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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) se caracteriza pela manifestagdo de déficits persistentes na comunicagao e interagdo social associados
aos padrdes restritos e repetitivos de comportamentos, interesses ou atividades. Sua prevaléncia demonstrou crescimento nos ultimos
anos, em 2000 era de 1 em 150 criangas, alcangando, em 2016, estimativas de 1 em 54 criangas diagnosticadas, estimulando a busca pela
identificac@o de aspectos biologicos em ambito molecular do transtorno. Com o advento das células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC),
através da reprogramacdo de células somaticas, tornou-se possivel o estudo das células dos portadores in vitro. Portanto, o artigo objetivou
revisar aspectos gerais envolvidos no TEA e as alteragdes celulares e moleculares descritas em células neurais dos portadores, mediante o uso
da modelagem do TEA, a partir de iPSC. Para isso, foi realizada uma revisdo bibliografica de carater descritivo, utilizando bancos de dados
como National Library of Medicine (PUBMED), Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude (Lilacs), preconizando artigos datados de 2014 a 2019. Em conclus@o, os dados reunidos no trabalho demonstram que a
modelagem do TEA, a partir de iPSC, forneceu evidéncias sobre alteracdes de natureza morfologica, funcional e na conectividade neuronal de
neuronios e neuroglias derivadas do autismo. Observando-se, também, anormalidades funcionais importantes no estabelecimento de sinapses,
modificagdes eletrofisiologicas, desequilibrios entre os estimulos excitatorios promovidos pelos neurotransmissores glutamato e estimulos
inibitorios pelos neurotransmissores GABA nessas células, explicitando ainda um compartilhamento de alteragcdes em vias moleculares comuns
entre autismo sindrémico e ndo sindromico.

Palavras-chave: Modelagem de Doengas. Transtorno do Espectro Autista. TEA. iPSC.

Abstract

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is characterized by the manifestation of persistent deficits in communication and social interaction associated
with restricted and repetitive patterns of behavior, interests, or activities. Its prevalence has shown growth in recent years, in 2000 it was 1 in
150 children, reaching in 2016 estimates of 1 in 54 children diagnosed, stimulating the search for the identification of biological aspects at the
disorder molecular level. With the advent of pluripotent induced stem cells (iPSC) through somatic cell reprogramming, it became possible
to study the carriers cells in vitro. Therefore, the article aimed to review general aspects involved in TEA and the cellular and molecular
alterations described in the carriers neural cells, using iPSC modeling of TEA. For this purpose, a descriptive bibliographic review was
carried out using databases such as the National Library of Medicine (PUBMED), Scientific Electronic Library Online (SciELO) and Latin
American and Caribbean Literature on Health Sciences (Lilacs), recommending articles dated from 2014 to 2019. In conclusion, the data
gathered in the work demonstrate that the TEA modeling,from iPSC provided evidence on changes of morphological, functional, and neuronal
connectivity of neurons and neuroglias derived from autism. Important functional abnormalities were also observed in the establishment of
synapses, electrophysiological modifications, imbalances between excitatory stimuli promoted by glutamate neurotransmitters and inhibitory
stimuli by GABA neurotransmitters in these cells, also explaining a sharing of alterations in common molecular pathways between syndromic
and non-syndromic autism.

Keywords: Disease Modelling. Autistic Spectrum Disorder. ASD. iPSC.

1 Introducio que o disturbio afeta cerca de 1% da populagdo mundial
(POSAR; VISCONTI, 2017). Esse crescimento instiga a

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) ¢ um distrbio do O .
busca de uma melhor elucidagdo a respeito dos aspectos

neurodesenvolvimento, cujos sintomas chaves sdo: déficits . .
celulares e moleculares envolvidos em seu desenvolvimento

(RUSSO, 2015).
As pesquisas sobre 0 TEA ganharam nova perspectiva,

persistentes na comunicagao e interacao social, associados
aos padrdes restritos e repetitivos de comportamento, de
interesses ou de atividades (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014; GRIESI-OLIVEIRA; SERTIE, 2017).

a partir do ano de 2006, quando Takahashi e Yamanaka

comprovaram que cé¢lulas diferenciadas através da

Nos tltimos anos, o tema ganhou intensa evidéncia, em

fung@o do aumento consideravel do nimero de casos se estima
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reprogramagao genética podem ser convertidas em células-

tronco pluripotentes induzidas (iPSC) e estas, por sua vez,
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podem se diferenciar em qualquer tipo celular desejado
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et al.,
2007 apud BELTRAO-BRAGA; MUOTRI, 2017).

