., 2015; EL-KHOURY et al., 2014), perda da organização do 

córtex somatossensorial (LEE; TSYTSAREV; ERZURUMLU, 2017) modificações em 

sistemas de sinalização serotoninérgica (VOGELGESANG et al., 2018), além de 

funcionalidade reduzida de células gliais como astrócitos e oligodendrócitos 

(SHARMA et al., 2015). Mutações em FTs como SOX5 (LAMB et al., 2012), SOX9 

(KWOK et al., 1995), SOX10 (PINGAULT et al., 1998), SOX11 (KOSHO; MIYAKE; 

CAREY, 2014), TCF4 (AMIEL et al., 2007; BROCKSCHMIDT et al., 2007; ZWEIER 

et al., 2007), GTF2i (MORRIS, 2017) e outros também já foram descritos no contexto 

de desordens mais raras. 

Além de questões genéticas, os FTs também podem sofrer interferências de 

fatores ambientais, condição que pode ser crítica durante o período gestacional, 

uma vez que a maioria dos FTs apresenta seu pico de expressão durante o 

desenvolvimento intraútero (CARDOSO-MOREIRA et al., 2019). 

No contexto da AIM, já foi observado aumento embrionário na expressão de 

PAX6 e de STAT3, ocasionando alterações no padrão de expressão dos 

marcadores de camadas corticais CTIP2 e TBR1 (BEN-REUVEN; REINER, 2019; 

ZUIKI et al., 2017). Outros FTs como REST e ARX também apresentam alterações 

em modelos de AIM, resultando em danos associados à sinalização de GABA e à 

funcionalidade de neurônios parvalbumina positivos (PV+) (CORRADINI et al., 2018; 

NAKAMURA et al., 2019).  
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Certos teratógenos como o etanol e o VPA também estabelecem efeitos 

importantes nos FTs. O etanol é capaz de alterar a expressão de PAX6 em murinos 

(ARONNE et al., 2008), induzindo alteração de diferenciação celular via modulação 

de POU5F1 e SOX2 (SÁNCHEZ-ALVAREZ et al., 2013). Em peixe-zebra, a 

exposição ao etanol reduziu a expressão de SOX2 (SARMAH et al., 2020), 

prejudicando o processo de gastrulação. Em relação ao VPA, estudo in vitro com 

precursores hipocampais demonstrou que a exposição das células a esse fármaco 

induziu aumento na expressão de NEUROD1, um FT essencial para diferenciação 

celular (HSIEH et al., 2004). Em roedores, a exposição embrionária ou intraútero ao 

VPA induziu alterações na linha do tempo de expressão de diversos FTs incluindo 

POU3F1, SOX4, EGR2, NGN2, NEUROD1 e PAX6 (KIM et al., 2014; OKADA et al., 

2005). Em relação ao PAX6, a alteração não pôde ser observada quando a indução 

foi feita utilizando valpromida, um análogo do VPA sem efeito inibidor de HDACs, 

indicando uma possível via determinante para a expressão desse FT (KIM et al., 

2014). Além disso, a alteração em PAX6 foi associada com decréscimo na 

expressão de HES1, um FT essencial para a diferenciação de progenitores da 

região subventricular (KAWADA et al., 2018). 

No contexto do TEA, estudos de associação ampla do genoma (do inglês, 

Genome wide association studies - GWAS) já foram capazes de demonstrar que FTs 

como TBR1, ADNP e PAX5 fazem parte do conjunto de genes cujas alterações 

estão associadas com um risco aumentado de desenvolvimento da desordem 

(O’ROAK et al., 2014). Mudanças no padrão de expressão desses FTs já foram 

relacionadas, especialmente em modelos animais, com malformações corticais 

(VEGAS et al., 2018; ZAWERTON et al., 2020), prejuízos na autofagia 

(SRAGOVICH; MERENLENDER-WAGNER; GOZES, 2017), maturação e migração 

celular (HELSMOORTEL et al., 2014; MOLLINEDO et al., 2019), além de expressão 

alterada de marcadores das camadas corticais (OHTSUKA et al., 2013).  

Outro aspecto consolidado no TEA que possui influência dos FTs são as 

alterações neuroimunológicas. No modelo animal BTBR, já foram observadas 

diversas mudanças no padrão de expressão de FTs como FOXP3, GATA3, STAT3, 

T-Bet e RORγt, as quais, de forma geral, foram associados com desequilíbrios 

imunológicos que favoreciam cascatas pró inflamatórios e prejudicavam vias 

regulatórias (AHMAD et al., 2018a,  2018e; AHMAD et al., 2017; BAKHEET et al., 
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2017; DECKMANN et al., 2018). Resultados similares foram observados em 

monócitos provenientes de pacientes com TEA.  

1.7 Interneurônios inibitórios 

Os interneurônios GABAérgicos (IGs) representam um pequeno percentual 

dos neurônios totais, alcançando cerca de 10-15% da população total no HC e 20-

30% no neocórtex em humanos, enquanto os demais 70-90% correspondem 

majoritariamente a neurônios glutamatérgicos excitatórios (PELKEY et al., 2017). 

Entretanto, a diversidade de formas, funções e circuitos associados a essas células 

ressalta a sua relevância para o funcionamento do SNC. Em relação à classificação, 

os interneurônios podem ser subdivididos através de características morfológicas, 

fisiológicas ou através de marcadores histológicos. No presente trabalho, optou-se 

pela utilização de marcadores histológicos como critério de diferenciação 

(MIHALJEVIĆ et al., 2019). 

Cerca de 40% da população de IGs é composta por neurônios PV+, sendo 

essa a maior subpopulação do encéfalo. Os neurônios somatostatina-positivos 

(SOM+) compõem aproximadamente 30% da população total, enquanto outros 

marcadores diversos ocupam os demais 30%, incluindo os IGs calbindina-positivos 

(CB+) (KELSOM; LU, 2013). Todos esses IGs se originam da eminência gangliônica 

(EG) e, posteriormente, realizam rotas de migração para o córtex e regiões 

subcorticais, entretanto, a localização, o tempo de proliferação e os fatores 

envolvidos no desenvolvimento diferem entre cada subpopulação (FAUX et al., 

2012). A extensa maioria dos IGs se origina na EG medial e inicia suas rotas de 

migração por volta do dia embrionário (E) 12,5 em ratos (KELSOM; LU, 2013). O 

processo de migração para regiões como córtex e HC inicia numa organização 

tangencial e finaliza com uma disposição radial, onde os IGs tendem a ser organizar 

laminarmente, integrando as diferentes camadas ou subáreas dessas regiões. Os 

neurônios excitatórios, diferentemente, se originam diretamente das regiões 

paraventriculares e subventriculares do córtex e de uma área de proliferação celular 

no limite dorsal do telencéfalo, estabelecendo usualmente uma rota de migração 

curta (GUO, J.; ANTON, 2014; SUN et al., 2015). 

 Os neurônios PV+ apresentam a expressão constitutiva da proteína ligadora 

de cálcio parvalbumina e podem ser subclassificados, conforme a morfologia, em 

células candelabro (do inglês, chandelier cell) e células em cesta dupla (do inglês, 
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double basket cell) (ASCOLI et al., 2008; KAWAGUCHI; SHINDOU, 1998). Uma das 

principais características dos PV+ é o seu disparo rápido (do inglês, fast spiking) 

(KAWAGUCHI; KUBOTA, 1997), o que viabiliza a geração das ondas gama, um 

padrão eletrofisiológico essencial para diversos processos cognitivos, uma vez que 

possibilita a integração entre diferentes regiões encefálicas (ANTONOUDIOU et al., 

2020). A presença de sinapses elétricas (além de químicas) entre os próprios 

neurônios PV+ contribui para promover uma ampla sincronização (GALARRETA; 

HESTRIN, 2002). A inibição promovida pelos PV+ é direcionada principalmente a 

segmentos iniciais do axônio (CONTRERAS; HINES; HINES, 2019) e, além disso, 

estima-se que cada PV+ seja capaz de inibir quase todos os neurônios piramidais 

adjacentes (PACKER; YUSTE, 2011), demonstrando seu importante papel na 

circuitaria encefálica. 

 Alterações em neurônios PV+ já foram descritas em diversas desordens, 

especial TEA e esquizofrenia. Em relação à última, já existem estudos post mortem 

demonstrando redução na densidade de neurônios PV+ no CPFm (KAAR et al., 

2019), além de reduzida marcação da rede perineuronal (ENWRIGHT et al., 2016) e 

reduzida expressão de FTs associados ao desenvolvimento de interneurônios como 

PV+ e SOM+ (VOLK; EDELSON; LEWIS, 2016). No TEA, estudos sobre PV+ em 

humanos ainda são incipientes, porém diversas análises em modelos animais já 

demonstram evidências importantes. No modelo VPA, já foi observado alteração na 

disposição dos PV+ no córtex somatossensorial, mudanças de densidade no 

estriado (SAWADA; KAMIYA; AOKI, 2021), além de desbalanço na expressão de 

canais essenciais para a funcionalidade dos PV+ como KCN1 e HCN1 (LAUBER; 

FILICE; SCHWALLER, 2016). Em animais expostos a AIM houve redução de PV+ 

no córtex frontal (VOJTECHOVA et al., 2021), além de alteração na expressão 

gênica da parvalbumina (NAKAMURA et al., 2021). Em modelos genéticos como o 

nocaute (do inglês, knockout – KO) para Ctnap2 observou-se redução na quantidade 

de PV+ no HC, ocasionando perda de inibição em CA1 e impactos nas oscilações 

gama (PATERNO et al., 2021), enquanto no modelo KO para Engrailed-2 (EN2) 

houve uma redução na densidade de PV+ no prosencéfalo (PROVENZANO et al., 

2020).  

 Os neurônios SOM+ apresentam imunorreatividade para o neuropeptídeo 

somatostatina e podem ser classificados morfologicamente em células de Martinotti 

e células não Martinotti (incluindo células em cesta, células em buquê duplo, do 
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inglês double bouquet cells e outras) (RIEDEMANN, 2019). A somatostatina, por si 

só, possui importantes efeitos inibitórios, estabelecendo uma sinalização de efeito 

mais lento e a longo prazo, típica dos neuropeptídeos (LIGUZ-LECZNAR; URBAN-

CIECKO; KOSSUT, 2016). Entretanto, as peculiaridades dos SOM+ independem da 

ação direta da somatostatina. A alta atividade de disparo basal (mesmo sem 

estímulo sináptico) aliada a alta conectividade local, especialmente nos dendritos 

dos neurônios glutamatérgicos, torna os SOM+ importantes controladores das 

circuitarias locais (diferente dos PV+, que estão mais associados com integração de 

regiões encefálicas) (URBAN-CIECKO; BARTH, 2016). Além disso, os SOM+ já se 

mostraram essenciais para a regulação de diversos comportamentos de alta 

complexidade como aprendizado e memória aversiva (KVITSIANI et al., 2013; 

LOVETT-BARRON et al., 2014; PI et al., 2013).  