Essa nova tecnologia tornou vidvel a obtengdo de um
modelo mais eficiente para o estudo do TEA, visto que
mediante a reprogramacdo genética de células periféricas do
portador € possivel gerar iPSC e especializa-las em neurdnios
e neurdglias, que carregam de forma integra a genética do
paciente, permitindo o exame das células do sistema nervoso
central (SNC) de portadores in vitro (ACABE; MUOTRI,
2015).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi revisar aspectos
gerais envolvidos no TEA e as alteragcdes celulares e
moleculares descritas em células neurais dos portadores,
mediante o uso da modelagem do TEA, a partir de iPSC.

2 Desenvolvimento
2.1 Metodologia

O artigo trata de uma revisdo bibliografica com carater
descritivo. O material revisado consistiu em artigos cientificos
recentes em idiomas, como: inglés, portugués e espanhol e, com
menor utilizacdo de livros, teses e dissertagdes. A coleta das
informagdes foi realizada em bancos de dados como Literatura
Latino-Americana ¢ do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs),
Scientific Electronic Library Online (SciELO), sendo a maior
parte retirada da plataforma National Library of Medicine
(PUBMED). Foram utilizados os descritores: Transtorno do
Espectro Autista, Células-Tronco Pluripotentes Induzidas,
Reprogramacao Celular, Técnicas in vitro, iPSC-neuronios de
autistas, Modelagem do Autismo suas combinagdes e termos
em inglés.

Preconizou-se arevisdo de artigos de 2014 a2019, contudo,
informagdes pontuais, necessarias para o entendimento do
distarbio e ausentes em artigos atuais foram retiradas de fontes
datadas de 2010 a 2013, sendo estes os critérios de inclusdo.
Os critérios de exclusdo foram: artigos de periodo inferior a
2009, artigos dos anos de 2014 a 2019 presentes em fontes nao
confiaveis ou que nao apresentavam informagdes importantes
para os topicos abordados.

2.2 Células-Tronco Pluripotentes Induzidas - iPSC

As iPSC sdo células alcangadas, artificialmente, mediante
expressao forgada de fatores de transcricdo associados a
pluripoténcia de células-tronco embrionarias. Permitindo
com que células somaticas, ja em um estado diferenciado,
possam ser convertidas novamente a um estado embrionario.
Sdo capazes de se diferenciar irreversivelmente em células
presentes em qualquer um dos folhetos germinativos.
Morfologicamente s3o pequenas, com grande proporgao
nucleo/citoplasma, bordas claras, se organizando em coldnias
condensadas (BROUWER; ZHOU; KASRI, 2016).

A producdo de iPSC foi descrita, pela primeira vez, em

2006, pelos pesquisadores Kazutoshi Takahashi e Shinya
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Yamanaka, que estabeleceram a tecnologia de reprogramagao
genética de células somaticas,
fibroblastos de murinos ¢, em 2007, fibroblastos humanos
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006; TAKAHASHI et al,
2007 apud TAKAHASHI; YAMANAKA, 2013).

O advento da tecnologia de reprogramacgdo celular
possibilitou o emprego de modelos in vitro para a investigagao
de doengas. Esse novo modelo, resumido na figura 1, baseia-

inicialmente, utilizando

se na diferenciagdo de células somaticas de portadores de
doengas em iPSC. Por carregarem o mesmo material genético
da célula, que a originou, evidenciam fidedignamente
caracteristicas fenotipicas da doenca, sendo consideradas
um dos melhores modelos de estudos na area da biologia.
Outra vantagem ¢ a possibilidade de investigacdo de células
de dificil obtencdo in vivo, citando-se os neur6nios como um

exemplo (RUSSO, 2015; CATELLI, 2016; REIS, 2017).