 No contexto de transtornos psiquiátricos, as principais descrições envolvendo 

os SOM+ ocorrem na epilepsia e na esquizofrenia. Em um modelo de síndrome de 

Dravet, uma forma infantil de epilepsia acompanhada de prejuízo cognitivo e 

características do tipo TEA, houve redução na excitabilidade de neurônios SOM+, 

consequentemente acarretando prejuízos inibitórios subsequentes (TAI et al., 2014), 

além disso animais KO para somatostatina apresentam episódios de convulsão mais 

severos (BUCKMASTER et al., 2002). No HC, a perda de SOM+ induzida por 

epilepsia do lobo temporal prejudica a inibição no giro denteado, causando 

sobrecarga na circuitaria local (HOFMANN et al., 2016) – interessantemente, 

reduzidos níveis de somatostatina já foram identificados no HC de pacientes com 

epilepsia do lobo temporal (ROBBINS et al., 1991). Na esquizofrenia, já se 

identificou redução na expressão gênica de somatostatina e no número de SOM+ no 

córtex pré-frontal (VOLK; EDELSON; LEWIS, 2016), no HC (KONRADI et al., 2011) 

e na amígdala (PANTAZOPOULOS et al., 2017) em análise post mortem de 

pacientes. No TEA, a literatura a respeito do papel dos SOM+ é restrita. 

 Os neurônios CB+ expressam a proteína ligadora de cálcio calbindina e, na 

sua maioria, são classificados morfologicamente como células em buquê duplo (DEL 

RÍO; DEFELIPE, 1995). Apesar de representarem uma subpopulação menor, os 

CB+ participam de circuitos importantes como o processamento do córtex 

somatossensorial, sendo modulados pelos interneurônios positivos para peptídeo 

vasoativo intestinal (STAIGER et al., 2004), além de integrarem a rede HC-amígdala, 

contribuindo para a consolidação de memórias emocionais (BIENVENU et al., 2012). 
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No TEA, há descrição de redução do número de neurônios de Purkinje positivos 

para calbindina no cerebelo (WHITNEY et al., 2008) e aumento da densidade de 

CB+ no giro denteado do HC (LAWRENCE et al., 2010) / em análises post mortem, 

enquanto no modelo VPA houve redução na expressão de calbindina no verme 

cerebelar (MAIN; KULESZA, 2017). No modelo de TEA por KO do receptor ativador 

de plasminogênio tipo uroquinase, os animais apresentaram redução de 50% na 

quantidade de CB+ no córtex frontoparietal (POWELL et al., 2003). 

Uma ampla gama de aspectos regula o ciclo de vida e os aspectos funcionais 

dos IGs desde a sua origem na EG até a disposição final nas diferentes regiões 

encefálica. Os FTs fatores DLX 1 e 2 possuem papel importante na migração dessas 

células para o córtex (ANDERSON et al., 1997), na manutenção da expressão da 

enzima glutamato descarboxilase (responsável pela síntese de GABA) (LE et al., 

2017) e na expressão das proteínas de membrana neuropilinas (LE et al., 2007), 

essenciais para outro tipo de sinalização ao longo da migração, enquanto os fatores 

DLX 5 e 6 parecem ter uma associação específica com o desenvolvimento 

apropriado dos interneurônios PV+ (WANG et al., 2010). Outro fator importante da 

mesma classe é o ARX, o qual já demonstrou, através de estudos com animais KO, 

ser essencial para a distribuição correta dos interneurônios PV+ ao longo das 

camadas corticais (MARSH et al., 2016; SHERR, 2003), característica alterada no 

córtex sensorial de animais do modelo animal de TEA. 

Os fatores LHX6 e SOX6 também possuem papel importante na formação 

das camadas corticais, sobrevivência dos interneurônios PV+ e SOM+ (VOLK et al., 

2012; VOLK; EDELSON; LEWIS, 2014) e manutenção de suas peculiaridades 

eletrofisiológicas (BATISTA-BRITO et al., 2009). Alterações já foram descritas 

principalmente em esquizofrenia (VOLK et al., 2012). 

Outros fatores como a quimiocina CXCL12, secretada pelas células da 

meninge, e seu receptor CXCR4 já foram descritos como fundamentais para a 

mudança no padrão de migração tangencial para radial (induzindo a laminação 

cortical) (ABE et al., 2015; LI et al., 2008), concomitante a esse estabelecimento de 

camadas ocorre o aumento da expressão da proteína KCC2, a qual promove a troca 

da característica excitatória do GABA para inibitória (KELSOM; LU, 2013).  

Ao longo da vida adulta, outros aspectos se tornam fundamentais para os IGs, 

incluindo as rotas de sinalização da AKT/GSK3β e da CK2/PTEN (WEI; HAN, 2020). 

A perda de AKT em modelos animais induziu ampla redução do número de IGs 
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corticais (CARRIERE et al., 2020), enquanto a inibição de AKT ocasionou uma perda 

direcionada de PV+ no HC (CHANG et al., 2016). Ainda, a inibição da rota 

AKT/GSK3β ocasionou apoptose de interneurônios em estágios imaturos, levando à 

perda celular (WEI; HAN, 2020). Em relação à PTEN, o KO dessa proteína foi capaz 

de induzir mudanças na proporção de PV+ e SOM+ (CUPOLILLO et al., 2016; 

LUGO et al., 2014; SHIN; SANTI; HUANG, 2021) - interessantemente, o KO seletivo 

de PTEN nesses IGs induziu características do tipo autista (SHIN; SANTI; HUANG, 

2021). Finalmente, apesar de não haver associação direta de CK2 com IGs, já 

existem evidências de que essa proteína exerce papel importante na sinalização 

gabaérgica no HC (KIM et al., 2020; QIN et al., 2021). 

1.8 Córtex pré-frontal medial 

Em roedores, o CPFm possui importante homologia com o córtex dorsolateral 

de primatas (apesar de ainda existirem debates sobre os limites anatômicos dessas 

regiões) (LAUBACH et al., 2018). O CPFm é uma área integrativa associada a 

diversos comportamentos complexos, incluindo autorreferenciamento, perspectiva 

(D’ARGEMBEAU et al., 2007), interação social (GROSSMANN, 2013), tomada de 

decisão e memória (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012). O CPFm 

estabelece rotas de conectividade com diversas regiões, incluindo amígdala 

basolateral, HC, estriado, claustro, área tegmental ventral, substância negra 

periaquedutal, tálamo e outras regiões do córtex (ANASTASIADES; CARTER, 2021), 

característica que o torna uma região fundamental para a cognição. 

O CPFm de roedores pode ser dividido em três sub-regiões distintas através 

de critérios neuroanatômicos e de conectividade: córtex cingulado anterior (CCa), 

córtex pré-límbico (CPL) e córtex infralímbico (CI) (ÖNGÜR; PRICE, 2000). O CCa 

possui papel relevante em comportamentos associados à sociabilidade: já se 

observou, em humanos, que a exposição a situações que demandam mensuração 

de expectativas sociais ativa diferencialmente essa região (SOMERVILLE; 

HEATHERTON; KELLEY, 2006). Além disso, vários atributos associados à chamada 

“cognição social” como atribuição de valores às atitudes, identificação e correção de 

erros, tomada de decisão, empatia e outros (APPS; RUSHWORTH; CHANG, 2016; 

LAVIN et al., 2013) possuem associação com o CCa. Finalmente, a intensa 

conectividade como o HC se mostra fundamental para o estabelecimento de 

memórias associadas ao contexto (WANG; JOHN; BARBAS, 2021), elemento 
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importante para a sociabilidade. O CPL e o CI, por sua vez, apresentam intensa 

associação com a amígdala: enquanto o CPL promove o contexto de medo e a 

busca por recompensas, o CI inibe esse tipo de comportamento (CAPUZZO; 

FLORESCO, 2020; RIAZ et al., 2019). Em situações como a dor crônica, por 

exemplo, diversas modificações, especialmente eletrofisiológicas, ocorrem no CPL e 

no CI, ressaltando o papel dessas regiões em contextos de memória aversiva 

(THOMPSON; NEUGEBAUER, 2019). 

Tendo em vista os prejuízos sociais característicos do TEA, o CPFm se 

destaca como uma região de interesse nessa desordem. Em animais KO para 

SHANK3, um consolidado modelo de TEA, se observou alteração na estrutura 

sináptica (JACOT-DESCOMBES et al., 2020) no CPFm e dessincronização da 

conectividade com outras regiões (PAGANI et al., 2019). Além disso, a deleção 

específica de SHANK3 no CCa foi capaz de, por si só, induzir prejuízos sociais, os 

quais foram restabelecidos após a restauração da expressão de SHANK3 nessa 

região (GUO et al., 2019).  

No modelo VPA, já se observou aumento da conectividade e plasticidade em 

neurônios da camada V do CPFm (RINALDI; PERRODIN; MARKRAM, 2008), 

complementarmente, outro estudo demonstrou aumento da facilitação por pulso 

pareado e potenciação de longo prazo nessa região, além da exacerbação de 

memórias aversivas (SUI; CHEN, 2012). Em arganazes-do-campo expostos 

intrauterinamente ao VPA, houve alteração na expressão de MECP2 e receptor de 

vasopressina (V1aR) no CPFm, bem como diversos prejuízos sociais 

(interessantemente, o estabelecimento de vínculo monogâmico, típico desses 

animais, não foi prejudicado) (SAILER et al., 2019). 

Em indivíduos com TEA, diversos estudos de ressonância magnética 

funcional (RMf) já demonstraram alterações na ativação de regiões homólogas ao 

CPFm em diferentes contextos. Durante tarefas executivas, indivíduos com TEA 

demonstraram ativação aumentada do córtex pré-frontal (GILBERT et al., 2008), 

característica que também foi observada quando os indivíduos eram expostos a 

situações de identificação de erros (GOLDBERG et al., 2011). Além disso, as 

alterações nessa região foram mais proeminentes em homens do que em mulheres 

(TRAKOSHIS et al., 2020). Em conjunto, esses estudos ressaltam o papel de 

alterações do CPFm no prejuízo em funções cognitivas associadas com TEA. 
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1.9 Hipocampo 

O HC é uma estrutura subcortical classicamente associada com processos 

que envolvem a formação, consolidação e evocação de memórias (MIRY; LI; CHEN, 

2021). A porção dorsal dessa região em roedores pode ser dividida em quatro sub-

regiões: três divisões do cornu ammonis (CA1, CA2 e CA3) e giro denteado (GD) 

(PAXINOS; WATSON, 2004). Além de diferenças anatômicas, essas sub-regiões 

também apresentam diferenças de conectividade e funcionalidade – a região entre o 

GD e o hilo, por exemplo, é um dos locais onde ocorre neurogênese durante 

períodos mais tardios da vida pós-natal (GONÇALVES; SCHAFER; GAGE, 2016). 

A sociabilidade demanda várias funções executadas pelo HC, especialmente 

a memória social, a qual possibilita a antecipação de demandas e a interpretação 

adequada de estímulos externos (TZAKIS; HOLAHAN, 2019). A integração do HC 

com áreas como o CPFm e a amígdala é fundamental para a adição de 

componentes emocionais ao contexto social, viabilizando processos de atenção e 

tomada de decisão (RUBIN et al., 2014). 