Figura 1 — Resumo do processo de obtencao das iPSC
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Fonte: Aznar e Tudela (2017, tradugdo nossa).

2.2.1 Tecnologia de reprogramacao celular para obtencao
de iPSC

A técnica de reprogramagdo celular por expressdo de
fatores transcricionais, esquematizada na Figura 2, foi a
estabelecida no experimento de Takahashi e Yamanaka para
a geragdo de iPSC, sendo até os dias atuais o foco para o
desenvolvimento de iPSC em virtude de sua alta eficiéncia
(TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006 apud CATELLI, 2016).

Figura 2 - Técnica de reprogramagéo por expressdo de fatores
transcricionais
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Fonte: Yamanaka; Blau (2010 apud ARAUJO, 2015).
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A primeira etapa da reprogramacdo ¢ a selecdo da fonte
celular. O tipo celular utilizado ¢ um aspecto importante, pois
interfere, diretamente, na eficiéncia e cinética do processo e
deve considerar: suscetibilidade a reprogramagao, facilidade
de obtengdo, eficiéncia e estabilidade para armazenamento
(BROUWER; ZHOU; KASRI, 2016).

Os queratinocitos, por exemplo, obtidos de foliculos
capilares humanos sem procedimentos invasivos, possuem
eficiéncia e um menor tempo para reprogramagdo (RE
et al., 2018). Células de polpa dentaria se mostram uma
excelente fonte de iPSC para a modelagem de doencas
neuropsiquidtricas, em funcdo de sua origem na crista neural a
partir do ectoderma (RUSSO, 2015).

Uma vez escolhido o tipo celular é necessario selecionar
os fatores transcricionais para a reprogramagao. Os fatores de
Yamanaka sdo os mais utilizados e incluem Oct-4, Sox-2, KIf4
e c-Myc, porém outros ja foram identificados e demonstraram
eficiéncia no processo, como: SALL4, DAX1, ESSRB, TBX3,
TCLI1, RIF1 e NAC1 (BROUWER; ZHOU; KASRI, 2016).

O fator de transcrigdo Oct-4 esta relacionado com a
promog¢ao da diferencia¢do celular, sendo importante para
a caracteristica de autorrenovagao das iPCS. Sox-2 possui a
capacidade de assegurar o desenvolvimento, formando com
Oct-4 um heterodimero que impulsiona a expressao do fator
transcricional Nanog. KIf4 bloqueia a expressdo da proteina
p53 promovendo a diferenciagdo da célula embriondria. Ja
c-Myc ¢ necessario para o desenvolvimento embriondrio
normal, induzindo a acetilagdo global de histonas, favorecendo
que Oct-4 e Sox-2 se liguem aos seus locus especificos
(BELTRAO-BRAGA; MUOTRI, 2017).

Esses fatores podem ser adicionados na célula alvo
por métodos de integracdo ao genoma, através de vetores
retrovirais e lentivirais, e ndo integrativos utilizando vetores
como virus Sendai ou Adeno, vetor Transposons piggy Bac,
vetor epissomal, mRNA e microRNAs (LIM et al., 2015).

Apods adigdo dos fatores, as células somaticas sofrem
mudangas epigenéticas até a obtencdo de iPSC, incluindo
metilagdo do DNA e alteragdes nas histonas, que redefinem
sua expressdo génica e estabilizam a capacidade de
autorrenovacao (GIADYCH et al., 2015).

Nos tltimos dez anos, as iPSC contribuiram para o avango
das pesquisas biomédicas de transtornos neurologicos e
neurodegenerativos, dado que ao serem diferenciadas em
neurdnios ¢ neurdglias podem esclarecer seus mecanismos
celulares e moleculares (LINDA; FIUZA; KASRI, 2018).