Em modelos animais de TEA, mudanças profundas na expressão gênica do 

HC já foram identificadas nos modelos BTBR e KO para o gene EN-2 (EN2-/-): 153 

genes em comum para os modelos foram identificados como alterados, sendo que 

no modelo BTBR, grupos de genes associados à microglia estavam enriquecidos, 

enquanto no modelo EN2-/- sinapses GABA e glutamatérgicas, além de elementos 

associados à FMRP (proteína associado à síndrome do X frágil, do inglês fragile x 

mental retardation protein) e à epilepsia constavam nos grupos de genes alterados 

no HC (PROVENZANO et al., 2016). No modelo VPA, já foi observada alteração no 

metabolismo glutamatérgico do HC em animais adultos (BRISTOT SILVESTRIN et 

al., 2013) 

Em indivíduos com TEA, já foram observadas alterações anatômicas no HC 

como aumento da assimetria (RICHARDS et al., 2020) e descrições divergentes 

entre aumento e diminuição de volume dependendo do estudo (SCHUMANN et al., 

2004). Interessantemente, o formato do HC em análises por RMf já foi sugerido 

como um possível marcador para o TEA (CHADDAD et al., 2017). Finalmente, 

diversas vertentes apontam o HC como um potencial organizador de “mapas 

cognitivos”, integrando memória social e espacial, questões intrinsecamente 

associadas com o TEA (BANKER et al., 2021). 
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2. JUSTIFICATIVAS E HIPÓTESES 

Apesar da alta prevalência e dos avanços científicos a nível de pesquisa 

básica e clínica, o TEA segue como uma desordem cujas vias biológicas envolvidas 

ainda não foram propriamente elucidadas, porém baseando-se nos dados já 

existentes sobre esse assunto tanto em modelos animais quanto em humanos 

espera-se que: 

1) O VPA induza alguma alteração funcional ao longo do desenvolvimento dos 

IGs e das sinapses, por alterar fatores envolvidos nesses processos, 

principalmente através do seu papel modulador da expressão gênica. 

2) Essas modificações acabem induzindo alguma alteração na composição 

neuronal no CPFm e HC, alterando as redes neuronais em que estão 

envolvidos. 

3) Essas alterações possam ter associação com as mudanças na expressão dos 

FTs durante o período embrionário, especialmente pela ampla descrição da 

literatura sobre os seus papéis no TEA e em desordens correlatas. 

4) Essas alterações se perpetuem ao longo do desenvolvimento, ocasionando 

mudanças estruturais com efeitos a longo prazo. 

 

3. OBJETIVOS  

3.1. OBJETIVO GERAL 

Elucidar aspectos associados com a maturação, funcionalidade e 

citoarquitetura dos IGs PV+, SOM+ e CB+, além do conteúdo sináptico e outros 

fatores associados em diferentes fases do desenvolvimento no modelo animal de 

autismo induzido por exposição pré-natal ao VPA, bem como os potenciais 

efeitos do RSV nesses aspectos desde o período embrionário até a idade adulta. 

  

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Capítulo I: 

• Revisão, através de buscas na literatura e ferramentas de bioinformática, 

do papel dos FTs em diferentes DNs, sugerindo possíveis mecanismos 

biológicos comuns e convergentes nesses transtornos; 

Capítulo II:  
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• Analisar, em bancos de dados de embriões de modelos de TEA, possíveis 

vias e rotas alteradas em regiões-chave para o desenvolvimento de 

componentes inibitórios como os IGs; 

• Analisar, em animais jovens do modelo VPA, aspectos qualitativos e 

quantitativos referentes à disposição e organização dos IGs no CPFm e 

no HC; 

• Quantificar, em animais jovens do modelo VPA, o imunoconteúdo de 

proteínas sinápticas no CPFm e no HC; 

• Quantificar, em animais jovens do modelo VPA, o imunoconteúdo de 

receptores GABAérgicos no CPFm e no HC; 

• Analisar potenciais efeitos preventivos do RSV nos aspectos citados 

anteriormente em animais jovens do modelo VPA. 

 

 

Capítulo III: 

• Analisar, em animais adultos do modelo VPA, aspectos qualitativos e 

quantitativos referentes à disposição e organização dos IGs no HC; 

• Analisar, em animais adultos do modelo VPA, aspectos morfológicos do 

HC; 

• Quantificar, em animais adultos do modelo VPA, o imunoconteúdo de 

proteínas de sinalização celular no HC através da técnica de western 

blotting; 

• Analisar potenciais efeitos preventivos do RSV nos aspectos citados 

anteriormente em animais adultos do modelo VPA 
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Abstract 

Neurodevelopmental disorders (NDDs) are a heterogeneous and highly 

prevalent group of psychiatric conditions marked by impairments in the nervous 

system. Their onset occurs during gestation, and the alterations are observed 

throughout the postnatal life. Although many genetic and environmental risk factors 

have been described in this context, the interactions between them challenge the 

understanding of the pathways associated with NDDs. Transcription factors (TFs) – a 

group of over 1,600 proteins that can interact with DNA, regulating gene expression 

through modulation of RNA synthesis, represent a point of convergence for different 

risk factors. In addition, TFs organize critical processes like angiogenesis, blood-

brain barrier formation, myelination, neuronal migration, immune activation, and 

many others in a time and location-dependent way. In this review, we summarize 
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important TF alterations in NDD and associated disorders, along with specific 

impairments observed in animal models, and, finally, establish hypotheses to explain 

how these proteins may be critical mediators in the context of genome-environment 

interactions. 

Key Words: Transcription Factors; Neurodevelopmental Disorders; Psychiatric 

Disorders; Environment-Genome Interaction; Transcription; Animal Model. 
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“Resveratrol prevents cytoarchitectural and interneuronal alterations in the animal 
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3. DISCUSSÃO 

A caracterização do TEA como uma desordem do neurodesenvolvimento 

muitas vezes restringe o enfoque dos estudos a idades infantis e juvenis; entretanto, 

é relevante compreender a desordem a longo prazo, tendo em vista que indivíduos 

com TEA apresentam redução na expectativa de vida, principalmente devido a 

alterações congênitas, distúrbios do SNC e suicídio (HIRVIKOSKI et al., 2016). 

Ainda que complexa, a identificação precoce de aspectos críticos de cada indivíduo 

aliada a acompanhamentos de longa duração viabiliza expressiva melhora na 

qualidade de vida (SMITH-DAWALT et al., 2019). Sendo assim, no presente 

trabalho, buscou-se estabelecer um olhar amplo sobre o TEA, levando em 

consideração as limitações estabelecidas pela pandemia de COVID-19, a qual 

demandou adaptações para que o curso inicial do raciocínio fosse mantido. 

 Iniciando com aspectos críticos que envolvem o desenvolvimento pré e 

neonatal, optou-se por analisar, na literatura, os FTs em diferentes DNs. Através do 

Capítulo I foi possível estabelecer uma curadoria dos principais FTs associados a 

cada desordem, além de demonstrar redes de interação, rotas biológicas 

potencialmente alteradas e momentos de pico de expressão durante o 

desenvolvimento, viabilizando uma base de dados essencial para futuros estudos 

envolvendo idades embrionárias. 

 Na análise das desordens de cunho genético foi possível observar que 

mutações pontuais, especialmente quando ocorrem no domínio de ligação ao DNA 

dos FTs (DAI et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2021), são capazes de induzir alterações 

importantes a longo prazo. Na síndrome de Rett, mutações na proteína MECP2 

(SHAHBAZIAN; ZOGHBI, 2001) induzem mudanças de alto impacto, incluindo 

conteúdo alterado dos neurotransmissores GABA e glutamato e de seus receptores 

(EL-KHOURY et al., 2014, CALFA et al., 2015), prejuízo na estrutura de IGs (SIGAL 

et al., 2019), mudanças na estrutura do córtex somatossensorial (LEE; TSYTSAREV; 

ERZURUMLU, 2017), função prejudicada dos astrócitos (WILLIAMS et al., 2014), 

dentre outros. A MECP2 possui um pico amplo de expressão pré-natal (CARDOSO-

MOREIRA et al., 2019), porém não há especificidade de estrutura encefálica 

(LAMBERT et al., 2018), indicando expressão ampla nos diferentes tecidos. Além 

disso, esse FT é particularmente sensível a alterações de metilação, tendo em vista 

que sua ligação ao DNA - reprimindo a expressão gênica - depende da presença de 

dinucleotídeos CpG metilados (FUKS et al., 2003). A síndrome de Pitt-Hopkins 
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(SPTH) também é associada com modificações em um FT de ampla atuação no 

desenvolvimento, denominado TCF4, e inclui alterações na estrutura cortical e 

migração neuronal (SCHOOF et al., 2020), além de mudanças na glia radial 

associadas à via da WNT (WANG et al., 2020) e na função hipocampal (THAXTON 

et al., 2018). Ressalta-se, ainda, que alterações no TCF4 também são amplamente 

observadas no TEA e na esquizofrenia (FORREST et al., 2018). O TCF4, entretanto, 

possui um pico de expressão mais tardio e certa especificidade embrionária de 

expressão tecidual, fatos que potencialmente explicam as diferenças de severidade 

em relação à síndrome de Rett, tendo em vista que a MECP2 apresenta ampla 

expressão nas estruturas encefálicas embrionárias. 

 As demais desordens genéticas incluem casos raros envolvendo FTs como os 

da família SOX. Nesses casos, alterações em SOX5, SOX9 e SOX10 estão 

associadas, respectivamente, com síndrome de Lamb-Shaffer (LAMB et al., 2012), 

displasia capomélica (KWOK et al., 1995) e síndrome de Waardenburg–Hirschprung 

(PINGAULT et al., 1998), caracterizadas principalmente por alterações sensoriais e 

déficits cognitivos. Além disso, alterações em SOX11 estão associadas com 

microcefalia, déficits cognitivos, alteração na formação dos dedos, características 

associadas com a síndrome de Coffin-Siris (TSURUSAKI et al., 2014). A diversidade 

presente nas determinadas “SOXpatias” é explicada pela função de cada FT 

(ANGELOZZI; LEFEBVRE, 2019): SOX5 possui papel importante na condrogênese 

e desenvolvimento esqueletal (SMITS et al., 2001) em uma rota dependente de 

SOX6 e SOX9 (LIU; LEFEBVRE, 2015); SOX9 participa da formação das estruturas 

vestibulares e no ouvido interno (PARK; SAINT-JEANNET, 2010); SOX10 regula 

diversas funções associadas com a dinâmica das células da crista neural (WEIDER; 

WEGNER, 2017) e, finalmente, SOX11 faz parte da rota PAX6-BAF de FTs, 

essencial para processos de neurogênese (NINKOVIC et al., 2013). Dessa forma, é 

possível observar que mudanças em FTs com funções mais restritas e/ou 

específicas são capazes de induzir alterações contundentes durante o 

neurodesenvolvimento, sendo essencial o aprofundamento dos estudos em 

desordens de etiologia mais complexa como TEA e esquizofrenia. 

 Além de potenciais alterações genéticas, os FTs também são extremamente 

influenciados por aspectos ambientais, especialmente durante o período gestacional 

(WORKALEMAHU et al., 2018). As adaptações desenvolvidas em resposta a 

elementos estressores são capazes de induzir alterações profundas na maquinaria 
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de transcrição (SONG et al., 2016), as quais, dependendo do local, momento e 

contexto, trazem impactos relevantes nas DNs. 