2.3 Transtorno do Espectro Autista: caracteristicas e
classificacoes

No ano de 2013, a 5 edi¢do do Manual de Diagndstico
¢ Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM-5) agrupou as
subdivisdes: Transtorno Autista, Transtorno de Rett, Transtorno
Desintegrativo da Infancia, Sindrome de Heller, Transtorno
de Asperger e Transtorno Invasivo do Desenvolvimento
Sem Outra Especificagdo, em um s6 grupo, o qual recebeu a
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designagdo: Transtorno do Espectro Autista (TEA) (FAVERO,
2013; AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

A prevaléncia de pessoas com TEA aumentou nos tltimos
anos, segundo dados da Rede de Monitoramento de Autismo
e Deficiéncias do Desenvolvimento, do Centro de Controle
e Prevengdo de Doengas, em 2000, a incidéncia de TEA,
nos Estados Unidos, estava em 1 em cada 150 criangas. Em
2008, esse nimero atingiu a marca de 1 em cada 88 criangas,
chegando em 2016, com estimativas de 1 em cada 54 criangas
diagnosticadas (CHRISTENSEN et al., 2016; CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2020).

Entre as teorias para o aumento dos casos se considera
que o aperfeicoamento dos critérios diagnosticos favoreceu
uma maior conscientizacdo sobre o transtorno (POLYAK;
KUBINA; GIRIRAJAN, 2015). Entretanto, também se
correlaciona a fatores como: aumento dos fatores genéticos
e ambientais predisponentes, riscos individuais como
idade materna avangada, exposicdo a virus e componentes
teratogénicos (MAZUMDAR et al., 2014).

No Brasil, ainda nido existem dados oficiais sobre essa
prevaléncia (PINTO et al, 2016). Contudo, em julho de
2019, a Lei n° 13.861/19 tornou obrigatorio que o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica inclua no Censo 2020
perguntas sobre o TEA para definir o nimero de portadores
(PAIVA JUNIOR, 2019).

O DSM-5 definiu o TEA como um disturbio do
neurodesenvolvimento, cuja diade
déficits persistentes na
social, associados aos padrdes restritos e repetitivos de
comportamento, de interesses ou de atividades (POSAR;
VISCONTIL, 2017).

O distarbio persiste por toda vida do individuo, sendo
altamente hereditario (LOOMES; HULL; MANDY, 2017).
Um estudo de coorte multinacional de base populacional, com
mais de 2 milhdes de individuos, desses 22.156 com TEA

diagnodstica  engloba

comunicacdo e interacao

nascidos nos paises da Dinamarca, Finlandia, Suécia, Israel
e Australia Ocidental, concluiu que a herdabilidade do TEA
seja de aproximadamente 80%, sendo as influéncias genéticas
os principais fatores de risco (BAI et al., 2019). O fendtipo do
TEA ¢é extremamente variavel entre os portadores, podendo
ser manifesto em uma série de doengas associadas (LIU et al.,
2016; BRITO et al., 2017).

Um estudo realizado na cidade de Estocolmo, localizada
na Suécia, avaliou 223.842 individuos entre 18 a 27 anos,
desses 4.073 eram diagnosticados com TEA, dos quais
19,8% receberam o diagnostico de depressdo, comparando
essa mesma faixa etaria em individuos neuréticos somente
6% haviam apresentado o quadro. Além disso, a depressao
foi cerca de 3,64 vezes maior em pacientes com TEA sem
deficiéncia intelectual (RAI et al., 2018). Essa proeminéncia
da depressao em pacientes autistas sem deficiéncia intelectual
se associa com as dificuldades que eles enfrentam em se
enquadrarem em padrdes sociais, € a sua vulnerabilidade
ao bullying, consequentes do déficit na comunicagdo e
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interacdo social (SRECKOVIC; BRUNSTING; ABLE, 2014,
WIGHAM et al., 2017).

Alteragodes hiperreatividade  ou
hiporreatividade s@o vistas em 45 a 95% dos casos de TEA
(DELLAPIAZZA et al., 2018). Entre as hipoteses para esses
sintomas se encontram um aumento funcional de regides
cerebrais

sensoriais  como

relacionadas as fungdes perceptuais basicas,
aumento na reatividade e plasticidade dos circuitos neurais
e uma baixa conectividade entre regides distantes do cortex
cerebral (BAUM; STEVENSON; WALLACE, 2015; POSAR;
VISCONTI, 2018).

Outro problema frequente ¢ a seletividade alimentar,
consequéncia da aversdo a aspectos do alimento, como: sabor,
textura ou cheiro (CHISTOL et al., 2017). Essa caracteristica
torna a dieta limitada, prejudicando a adequacdo nutricional
(HUBBARD et al., 2014; BANDINI et al., 2016). Estudos
indicam que esses pacientes ingerem menor quantidade
de calcio, magnésio, ferro, selénio, sodio, fosforo, folato
vitamina D, B12, B2 e proteinas associados com a elevagao
na ingesta vitamina C e E, potassio e acidos graxos poli-
insaturados (MEGUID et al., 2017; ESTEBAN-FIGUEROLA
etal., 2019).

Entre 50 a 80% das criangas com TEA apresentam
disturbios no sono como atraso no inicio, menor duragio,
inquietacao, insonia e objecao ao ato de dormir (LORD, 2019).
Sdo geralmente associados com a necessidade de os pacientes
requererem um determinado objeto ou seguirem uma rotina
especifica para o inicio do sono (MOORE et al.,, 2017). A
hiperreatividade ao toque ¢ considerada um fator-chave para
as alteracdes no sono desses pacientes (TZISCHINSKY et
al., 2018). Outras causas incluem alteragdes neurobiologicas,
como reducdo da agdo dos neurotransmissores GABA e
conservagdo da acdo glutamatérgica e redugdo dos niveis
do neuro-hormonio melatonina (GOLDMAN et al., 2014;
ROBERTSON; RATAIL; KANWISHER, 2016).

O autismo na literatura ¢ classificado em autismo
sindromico e autismo ndo sindromico, essa separacao
possui como base aspectos genéticos (BURY; WYNSHAW-
BORIS, 2017). O autismo sindromico ¢é aquele que as causas
genéticas sdo conhecidas, estando geralmente associado as
sindromes genéticas (BELTRAO-BRAGA; MUOTRI, 2017;
BRITO et al., 2017; BELL; WITTKOWSKI; HARE, 2018).

Estima-se que cerca de 5 a 10% dos casos de TEA sdo
associados as sindromes, como: sindrome de Rett, sindrome
de Algelman, sindrome de Prader—Willi, sindrome do X
Fragil, sindrome de Phelan-McDermid, Complexo Esclerose
Tuberosa, sindrome de Timothy (ST) (SCHMID, 2013;
BORGES; MOREIRA, 2018).

Enquanto o autismo ndo sindromico apresenta etiologia
genética desconhecida, representando 90 a 95% dos casos.
Pode ser resultado de uma série de anormalidades genéticas,
existindo varios locus cromossdmicos ¢ alteragcdes genéticas
ainda nao detectados envolvidos (AIGNER et al., 2014).

A técnica de reprogramagdo de células somaticas e a
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geragdo de iPSC tem se mostrado um modelo importante
para a definicdo de mecanismos celulares e moleculares, que
contribuem para a manifestagdo do autismo sindromico e ndo
sindrdmico, fornecendo avangos importantes no seu estudo
(LIU et al., 2016; BELTRAO-BRAGA; MUOTRI, 2017;
MARCHETTO et al., 2017; RUSSO et al., 2019).

2.4 A modelagem do Transtorno do Espectro Autista

Apesar da procura pela etiologia do autismo ser antiga,
por anos sua compreensdo apresentou como obstaculo a
auséncia de modelos ideais de estudo (BRICK et al., 2014).
Durante décadas, as informagdes mais valiosas foram obtidas
através de investigacdes em amostras post-mortem de
pacientes. Todavia, essa obtengdo era complicada e limitada,
permitindo somente andlises dos estdgios finais da condicdo
e impossibilitava ensaios funcionais (ACABE; MUOTRI,
2015).