 Em estudos avaliando AIM em modelos animais, já foi possível observar uma 

gama de alterações na expressão de FTs na prole como PAX6, STAT (BEN-

REUVEN; REINER, 2019), TBR1 (ZUIKI et al., 2017), REST (CORRADINI et al., 

2018), ARX (NAKAMURA et al., 2019), DLX1, DLX2 (OSKVIG et al., 2012) e outros, 

os quais são fundamentais em processos como laminação cortical (BEDOGNI et al., 

2010), desenvolvimento e migração de IGs e regulação do sistema imunológico 

(BEN-REUVEN; REINER, 2019; OSKVIG et al., 2012). Entretanto, os mecanismos 

pelos quais uma alteração imunológica induz impactos em FTs no SNC ainda não 

são completamente compreendidos. Hipotetizamos que uma das possíveis rotas 

envolvidas nessa sinalização seja a do sistema purinérgico, tendo em vista que esse 

é um dos principais elos entre o sistema imunológico e o SNC (DI VIRGILIO et al., 

2009). Em animais expostos à AIM, a ausência de receptores P2X7 ou o tratamento 

com um antagonista desse receptor evitou alterações comportamentais, distúrbios 

na laminação cortical e falhas na formação de sinapses (HORVÁTH et al., 2019). 

Ainda, a exposição a aumento nos níveis de ATP circulante induziu danos mais 

severos em animais expostos previamente à MIA (ZOLKIPLI-CUNNINGHAM et al., 

2021). Finalmente, existem elos entre mudanças na sinalização purinérgica e 

expressão alterada de PAX6 (BURNSTOCK; DALE, 2015; MASSÉ et al., 2007) e 

DLX (GUIBINGA; BARRON; PANDORI, 2014), reforçando um possível ponto de 

conexão. 

 A exposição, durante o período gestacional, a compostos como o VPA e o 

etanol também é capaz de mediar alteração em FTs. A exposição ao VPA modifica a 

expressão de PAX6 (KIM et al., 2014), NEUROD1 (ZENG et al., 2019) e HES1 

(KAWADA et al., 2018), inclusive alterando a linha do tempo de expressão de alguns 

FTs, o etanol, por sua vez, age sobre PAX6 (ARONNE et al., 2008), POU5F1, SOX2 

(SÁNCHEZ-ALVAREZ et al., 2013) e HSF (ISHII et al., 2017). No caso do VPA, é 

possível que as alterações envolvam pelo menos três aspectos: A) sistema 

imunológico, visto que a exposição ao VPA é capaz de alterar a expressão de 

citocinas e a funcionalidade de células imunológicas em modelos animais 

(DECKMANN et al., 2018); B) capacidade direta do VPA de induzir inibição das 

HDACs, agindo diretamente na maquinaria de transcrição e modificando o padrão de 

expressão de FTs (GÖTTLICHER et al., 2001) e C) indução de estresse oxidativo, 
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condição que já foi associada com alterações em FTs como POU5F1 

(PIORCZYNSKI et al., 2022) e SP1 (KAWAI; ARINZE, 2006). Em relação ao etanol, 

existem diversas descrições da ação nos chamados elementos responsivos ao 

álcool (do inglês, alcohol responsive elements – ARE) (PIGNATARO et al., 2009), 

alterando a ação de FTs como o HSF1 (CONTET, 2012; UDDIN; SINGH, 2006). 

Além disso, o etanol também é capaz de induzir alterações nos FTs indiretamente 

através do estresse oxidativo (LIN et al., 2013). Dessa forma, é possível observar 

como compostos químicos são capazes de afetar uma miríade de aspectos da 

transcrição que convergem no contexto das DNs. 

 Em desordens multifatoriais, a combinação entre os fatores de risco genéticos 

e ambientais é determinante para os desfechos observados em cada indivíduo 

(RYLAARSDAM; GUEMEZ-GAMBOA, 2019). No caso do TEA, é possível que uma 

parte relevante do risco genético esteja relacionado à presença de alelos mutantes 

em genes codificantes de FTs. Estudos de GWAS já demonstraram esse tipo de 

associação nos FTs TBR1, ADNP e PAX5 (O’ROAK, B. J. et al., 2014). Além disso, 

diversos outros estudos ressaltam a relevância de alterações genéticas em outros 

FTs como SOX5 (ZAWERTON et al., 2020), RARB, FEV (DOAN et al., 2019), PITX3 

(THE AUTISM SPECTRUM DISORDERS WORKING GROUP OF THE 

PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM, 2017), ZNF292 (MIRZAA et al., 2020), 

SHOX (TROPEANO et al., 2016), MAZ (DE OLIVEIRA et al., 2018), ATF6 (DONG et 

al., 2018) e outros, demonstrando a diversidade de FTs potencialmente envolvidos 

nessa desordem. Ainda que existam descrições de redundância nas ações dos FTs 

(WANG et al., 1996), mínimas alterações já são capazes de estabelecer impactos 

importantes (STOLT et al., 2004), especialmente tendo em vista as complexas rotas 

de interação entre os próprios FTs.  

 Os estudos com modelos animais de TEA auxiliam na elucidação de como 

componentes ambientais influenciam na desordem. O modelo VPA demonstra os 

impactos do risco ambiental, tendo em vista as alterações já descritas em FTs como 

PAX6 e TCF4, os quais são envolvidos em processos centrais do SNC, tais como 

laminação cortical, geração, desenvolvimento e maturação de neurônios (CHEN, T. 

et al., 2016; GEORGALA; MANUEL; PRICE, 2011). Nos animais, usualmente utiliza-

se uma alta dose única para a indução do modelo, gerando um impacto intenso e 

pontual (MABUNGA et al., 2015), enquanto em humanos o tratamento usualmente é 

contínuo e em doses comparativamente menores (CHRISTENSEN et al., 2013). 
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Apesar disso, essas duas abordagens possivelmente apresentam uma confluência: 

enquanto nos modelos animais o dano é tão abrupto a ponto de não poder ser 

revertido pelos mecanismos usuais de reparo, em humanos é possível que as doses 

menores, porém contínuas, estabeleçam um processo gradual de alteração de 

transcrição que dificulta reparos ou uso de rotas alternativas. Alterações 

transcricionais (REPOUSKOU et al., 2020) e epigenéticas (GABRIELE et al., 2018) a 

longo prazo já são amplamente relacionadas com DNs e, sendo o VPA um 

importante indutor de mudanças transcricionais, especialmente pela inibição da 

desacetilação de histonas (KRÄMER et al., 2003), é provável que essa seja uma 

importante rota de alteração associada com o risco de TEA. 

 Como mencionado previamente, um aspecto fundamental no contexto do TEA 

são as alterações no sistema imunológico, já descritas não só em modelos animais 

como também em humanos (GOTTFRIED et al., 2015; DECKMANN et al., 2018). No 

modelo animal BTBR, já existem evidências envolvendo alterações imunológicas 

mediadas por FTs: níveis aumentados de RORγ, T-bet e STAT3 e níveis reduzidos 

de FOXP3 em células T CD8+, enquanto em células T CD4+ observou-se níveis 

aumentados de RORγ, T-bet e STAT3 e níveis diminuídos de FOXP3 e HELIOS 

(AHMAD et al., 2018b,  2018d; ANSARI et al., 2017). Mudanças na expressão 

gênica de STAT3, RORγ, T-bet e FOXP3 também foram identificadas em tecido 

encefálico (AHMAD et al., 2018d). Além disso, outras alterações em sinalização por 

FTs como GATA3 e JAK1 também foram identificadas em múltiplos contextos em 

animais BTBR (AHMAD et al., 2017,  2018d). O VPA também possui a capacidade 

de induzir alterações na sinalização de FTs como STAT3 (NI et al., 2017; ZHU, S.; 

DENMAN; LEE, 2009), FOXP3 (FAYYAD-KAZAN et al., 2010), GATA3 (ROUT; 

CLAUSEN, 2009), além de induzir, em modelos animais, desbalanço na produção 

de citocinas como IL-1β, IL-6 e TNF-α (DECKMANN et al., 2018). Dessa forma, é 

provável que a exposição ao VPA também seja capaz de induzir alterações 

neuroimunológicas (possivelmente através de regulação de FTs), as quais já são 

sabidamente fatores de risco para DNs.  

 De maneira geral, foi possível observar que os FTs estabelecem papéis 

extremamente relevantes em diferentes DNs, tanto em contextos mais específicos, 

como no caso das “SOXpatias”, quanto em contextos amplos, como o TCF4, que 

está envolvido na SPTH, TEA e esquizofrenia. Além disso, os picos de expressão 

dos FTs no período gestacional aliados às descrições de tecidos e/ou estruturas 
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onde esses fatores são mais expressos contribuem para demonstrar os potenciais 

impactos de uma falha na expressão, tanto por questões genéticas quanto 

ambientais, ressaltando a relevância dos FTs nesse campo de estudos. Finalmente, 

a presença de diversas rotas biológicas alteradas em comum nas diferentes 

desordens, especialmente vias do sistema imunológico, vias de ciclo celular, via da 

WNT e outras, além das descrições de interação entre os próprios FTs, ressaltam a 

importância de analisar os impactos de forma ampla e integrativa. Alguns dos temas 

recorrentes no capítulo I foram o envolvimento dos FTs na regulação da organização 

das estruturas encefálicas, tais como a definição de camadas corticais, além da 

regulação de processos como a formação de sinapses e posicionamento de 

neurônios. Tendo em vista esse panorama de informações, a análise pós-natal da 

organização cortical, tanto no posicionamento quanto no número de células 

neuronais tornou-se muito relevante no contexto do modelo animal de TEA. 

 No capítulo II, o principal enfoque foi analisar componentes inibitórios em 

duas regiões encefálicas em animais jovens com o intuito de verificar potenciais 

alterações induzidas pelo VPA intraútero, bem como os possíveis efeitos preventivos 

do RSV. Ao longo desse trabalho, diversas alterações observadas foram associadas 

com mudanças observadas em bancos de dados de RNA-Seq (do inglês, RNA 

sequencing) e microarranjo de modelos animais de TEA. O intuito desse tipo de 

abordagem é trazer um embasamento maior para as hipóteses, viabilizando, ainda, 

um diálogo relevante com as informações obtidas no capítulo I. 

 Iniciando pelo CPFm, foi possível observar um aumento significativo na 

quantidade de neurônios totais de forma geral, especialmente representado pelas 

camadas profundas do CPL e do CI. Aumentos nas dimensões encefálicas no 

contexto do TEA estão associados, majoritariamente, a dois componentes distintos: 

A) Acréscimo no volume causado por edema, condição transitória, porém global 

(AYLWARD et al., 2002), que afeta cerca de 20% dos indivíduos com TEA (SACCO; 

GABRIELE; PERSICO, 2015) e B) Aumento na celularidade, especialmente em 

regiões como a amígdala (MARKRAM et al., 2008) e o córtex pré-frontal 

(COURCHESNE et al., 2011). No nosso grupo, já há indicativos de aumento no 

volume do CPFm (DECKMANN et al., 2021). No caso do número de neurônios 

observados no CPFm, há um paralelo com o aumento de 67% em neurônios totais 

observados em pacientes com TEA (COURCHESNE et al., 2011), demonstrando 

que ambos os componentes possivelmente contribuem para as mudanças na 
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citoarquitetura identificadas nessa região. As informações provenientes dos bancos 

de dados demonstram a presença de genes diferencialmente expressos (GDEs) em 

regiões e estruturas chave para a migração dos neurônios excitatórios, tais como a 

subplaca cortical, a zona ventricular e a glia radial, evidenciando a possibilidade de 

que uma falha de coordenação nessa etapa possa gerar desbalanço na proliferação 

neuronal. Além disso, o VPA sabidamente atua no ciclo celular de neurônios não-

GABAérgicos, os mantendo em etapas proliferativas por mais tempo (FUJIMURA et 

al., 2016). Interessantemente, FTs como TBR1 e SOX5, já descritos como alterados 

no contexto do TEA (O’ROAK et al., 2012; PARIKSHAK et al., 2016; ZAWERTON et 

al., 2020), conforme observado no Capítulo I, são essenciais para a correta 

proliferação e laminação nos neurônios excitatórios – visto que TBR1 é um dos 

GDEs observados em organoides expostos ao VPA (CUI et al., 2020), é possível 

que essa seja uma via envolvida na alteração neuronal observada no Capítulo II. 