Modelos animais ainda sdo empregados contribuindo com
dados valiosos, porém exibem algumas barreiras, como o risco
de ndo refletirem completamente o neurodesenvolvimento
humano, o que poderia limitar o conhecimento do TEA, um
distirbio com um fenoétipo restritamente humano (RUSSO et
al., 2019). Com o advento das iPSC, grandes déficits presentes
nos modelos de estudo em animais e amostras post-mortem se
tornaram possiveis de serem superados (SINISCALCO et al.,
2018).

Os fibroblastos dérmicos sdo as células mais utilizadas
na reprogramacdo, entretanto, o procedimento de biopsia
de pacientes com o TEA se mostra dificultoso. Assim, para
facilitar o procedimento, células com acesso mais facil foram
utilizadas incluindo: células derivadas do sangue do corddo
umbilical, queratinocitos do cabelo, células epiteliais renais
esfoliadas da urina e de dentes deciduos de pacientes (LIM
et al., 2015). Uma vez que as células somaticas do TEA sdo
obtidas, e as iPSC sdo geradas, a etapa seguinte consiste na
diferenciag¢@o em neurénios (LIU et al., 2016).

Os métodos para a indu¢ao neural de iPSC incluem:
cultura de células aderentes em monocamada e indugdo por
meio de formacdo de corpo embrionario (NUMASAWA-
KUROIWA et al., 2014). A indugdo por formagdo de corpo
embriondrio é o mais utilizado para a modelagem in vitro do
TEA. Os corpos embrionarios sdo formados através do fator
de crescimento bFGF, sendo convertidos em rosetas neurais.
A diferenciacdo neural ¢ obtida através dos Morfogenos Wnt
e SHH, acido retinoico e fator de crescimento de fibroblastos.
Suas desvantagens sdo: elevado tempo e multiplas etapas para
a geracdo de células neurais maduras (KNIGHT et al., 2018).
No método de cultura de células aderentes em monocamada, a
diferenciag@o neural ¢ alcancgada por inibigdo de proteinas da
familia SMAD, da via de sinalizagdo TGF-f e das proteinas
BMP (PRILUTSKY et al., 2014).

Como ilustrado na Figura 3, a modelagem consiste
em coletar células somaticas de voluntarios com TEA,
reprograma-las em iPSC, e diferencid-las em linhagens
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neurais, subsequentemente, esses neurdnios cultivados in vitro
podem ser comparados aos de pessoas ndo afetadas (BRICK
etal., 2014).

Figura 3 - Visdo geral da modelagem do TEA a partir de iPSC
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Fonte: Brick et al. (2014, tradugao nossa).

2.4.1iPSC de portadores do TEA e as alteracées neuronais
evidenciadas

O autismo sindrdmico foi a primeira forma da condigao
a ser estudada através da modelagem com iPSC, sendo a
sindrome de Rett a primeira forma do autismo sindromico a
ser investigada (ACABE; MUOTRI, 2015).

Neuronios derivados de iPSC de pacientes com sindrome
de Rett apresentam eletrofisiologia modificada, densidade
dendritica da coluna neuronal reduzida, nimero reduzido
de sinapses, alteragdes no influxo de Ca?*, menor tamanho
da soma e nucleo e, retardo na maturagdo (FREITAS et
al., 2014; BEN-REUVEN; REINER, 2016). Outro estudo
demonstra que neurdnios derivados da sindrome de Rett
exibem amplitude das correntes GABA¢érgicas de natureza
espontdnea reduzidas, diminui¢do nos niveis o-tubulina
acetilada, proteina importante em diversas funcdes das células
neuronais (LANDUCCI et al., 2018). Revelando também a
interrup¢do na dinamica de seus microtubulos, prejuizo na
manuten¢ao das sinapses e nas fungdes dos astrocitos (FINK;
LEVINE, 2018; RUSSO et al., 2019).