 A alteração em neurônios totais, ainda que não significativa em todas as sub-

regiões, implica em um desbalanço na circuitaria a partir do momento em que a 

razão de IGs para neurônios totais é afetada significativamente. No caso do CPFm 

como um todo, o principal impacto identificado ocorreu no IGs SOM+, onde tanto 

número quanto razão apresentaram redução, seguido dos IGs PV+, que 

apresentaram alteração somente na razão e finalmente os IGs CB+, que não 

apresentaram qualquer alteração nesse nível. Ao analisarmos as sub-regiões 

especificamente, foi possível observar alterações significativas em todas as 

subpopulações de IGs. O tratamento com RSV preveniu diversas alterações. 

 O impacto disseminado em SOM+ remete a um dano precoce induzido pelo 

VPA, possivelmente em etapas iniciais do desenvolvimento dessas células. Os 

SOM+ são originados na porção medial da GE (EGM) através de um sistema de 

sinalização inicial baseado no aumento da expressão de SHH seguido da expressão 

do fator NKX2-1 (BUTT et al., 2005), visto que esse IG foi o único cujo número 

absoluto apresentou alteração e observando que sua trajetória se inicia mais cedo 

no embrião é possível inferir que a alteração global ocorre quando as células ainda 

estão etapas proliferativas. Esse resultado corrobora evidências de redução da 

expressão gênica de SHH em embriões no dia E11,5 quando expostos ao VPA em 

E9 (MIYAZAKI; NARITA; NARITA, 2005). Além disso, já foi observado um padrão de 

redução drástica de SOM+ em diferentes regiões encefálicas em modelo animal de 

AIM, oposto ao identificado em outros IGs como PV+ e CCK+ (BOKSA et al., 2016), 
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sugerindo uma maior vulnerabilidade dos SOM+, ainda que possíveis mecanismos 

por trás dessa característica não sejam esclarecidos. 

Por outro lado, a ausência de alterações no número absoluto e a redução na 

proporção de PV+ para neurônios totais indica possivelmente um dano sutil e 

potencialmente associado a processos de migração, já que a distribuição na análise 

de subregiões demonstrou um padrão anômalo: enquanto o CCa apresenta redução 

em número e proporção, as camadas superiores do PL apresentam um padrão de 

aumento em ambos os parâmetros. Aliado a isso, observou-se no ANEXO 4 que o 

VPA foi capaz de induzir alteração na expressão do FT LHX6 (ainda que não de 

SOX6), o qual é fundamental para o correto desenvolvimento e posicionamento 

dessas células ao longo das camadas corticais (LIODIS et al., 2007). Modificações 

similares foram observadas nos CB+, remetendo, novamente, a possíveis alterações 

na migração; entretanto, a baixa quantidade dessa célula na região possivelmente 

contribui para que os impactos nessa subpopulação sejam mais restritos. 

Alterações em IGs no contexto do TEA já foram descritas em múltiplos 

contextos, majoritariamente através de evidências que demonstram perdas nesse 

componente inibitório (NOMURA, 2021). No nosso grupo de pesquisa já foi 

observado um padrão de alteração em neurônios PV+ no córtex somestésico 

análogo ao CPFm, com o VPA induzindo aumento da razão de PV+ nas camadas 

superiores e reduzindo nas inferiores, novamente indicando uma alteração na 

laminação (FONTES-DUTRA et al., 2018). No CPFm, disfunções em PV+ 

possivelmente estão associadas com as alterações em sociabilidade observadas no 

modelo VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; HIRSCH et al., 2018), tendo em vista 

que, nessa região encefálica, os PV+ medeiam processos sociais complexos como 

novidade social (BROWN et al., 2015), memória de curta duração e flexibilidade 

cognitiva (MURRAY et al., 2015). Em relação aos CB+, há descrição de redução na 

densidade em modelo de estresse por separação neonatal, indicando um possível 

envolvimento desse IG em comportamentos associados com estruturas límbicas 

como a amígdala (HELMEKE et al., 2008). Os IGs SOM+ também apresentam 

função importante para o comportamento social no CPFm, sendo relacionados com 

a capacidade de discriminar estados afetivos (SCHEGGIA et al., 2020) e com a 

consolidação de memórias aversivas (CUMMINGS; CLEM, 2020) – no contexto do 

TEA, porém, há escassez de evidências sobre esse IG até o momento.  



122 
 

 

Nos bancos de dados, evidências de KALISH et al., 2020, corroboram a 

hipótese de falhas na migração uma vez que tanto a GE quanto os IGs provenientes 

dessa região apresentam uma série de alterações em diversas vias celulares logo 

após a indução do referido modelo. É possível que o VPA trace um paralelo nesse 

aspecto, especialmente tendo em vista a sua capacidade de modificar a expressão 

de FTs. O aumento na expressão de LHX6 identificado no CPFm é um indicativo de 

uma mudança na maquinaria transcricional a longo prazo, tendo em vista o papel 

desse FT no período embrionário. 

Em relação aos parâmetros sinápticos e de receptores GABAérgicos no 

CPFm, a exposição intraútero ao VPA foi capaz de reduzir o imunoconteúdo de 

GABAA, gefirina e neuroliguina-2, enquanto o tratamento com RSV per se teve efeito 

similar nas referidas proteínas sinápticas. Reduções na expressão de GABAA já 

foram observadas no cerebelo, córtex parietal, córtex frontal (FATEMI et al., 2009) e 

CCa (OBLAK; GIBBS; BLATT, 2009) de indivíduos com TEA. Essa alteração 

provavelmente tem um reflexo importante em parâmetros comportamentais, uma vez 

que animais KO seletivo para subunidade 5α do receptor GABAA apresentam 

características do tipo TEA (MESBAH-OSKUI et al., 2017). Além disso, em outros 

modelos como o da síndrome de Jacobs, já se observou prejuízo na sinalização 

mediada por GABAA (NAKAMURA et al., 2016). Interessantemente, o tratamento 

com benzodiazepínicos (agonistas de GABAA) foi capaz de trazer melhorias 

comportamentais no modelo BTBR (HAN et al., 2014). Finalmente, a dinâmica de 

expressão de GABAA durante o desenvolvimento é um fator importante para a 

migração de IGs (LUHMANN; FUKUDA; KILB, 2015), sendo mais um possível fator 

que contribui para a alteração vista na distribuição de CB+, PV+ e SOM+ no CPFm.  

Em relação às proteínas sinápticas, as alterações observadas tanto pelo VPA 

quanto para o RSV possivelmente apontam para a via da NOTCH, a qual é 

sabidamente modulada tanto por RSV quanto por VPA (JI; KE; GAO, 2017). Essa 

via possui papel importante na regulação do desenvolvimento sináptico (GINIGER, 

2012) e, além disso, foi descrita como alterada no banco de dados de CANALES et 

al., 2020, indicando um papel de relevância no contexto do TEA. Essa via também 

foi evidenciada no contexto de FTs em alterações genéticas e FTs em interação com 

fatores de risco ambientais, destacando essa rota de sinalização no contexto de 

DNs. Apesar do tratamento com RSV ter efeito similar ao do VPA na via da NOTCH, 

não se observa indicativos de alterações histológicas e comportamentais no grupo 
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RSV (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; FONTES-DUTRA et al., 2018,  2019; HIRSCH 

et al., 2018). Entretanto, a análise de gefirina no córtex somestésico demonstrou que 

o grupo RSV situava-se em níveis intermediários entre controle e VPA, sugerindo 

que o RSV modula componentes sinápticos (FONTES-DUTRA et al., 2018).  

Em relação ao HC, foi possível observar alterações bem mais sutis do que as 

identificadas no CPFm, indicando que, ao menos nessa idade, o dano se concentra 

em estruturas corticais como o CPFm e o córtex somestésico (FONTES-DUTRA et 

al., 2018). O GD foi a principal sub-região afetada, especialmente a composição de 

IGs SOM+ e quantidade de neurônios totais. Esse tipo de alteração já foi identificada 

em outro estudo com o modelo VPA, onde a alteração na disposição dos neurônios 

nessa região foi associada com falhas na sinalização mediada pela quimiocina 

CXCL12 e seu receptor CXCR4 (DANZER, 2019), os quais também desempenham 

um papel fundamental também na migração de IGs. Complementarmente, a 

utilização de VPA em animais de modelo de doença de Alzheimer também foi capaz 

de promover neurogênese hipocampal através do aumento nos níves de β-catenina 

e da inibição de GSK-3β (ZENG et al., 2019).  

Finalmente, a alteração promovida exclusivamente em SOM+ no HC compõe 

uma condição que potencialmente altera processos de consolidação de memórias 

de medo (já descritas no TEA, porém com uma abordagem voltada para o papel da 

amígdala) (MARKRAM et al., 2008) uma vez que estudos apontam que uma 

microcircuitaria baseada na inibição lateral dos dendritos das células da camada 

granular do GD promovida por SOM+ dos dendritos é determinante para esse 

processo (STEFANELLI et al., 2016). Os SOM+ são fundamentais para a integração 

e comunicação entre CPFm e HC, pois a inibição de SOM+ hipocampais induz 

prejuízos na formação de memória de trabalho (ABBAS et al., 2018), de forma que 

esse tipo de alteração pode contribuir para agravar os prejuízos observados no 

próprio CPFm. Por fim, em relação às proteínas sinápticas e receptores de GABA, 

não se observou qualquer alteração no HC, indicando que o dano se restringiu a 

aspectos histológicos e de citoarquitetura. 

O efeito preventivo do RSV se destaca no aspecto de composição de IGs e 

da manutenção da citoarquitetura do CPFm e de forma parcial no HC. Ao evitar o 

aumento de neurônios totais, além de equilibrar números e proporções de CB+, PV+ 

e SOM+, é provável que ocorra uma restauração do equilíbrio E/I, melhorando 

parâmetros comportamentais, especialmente de sociabilidade, conforme já foi 
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observado em outros estudos do grupo. Diversas hipóteses surgem para explicar 

como o RSV pode, de maneira preventiva, dirimir os danos induzidos pelo VPA: 

A) O RSV, através de seu papel antioxidante (PINYAEV et al., 2019), 

estabelece um potencial protetivo ao dano oxidativo induzido pela exposição ao VPA 

via alteração no metabolismo de carboidratos: essa hipótese é embasada pelos 

bancos de dados CANALES et al., 2021; CUI et al., 2020 e OSKVIG et al., 2012, que 

apontam para disfunção no metabolismo de carboidratos e no metabolismo 

mitocondrial em etapas precoces (E12,5, por exemplo) e que vão progredindo 

conforme o passar do tempo. A proliferação de progenitores neuronais depende 

fortemente da glicose aeróbica como forma de obtenção de energia (ZHENG et al., 

2016) e, além disso, os mecanismos de geração de ROS operam de maneira 

refinada como forma de sinalizar a geração de neurônios de camadas profundas e 

superficiais do córtex (CHUI et al., 2020); 

B) A ação anti-inflamatória do RSV ocorre por múltiplas rotas, incluindo a 

modulação de STAT (COUTINHO et al., 2018), FOXP3 (SINGH et al., 2013), e 

GATA3 (OKADA et al., 2012), vias já descritas como alteradas no modelo animal de 

TEA BTBR. Nesse mesmo modelo, o RSV foi capaz de mitigar as alterações nesses 

FTs, trazendo melhora comportamental (BAKHEET et al., 2017). Tendo em vista que 

a exposição ao VPA induz uma série de alterações imunológicas (DECKMANN et 

al., 2018), é possível que essa seja uma via de prevenção do RSV.  

C) O RSV, através de seu papel ativador das SIRTs (CHAO et al., 2017) 

contrapõe a inibição das HDACs promovida pelo VPA (GÖTTLICHER et al., 2001), 

equilibrando distúrbios na maquinaria transcricional: o VPA já demonstrou papel 

relevante na modulação de diversos FTs essenciais para o desenvolvimento e 

migração neuronais, incluindo TCF4, PAX6 e outros, conforme visto no artigo de 

revisão presente no Capítulo I. Um dos possíveis mecanismos por trás dessa 

influência provavelmente é a inibição direta de HDACs, as quais possuem ampla 

descrição de interação com FTs. Vias como a NOTCH e WNT, descritas como 

alteradas nos bancos de dados, também já foram reportadas como consequências 

das modificações em FTs no Capítulo I, adicionando mais evidências a essa 

perspectiva. Dessa forma, ao ativar as SIRTs, que são HDACs, o RSV poderia 

estabelecer um equilíbrio durante o período de tratamento, evitando o dano brusco 

da injeção em alta dose do VPA. 
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D) Estudos in vitro apontam o RSV como um importante modulador de 

CXCR4 e CXCL12 (HAJINEJAD et al., 2018; JANG et al., 2019), rota de sinalização 

relevante para a composição de neurônios do HC e sabidamente alterada pelo VPA 

(DANZER, 2019). Essa via específica poderia estar associada aos resultados de 

prevenção observados no GD. 

Figura 2: Principais hipóteses de rotas potencialmente alteradas pelo 

VPA e moduladas pelo RSV. 

A) O VPA induz aumento nos parâmetros de estresse oxidativo como a geração de 

espécies reativas de oxigênio. O RSV, através da sua ação antioxidante, evita danos 

a células altamente suscetíveis como os precursores neurais; B) O VPA induz 

alterações pró-inflamatórias, alterando parâmetros celulares e de citocinas, 

enquanto o RSV, através da sua ação anti-inflamatória, previne essas alterações; C) 

O VPA inibe as HDACs, intensificando processos de transcrição. O RSV é um 

estimulador de SIRTs, uma classe de HDACs, possivelmente equilibrando o efeito 

do VPA. D) O VPA modula as vias associadas com o receptor CXCR4 e seu ligante 

CXCL12, os quais são importantes para manutenção da composição neuronal, 

especialmente no HC. O RSV também possui ação modulatória nessa via, 

possivelmente mitigando a ação do VPA. 

As análises de bancos de dados demonstram, inicialmente, que uma parcela 

importante dos GDEs possui uma relevante representação na plataforma SFARI, um 

dos maiores bancos de dados sobre TEA disponíveis. Além disso, conforme 

demonstrado ao longo da discussão, foi possível situar diversos dados dentro das 

alterações observadas, especialmente no CPFm, facilitando a formação de 

hipóteses mais embasadas. 

De forma geral, o desequilíbrio no metabolismo de carboidratos parece ser 

uma das alterações mais precoces induzidas pelo VPA, conforme observado no dia 

E12,5 em CANALES et al., 2021 e nos organoides em CUI et al., 2020. 

Sabidamente, o VPA é capaz de inibir a ativação da proteína GSK3β (CHEN et al., 
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1999), situação já associada com um desequilíbrio no metabolismo da glicose (PAL 

et al., 2014), ressaltando um possível papel dessa via nesse tipo de alteração. Na 

sequência, diversos bancos apontam para uma regulação positiva de genes 

associados ao metabolismo mitocondrial CANALES et al., 2021, CUI et al., 2020 e 

OSKVIG et al., 2012, sugerindo o estabelecimento de uma alteração metabólica 

potencialmente geradora de EROs (BHATTI; BHATTI; REDDY, 2017). O VPA é 

capaz de interagir diretamente na mitocôndria através de ação na β-oxidação de 

ácidos graxos, interferindo na disponibilidade de carnitina e acetilcoenzima-A (SILVA 

et al., 2008), demonstrando uma possível via que justificaria a alteração observada. 

Ao longo do desenvolvimento embrionário, é possível observar uma tendência 

de aceleração da maturação neuronal, com regulação positiva de componentes 

como sinapse, adesão celular e metabolismo de purinas, metabolismo de 

neurotransmissores e outros. Em indivíduos com TEA, já foram descritas alterações 

de proliferação sináptica desenfreada, seguida de ausência de poda adequada 

(TANG et al., 2014), além de desbalanço no conteúdo de neurotransmissores como 

GABA e glutamato (HORDER et al., 2018), enquanto mudanças no perfil de 

sinalização por purinas já foram amplamente discutidas em modelos animais 

(NAVIAUX et al., 2014), conforme sumarizado no capítulo em anexo, demonstrando 

aspectos translacionais importantes. Interessantemente, muitas dessas alterações 

são observadas nos organoides expostos ao VPA, reafirmando pontos em comum 

com outros modelos animais e in vitro de TEA. Por outro lado, GDEs envolvidos no 

ciclo celular, expressão gênica e regulação do metabolismo proteico estão 

negativamente regulados, novamente consolidando indícios de que alteração na 

maquinaria transcricional, especialmente FTs, podem ser um componente 

importante na indução dos modelos de TEA.  

No intuito de expandir as análises para outras etapas do desenvolvimento, a 

fim de verificar uma possível progressão dos danos observados na idade jovem, 

bem como avaliar se as prevenções do RSV se estendem à vida adulta em animais 

de 120 dias, optou-se por analisar, no HC, IGs e componentes de sinalização 

celular. A escolha da região se justifica por diversos dados de alterações, inclusive 

comportamentais. No nosso grupo de pesquisa, observou-se que o VPA induziu 

alterações comportamentais a longo prazo, prejudicando o comportamento do tipo 

empático em animais de idades similares à abordada no presente trabalho 

(FONTES-DUTRA et al., 2019). 
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Inicialmente, uma das principais alterações hipocampais observadas foi uma 

impactante alteração morfológica induzida pelo VPA, caracterizada por dois 

componentes principais: perda neuronal no GD, concedendo a essa região um 

aspecto “incompleto” e descompactação neuronal em CA1. Esse tipo de alteração 

remete à esclerose hipocampal (KITAURA et al., 2018), um tipo de lesão progressiva 

associada a desequilíbrios eletrofisiológicos, especialmente epilepsia (WALKER, 

2015). Interessantemente, já foram identificadas (utilizando técnicas de 

eletrofisiologia in vitro) reduções na frequência e no tempo de decaimento de 

correntes inibitórias, além da presença, in vivo, de descargas de ondas lentas 

durante o ciclo de vigília em 40% na região do córtex sometésico dos animais VPA 

em idade jovem, sendo todas essas alterações foram prevenidas pelo tratamento 

pré-natal com RSV (Fontes-Dutra et al., 2022 – em preparação). Paralelamente, foi 

possível observar que o RSV também evitou as alterações morfológicas observadas 

no HC, sugerindo que, ao evitar alterações eletrofisiológicas desde idades mais 

precoces, esse composto acaba agindo de forma neuroprotetora. 

Diversos estudos já demonstram que o RSV possui capacidades 

neuroprotetoras em relação a danos hipocampais. Em análise de pacientes com 

status epileticus se observou que o RSV foi capaz de evitar a progressão do dano 

hipocampal, evitando a progressão de alterações comportamentais (CASTRO et al., 

2017), além de melhorar parâmetros de conectividade, metabolismo de glicose e 

neuroinflamação (KÖBE et al., 2017). Nosso grupo de pesquisa já observou 

alterações no HC do modelo animal VPA em relação ao metabolismo do glutamato 

em P120 (BRISTOT SILVESTRIN et al., 2013). Os animais VPA tiveram aumento da 

atividade de captação de glutamato, níveis aumentados de GLT1, aumento dos 

níveis de glutationa (GSH) e diminuição da atividade de glutamina sintetase (GS). 

Esses dados demonstram importantes alterações glutamatérgicas no HC a longo 

prazo, as quais poderiam contribuir para o dano observado. 

Os mecanismos envolvidos no efeito preventivo do RSV ainda não são 

conhecidos, porém, considerando estudos com outros transtornos psiquiátricos, 

podemos destacar a modulação de SIRT como uma das hipóteses mais plausíveis. 

Em modelo animal de esquizofrenia, o RSV foi capaz de inibir o estresse oxidativo 

no HC através do aumento na expressão de SIRT e BDNF (do inglês, brain derived 

neutrophic factor) (NIU; CAO; JI, 2020), efeito similar foi observado em modelo de 

declínio cognitivo associado a diabetes (TIAN et al., 2016). As SIRTs também são 
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responsáveis por equilibrar a dinâmica mitocondrial, regulando, em conjunto com 

PGC-1α, aspectos de biogênese e mitofagia com o intuito de promover a 

homeostase metabólica (XU et al., 2018). Esse aspecto é de grande relevância, 

tendo em vista que na análise de bancos de dados de embriões (abordada no 

Capítulo II) é possível observar um desbalanço no metabolismo de carboidratos e no 

metabolismo mitocondrial já em idades precoces no contexto do TEA. 

Em relação aos achados quantitativos em cada sub-região para neurônios 

totais e IGs, houve impacto diferencial da indução com VPA – e, consequentemente 

do RSV – no GD, CA1, CA2 e CA3. Similarmente ao que já tinha sido observado em 

animais jovens, o GD se destacou como uma das regiões mais afetadas. A redução 

quantitativa em neurônios totais foi um dos efeitos mais relevantes do VPA, inclusive 

explicando a aparência descontínua do GD nas observações em maior aumento, 

novamente com o RSV proporcionando um efeito preventivo na perda neuronal. 

Além das hipóteses já elencadas acerca da ação do RSV, outro possível 

componente é a neurogênese hipocampal. Em modelo de envelhecimento, o 

tratamento com RSV foi capaz de estimular a neurogênese, prevenir ativação glial e 

reatividade microglial, além de otimizar a microvasculatura local (KODALI et al., 

2015). Efeito similar foi observado em animais expostos a estresse pré-natal, 

situação em que o RSV promoveu a neurogênese, além de restaurar a expressão de 

BDNF (MADHYASTHA; SEKHAR; RAO, 2013). 

Em relação aos IGs, não foi possível observar alterações significativas em 

PV+ nessa sub-região, enquanto CB+ demonstrou decréscimo em número e SOM+ 

representou a alteração mais significativa com aumento em número e razão. Em 

decorrência do número reduzido em CB+, os resultados podem ser mais voláteis do 

que os demais IGs. Em relação aos SOM+, foi possível observar que o VPA induziu 

um aumento no número independente do tratamento com RSV, porém quando se 

observa a razão de SOM+/neurônios totais é possível observar que o tratamento 

com RSV é capaz de retomar o equilíbrio nessa proporção. 

Alterações em CB+ já foram descritas no contexto do TEA, incluindo um 

aumento na densidade no GD (LAWRENCE et al., 2010), entretanto as evidências 

acabam sendo limitadas. Uma questão importante a se destacar é o número 

reduzido desse tipo de células, o que acaba interferindo diretamente nas 

quantificações e gerando oscilações que podem ser decorrentes de limitações da 

técnica. Porém, condições como a exposição a estresse precoce (LI et al., 2017) e 
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status epileticus induzido por pilocarpina (CARTER et al., 2008) já foram associados 

com redução a longo prazo na expressão de calbindina, sugerindo que 

desequilíbrios E/I de fato podem interferir nessa subpopulação, porém se faz 

necessário ampliar as investigações para outras regiões do HC, como o HC ventral, 

a fim de obter um panorama mais amplo. 

Referente aos SOM+, foi possível observar que o dano visto em P30 se 

manteve até P120, com o aumento da razão dessa IG no GD. Interessantemente, 

apesar de não ser capaz de reduzir efetivamente o número de SOM+, o RSV é 

capaz de estabelecer um equilíbrio na razão, possivelmente através de uma ação 

parcial no número de SOM+ e de uma ação mais contundente no número de 

neurônios totais, prevenindo a alteração induzida pelo VPA em P120. No contexto 

do TEA, há poucas evidências sobre o papel desse IG. Animais KO seletivo para 

ARIDB1 (gene de risco para o TEA) em IGs SOM+ e PV+ apresentam 

características do tipo autista (SMITH et al., 2020); similarmente, animais KO para 

MECP2 nesses mesmos neurônios apresentam características da síndrome de Rett, 

uma desordem com pontos em comum com o TEA (ITO-ISHIDA et al., 2015).  

As demais alterações em SOM+ presentes nas sub-regiões CA1 e CA2 (tanto 

em número quanto em proporção, com prevenção do RSV na razão de CA2 e efeito 

per se em CA1), remetem a alterações no perfil de migração dos IGs, uma vez que 

há concentração dessas células no GD em detrimento das sub-regiões. Novamente, 

a hipótese da rota de sinalização CXCR4-CXCL12 se destaca, tendo em vista a sua 

influência na composição neuronal do HC (DANZER, 2019). Os IGs SOM+ estão 

associados com a modulação de memórias, especialmente a regulação das 

dimensões do engrama (através da inibição lateral, os SOM+ restringem a 

quantidade de neurônios associada com a formação de determinada memória) 

(STEFANELLI et al., 2016), além de induzirem plasticidade sináptica de longa 

duração, modulando toda circuitaria hipocampal (HONORÉ et al., 2021). O fato dos 

CB+ apresentarem um padrão oposto em relação aos SOM+ nessa região 

possivelmente ocorre pelo fato das subpopulações serem originadas em locais 

diferentes, enquanto SOM+ se concentra na EGM, CB+ está mais restrito a CGE 

(KELSOM; LU, 2013), de forma que o VPA provavelmente atinge essas duas 

subpopulações de forma diferente. 

Em CA1, foi possível observar alterações nas três subpopulações de IGs, 

ainda que em neurônios totais o número não tenha sido alterado, ainda que o VPA 
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tenha induzido descompactação da camada granular. O VPA foi capaz de induzir 

reduções no número PV+ e células SOM+. A administração pré-natal de RSV 

preveniu diminuições no número e razão de CB+. Os PV+ dessa região já foram 

associados com processos de consolidação de memórias (OGNJANOVSKI et al., 

2017), formação de memória de trabalho espacial (MURRAY et al., 2011) e 

memórias sociais (DENG et al., 2019). O padrão similar de resultado para PV+ 

observado em CA2 e CA3 possivelmente contribui para alteração na circuitaria 

hipocampal, tendo em vista que os PV+ são importantes reguladores das vias que 

conectam CA1, CA2 e CA3 (NASRALLAH et al., 2019). Esse conjunto de evidências, 

novamente, remete aos dados observados para comportamento social do tipo 

empático no modelo VPA: é possível que o RSV seja capaz de mitigar alterações 

sociais em idades mais avançadas, conforme já indicado em estudos do grupo para 

outras idades, porém parâmetros associados com memória a aprendizado 

(essenciais para desempenho do comportamento avaliado, que consiste na abertura 

de um aparato para liberação de um animal coespecífico) não são totalmente 

contemplados, mantendo o prejuízo comportamental (FONTES-DUTRA et al., 2019). 

Em relação às vias de sinalização avaliadas, observou-se que o RSV não 

conseguiu prevenir as alterações hipocampais de PTEN total, CK2 e AKT 

observadas no grupo VPA. No entanto, não ocorreram alterações nos níveis de 

fosforilação e, possivelmente, na atividade de PTEN, AKT e GSK3β. Camundongos 

KO específico para PTEN em células PV+ e SOM+ apresentaram déficits sociais, 

estereotipias e coordenação motora/aprendizagem prejudicada de forma similar ao 

observado no TEA. Além disso, esses animais apresentaram alterações 

comportamentais específicas conforme o tipo de neurônio alterado: camundongos 

KO PTEN em SOM+ exibiram comportamentos semelhantes a ansiedade, enquanto 

camundongos KO PTEN em PV+ apresentaram hiperlocomoção (SHIN; SANTI; 

HUANG, 2021). A alteração observada em PTEN pode ter associação com CK2, que 

está aumentada no grupo VPA, uma vez que a capacidade inibitória de CK2 sobre 

PTEN (BARATA, 2011) possivelmente também modula seus níveis e/ou atividade. 

Finalmente, a diminuição de AKT pode impactar a atividade do mTOR que, por sua 

vez, afeta a regulação da memória hipocampal, tendo em vista que os IGs SOM+ 

depende do complexo mTORC1 para desempenhar atividades associadas com 

consolidação de memórias aversivas e memórias espaciais (ARTINIAN et al., 2019), 

é possível que essa alteração se some às disfunções observadas nessas células.  



131 
 

 

Ainda que as alterações nas proteínas descritas não possam explicar 

completamente as questões comportamentais e morfológicas do modelo VPA, a 

análise da sua participação no contexto do TEA deve ser expandida para outras 

regiões e idades, tendo em vista o papel relevante em diversas funções dos IGs. 

Ainda, como já citado, essas proteínas fazem parte de vias que participam de 

diversos processos envolvendo memória, um aspecto que possivelmente está 

alterado no modelo VPA em P120, tendo em vista os dados observados no HC.  

Análises preliminares de IGs no CPFm (ANEXO 5), demonstram que, ao 

longo do desenvolvimento, o aumento de celularidade parece ser equilibrado até 

mesmo no grupo VPA, condizente com as informações de que o aumento no volume 

encefálico no TEA é um fenômeno transitório (LANGE et al., 2015). Entretanto, as 

diversas alterações em IGs, não prevenidas pelo RSV, podem ser um reflexo 

também do desequilíbrio E/I prolongado. Além disso, CPFm e HC apresentam 

importante conectividade, de forma que alterações nessas regiões possivelmente 

levam a um impacto recíproco (SIGURDSSON; DUVARCI, 2016). A avaliação de 

parâmetros de apoptose, bem como do conteúdo de GABA e das enzimas GAD65 e 

GAD67 em CPFm são alternativas relevantes para verificação da viabilidade e 

maturação dos IGs a longo prazo nessa região. 

Partindo uma perspectiva integrativa, buscou-se identificar, ao longo de três 

pontos do desenvolvimento, incluindo vida pré-natal, idade jovem (P30) e idade 

adulta (P120), vias envolvidas em componentes inibitórios, com destaque para os 

IGs CB+, PV+ e SOM+. As avaliações da literatura e de bancos de dados auxiliaram 

na formulação de hipóteses concretas, viabilizando diversas opções para análise. 

Ao observarmos os picos de expressão dos FTs obtidos em Cardoso-Moreira 

et al., 2019, é possível visualizar uma concentração em períodos iniciais da 

gestação, um primeiro indício de que os FTs são possíveis alvos de vulnerabilidade 

nesse período. Além disso, as rotas enriquecidas para os FTs alterados no TEA 

ressaltam vias em comum com as observadas na análise de bancos de dados, 

incluindo regulação da transcrição, via da WNT e vias de metabolismo proteico.  

Tendo em vista que o VPA possui ampla ação sobre FTs e sobre a 

maquinaria de transcrição de forma geral (devido à modulação de HDAC), é possível 

hipotetizar que uma exposição a alta dose durante um período precoce da gestação 

possivelmente gera uma cadeia de desequilíbrios na organização da transcrição. Em 

animais de P30, a observação da severa alteração na citoarquitetura do CPFm pode 
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ser um indício de que alguma alteração dessa natureza é plausível. Neurônios 

excitatórios possuem uma rota relativamente mais simplificada de migração 

(REINER et al., 2016), entretanto IGs demandam rotas de migração complexas que 

envolvem, além da matriz de expressão de FTs (WONDERS; ANDERSON, 2006), 

outros elementos de sinalização como semaforinas (CHEN et al., 2008), citocinas 

(MA et al., 2014), neurotransmissores (HENG; MOONEN; NGUYEN, 2007) e 

elementos da matriz extracelular (LONG; HUTTNER, 2019). Essa gama de variáveis 

provavelmente está associada à diversidade de resultados observada nas diferentes 

subpopulações de IGs, bem como as origens diferentes dessas células na EG. 

Diversos componentes também se destacam como possíveis vias envolvidas 

nas alterações sinápticas observadas em P30. Uma das mais consolidadas é a via 

da NOTCH, visto que essa via está enriquecida para FTs modificados por fatores 

ambientais, conforme consta no capítulo I, e se destaca na análise dos bancos de 

dados. Além disso, as evidências de resultados similares para VPA e RSV reforçam 

essa possibilidade, dado o padrão similar de expressão em ambos os grupos. 

Entretanto, outros fatores como o remodelador de cromatina CHD8, um componente 

alterado em modelos de TEA (KATAYAMA et al., 2016) e sabidamente influenciado 

pelo VPA (ZOU et al., 2022), também se destaca nesse contexto, tendo em vista que 

alterações nesse remodelador prejudicam o desenvolvimento das sinapses 

(JIMÉNEZ et al., 2020) e induzem falhas sinápticas, com desequilíbrio na razão 

entre sinapses excitatórias e inibitórias (ELLINGFORD et al., 2021). No capítulo I, 

observou-se que CHD8 também interage com o FT REST (ou RE-1), estabelecendo 

um possível elo entre mudanças epigenéticas e FTs, já que esse FT também é 

capaz de modular sinapses, especialmente as inibitórias (PRESTIGIO et al., 2021). 

Durante o desenvolvimento, a sinalização por GABA em IGs é fundamental 

para processos de migração. O influxo de cálcio promovido por esse 

neurotransmissor induz alterações no citoesqueleto que favorecem a movimentação 

dos IGs (LUHMANN; FUKUDA; KILB, 2015). De forma complementar, quando há 

acréscimo na expressão do cotransportador de KCl e consequente troca da 

característica do GABA de excitatório para inibitório há uma sinalização de parada 

da migração (INAMURA et al., 2012). Interessantemente, alterações na expressão 

de REST já foram associadas com redução na expressão do cotransportador de 

KCl, adiando a troca de característica do GABA de excitatório para inibitório 

(CORRADINI et al., 2018), conforme visto no capítulo I. Dessa forma, é possível que 
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a alteração em GABAA também possa ser um resultado de alterações 

transcricionais, viabilizando um ambiente de desequilíbrio nas rotas de sinalização 

durante a vida embrionária que culmina em alterações no equilíbrio E/I durante a 

vida pós-natal. 

Os aspectos hipocampais se destacam principalmente pela observação da 

progressão do dano entre as idades jovens e adultas. O surgimento de lesões 

relevantes, bem como as múltiplas alterações na composição de neurônios em 

diferentes sub-regiões demonstra a relevância de uma intervenção precoce para a 

preservação da funcionalidade dessa região encefálica. Além disso, o conjunto de 

dados apresentado sugere que a exposição prolongada a um prejuízo no equilíbrio 

E/I é capaz de causar danos estruturais no HC. Poucos estudos avaliam adultos 

com TEA; em relação ao HC nessa idade, especificamente, alguns trabalhos 

sugerem aumento de volume dessa região (MAIER et al., 2015), além de acúmulo 

de metabólitos derivados de colina e creatina (SUZUKI et al., 2010), porém há 

limitações de número amostral e representatividade da amostragem. 

De forma geral, foi possível observar pontos importantes e que constituem 

elos plausíveis dentro da fisiopatologia do TEA ao longo dos capítulos. As alterações 

na vida intraútero evidenciadas pelo papel dos FTs e pelas análises de bancos de 

dados sustentam a hipótese de que alterações precoces na transcrição levam a 

diversos desequilíbrios metabólicos e nas dinâmicas de ciclo celular, aspectos 

fundamentais para células progenitoras. Além disso, as mudanças na composição 

neuronal, sinapses, receptores de GABA e proteínas de sinalização possivelmente 

refletem prejuízos principalmente no componente inibitório, condição que está de 

acordo com o apontado no TEA por diversas evidências da literatura (BELMONTE et 

al., 2004; BRUINING et al., 2020; GONÇALVES et al., 2017). Assim, foi possível 

observar que a intervenção precoce representada pelo tratamento intraútero com 

RSV foi capaz de prevenir diversas alterações induzidas pela exposição ao VPA 

inclusive a longo prazo. Essa ação preventiva otimiza o entendimento de aspectos 

da fisiopatologia do TEA ao longo do desenvolvimento, contribuindo, através de uma 

perspectiva translacional, para a caracterização de pontos críticos na vida 

embrionária/fetal, jovem e adulta. Esse tipo de análise expande horizontes sobre 

intervenções específicas para cada idade, potencialmente embasando novas 

alternativas terapêuticas voltadas para a melhoria da qualidade de vida de indivíduos 

com TEA em diferentes faixas etárias.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 

 No presente trabalho, buscou-se analisar, ao longo das etapas do 

desenvolvimento, diversos aspectos associados aos componentes inibitórios 

encefálicos no modelo animal de TEA induzido pela exposição pré-natal ao VPA, 

bem como aferir os potenciais efeitos preventivos do tratamento intraútero com RSV. 

Além disso, com o intuito de consolidar e fomentar hipóteses, foram utilizadas 

ferramentas de bioinformática como análises de bancos de dados e avaliação de 

rotas de interação, além de compilados de dados da literatura. 

Através do Capítulo I, foi possível observar a relevância dos FTs no contexto 

de DNs, demonstrando suas rotas de expressão ao longo da vida intraútero, as 

principais regiões ou estruturas onde a expressão é mais relevante, bem como as 

principais rotas envolvidas com cada grupo de FTs. Além disso, a observação de 

que fatores de risco ambientais, como a exposição ao VPA, são capazes de alterar o 

padrão de expressão dos FTs, levando a danos teciduais e mudanças 

comportamentais relevantes, consolidou a análise dos FTs no contexto da 

fisiopatologia do TEA. 

No Capítulo II, observou-se que a exposição pré-natal ao VPA induziu 

alterações críticas na estrutura do CPFm, modificando a composição neuronal dessa 

região, afetando não só neurônios totais como também IGs. Além disso, 

componentes sinápticos e o receptor GABAA também foram afetados nessa mesma 

região. No HC, o dano induzido foi proporcionalmente menor, porém, conforme 

observado posteriormente, já indicava possível prejuízo expandido a longo prazo. O 

tratamento com RSV foi capaz de prevenir uma ampla gama de alterações, 

especialmente no CPFm, ainda que nos componentes sinápticos alguns efeitos 

tenham tido similaridades com o VPA. Através da análise dos bancos de dados, bem 

como observando as informações compiladas no Capítulo I, foi possível traçar rotas 

possivelmente alteradas na vida embrionária/fetal, tais como o controle da 

maquinaria de transcrição, o metabolismo de carboidratos, via da WNT, via da 

NOTCH e outras possivelmente envolvidas nos danos observados em animais de 

P30. 

No Capítulo III, o dano hipocampal induzido pela exposição pré-natal ao VPA 

apresenta uma importante expansão, inclusive sob um ponto de vista estrutural, com 

descontinuidade do GD e descompactação de CA1. Além disso, houve alterações 



135 
 

 

em IGs ao longo de todas as sub-regiões hipocampais, demonstrando um padrão de 

dano disseminado, ainda que GD tenha sido a região com maior evidência de 

prejuízos. Alterações em proteínas de sinalização celular também foram 

evidenciadas e, ainda que não se possa traçar paralelos diretos com outros 

resultados, é relevante notar esse outro aspecto de dano na idade adulta. 

Finalmente, o tratamento pré-natal com RSV foi capaz de trazer diversos benefícios, 

mitigando os danos estruturais e contribuindo para manutenção do equilíbrio na 

composição neuronal do HC. 

De forma geral, é possível observar o papel protetor do RSV, tendo em vista 

que o tratamento foi capaz de prevenir diversas alterações induzidas pela exposição 

ao VPA a curto e longo prazo. Apesar de não ser uma estratégia terapêutica no 

presente formato, é importante observar o impacto positivo de uma intervenção 

precoce no contexto do TEA. No grupo de pesquisa, já existem dados demonstrando 

que a suplementação com RSV em crianças com TEA foi capaz de reverter a 

irritabilidade e, assim, trazer aumento considerável na qualidade de vida. Sendo 

assim, o RSV, ao apresentar características antioxidantes, anti-inflamatórias, 

neuroprotetoras e possivelmente reguladoras da transcrição (com efeito oposto ao 

VPA) tem um alto potencial no modelo VPA, contribuindo na elucidação de diversos 

componentes da fisiopatologia do TEA. 
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 Figura 2: Visão geral dos dados obtidos ao longo do trabalho  

Compilado dos principais achados da presente tese, bem como as associações 

identificadas entre os diferentes capítulos. 

 

5. PERSPECTIVAS 

 Em decorrência da pandemia de COVID-19 (do inglês, coronavírus disease), 

diversas etapas que inicialmente seriam contempladas na presente tese precisaram 

ser adiadas, levando ao surgimento de alternativas, especificamente ferramentas de 

bioinformática, que pudessem contemplar o desvio de planejamento original. 
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 Observando que a exposição pré-natal ao VPA induz diversas alterações na 

vida pós-natal e tendo em vista que o tratamento com RSV intraútero é capaz de 

prevenir uma parte importante dessas alterações, estabelecem-se as seguintes 

perspectivas em diferentes etapas do desenvolvimento: 

• Embriões removidos no dia gestacional 13,5 (E13,5): 

o Analisar, através de RT-qPCR (do inglês, reverse transcription – 

quantitative real time polymerase chain reaction), a expressão de 

FTs como DLX1, DLX2, DLX 5, DLX6; ARX; SOX6, LHX6 e TCF4; 

o Analisar, através de RT-qPCR a expressão da citocina CXCL12 

bem como do receptor CXCR4; 

o Analisar a proliferação e início da migração de IGs através da 

marcação com BrdU (bromodeoxiuridina) em regiões como a EG. 

• Fetos removidos no dia gestacional 19 (E19): 

o Analisar, através de RT-qPCR a expressão de FTs como DLX1, 

DLX2, DLX 5, DLX6; ARX; SOX6, LHX6 e TCF4; 

o Analisar, através de RT-qPCR a expressão da citocina CXCL12 bem 

como do receptor CXCR4; 

o Analisar, através de imunofluorescência, a distribuição dos IGs CB+, 

PV+ e SOM+ ao longo de diferentes regiões encefálicas; 

o Analisar, através de imunofluorescência, a expressão das enzimas 

GAD65 e GAD67 

o Analisar, através de imunofluorescência, a constituição das camadas 

corticais, utilizando marcadores específicos para cada camada; 

o Analisar, através de western blotting, o conteúdo proteico de 

proteínas envolvidas nas vias da WNT e da NOTCH em diferentes 

regiões encefálicas; 

o Analisar, através de HPLC (do inglês, high-pressure liquid 

chromatography), o conteúdo de neurotransmissores GABA e 

glutamato em diferentes regiões encefálicas. 

• Animais com 30 dias (P30): 

o Analisar, através de microinjeção, a morfologia dos IGs CB+, PV+ e 

SOM+; 

o Analisar, através de imunofluorescência, a distribuição de IGs em 

outras regiões encefálicas como a região da amígdala e o estriado; 
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o Analisar, através de ensaios enzimáticos, a atividade das enzimas 

GAD65 e GAD67; 

o Analisar, através de imunofluorescência, a distribuição de sinapses 

inibitórias e excitatórias em diferentes regiões encefálicas; 

o Analisar, através de western blotting, a expressão de proteínas 

envolvidas com as vidas da WNT e NOTCH em diferentes regiões 

encefálicas. 

• Animais com 120 dias (P120) 

o Analisar, através de imunofluorescência, parâmetros de apoptose no 

HC; 

o Analisar, através de análises eletrofisiológicas in vitro e in vivo, 

possíveis alterações no equilíbrio E/I; 

o Analisar, através de testes comportamentais, aspectos de memória 

espacial, social e de trabalho; 

o Finalizar as análises de IGs no CPFm. 
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ANEXOS 

ANEXO 1 – Carta de aprovação da comissão de ética no uso de animais 

(projeto 35733) 
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ANEXO 2 – Parecer favorável comissão de pesquisa (COMPESQ) 
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ANEXO 3 – Capítulo de livro aceito para publicação (editora Springer Nature) 

 

ANEXO 4 – Dados preliminares: expressão gênica de LHX6 e SOX6 em CPFm 

de animais de 30 dias 

ANEXO 5 – Dados preliminares: análise da composição neuronal em CPFm de 

animais de 120 dias. 

 