Neurdnios derivados de iPSC, da sindrome do X Fragil,
expressam menor quantidade de sinapses e de sintese
de proteinas sinapticas, comprimento ¢ funcionamento
de neuritos (finos prolongamentos celulares) alterados e
elevacdo transitoria dos niveis de calcio (RUSSO et al.,
2015). Diminuigdo da expressao da proteina sindptica
PSD95,
funcionais e alteragdo na resposta para captagdo de glutamato
(PRILUTSKY et al., 2014). Recentemente, identificou-se que

do comprimento de neurites, anormalidades
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os neurdnios derivados da sindrome do X Fragil ndo propagam
potenciais de agdo consecutivos, tem auséncia na maturagao
das respostas de GABA e reducao da amplitude dos potenciais
de a¢do (PAL; BHATTACHARYA, 2019).

Neurdnios derivados a partir de iPSC da sindrome de
Algelman demonstram intensa indu¢do da expressdo de
SNHG14 (STANUROVA et al., 2016). Além de alteragdes
na maturagdo do potencial de membrana em repouso, na
propagagao do potencial de acdo e da atividade e plasticidade
sinaptica desses neurdnios (FINK ez al., 2017).

Neuronios derivados a partir de iPSC de pacientes com
sindrome de Timothy, outra forma de autismo sindrémico,
demonstram anormalidades no processo de sinalizagdo de
célcio intracelular, eleva¢do na expressdo de catecolaminas
e da enzima tirosina hidroxilase, reducdo do tamanho das
células, que expressam marcadores das regides corticais
inferiores (FREITAS et al., 2014). Outros estudos em
neurdnios iPSC, derivados da sindrome, indicam prejuizo na
expressdo dependente de atividade de genes frequentemente
associados ao TEA e no processo de sinalizacdo de calcio,
maior dura¢do dos potenciais de a¢do, ruptura da motilidade
dendritica e despolarizagao, deficiéncia da proteina sinaptica
CaMKII (FINK; LEVINE, 2018).

Através de técnicas de edigdo do genoma, pesquisadores
induziram mutagdes no gene SHANK 3 em neurdnios derivados
de iPSC, mostrando que as mutagdes nesse gene resultam em
danos nos canais de cations ativados por hiperpolarizagio,
que se relacionam a uma redugdo da intera¢do e transmissao
sinaptica. Esses dados sugeriram que os pacientes com TEA
compartilham a presenca de deficiéncias sinapticas (GOUDER
etal., 2019).

Outra investigacao diferenciou neurdénios de portadores
de TEA com microdele¢oes no gene SHANK3. Quando
comparados aos de individuos saudaveis demonstram
diminui¢do de corpos celulares, aumento da ramificagdo
de neurites, deficiéncia na retragdo e extensdo de neurites e
diminuic¢ao de motilidade (KATHURIA et al., 2018).

Recentemente, neurdnios e oligodendrdcitos corticais
derivados de iPSC do Complexo Esclerose Tuberosa
revelaram aumento na atividade de rede neuronal e da
densidade axonal, hipertrofia celular e quando cultivados
com neurdnios e oligodendrocitos derivados de iPSC,
observou-se que as alteragdes neuronais se tornaram mais
expressivas (NADADHUR et al., 2019).

O primeiro modelo IPSC para estudar o autismo ndo
sindrémico foi estabelecido no ano de 2014. E constatou-se
que esses neurdnios exibiam: redugdo da densidade da coluna
dendritica e da arborizacdo, alteracdes no desenvolvimento
dendritico e axonal, redug@o das correntes de Na*e sinapses
excitatorias (GRIESI-OLIVEIRA et al., 2014).

Outro estudo observou que os neurdnios derivados desses
pacientes exibem alteracdes nas correntes pds-sinapticas
excitatorias, na excitabilidade e reducdo nas correntes de Na*
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e K*. Ademais, relatou-se expressdo diferencial de 161 genes
jé associados ao autismo (LIU et al., 2017).

Células progenitoras neuronais derivadas de iPSC,
de pacientes com autismo ndo sindrémico, evidenciaram
diminui¢do da expressdo de Reelin, aumento na ativagdo da
via mTORCI, inter-relagdo cruzada atipica entre as cascatas
de sinalizagdo Reelin-DAB1 ¢ mTORCI, transdugdo de
sinal Reelin DABI deficiente (SANCHEZ-SANCHEZ et al.,
2018).

Ao analisar a conexao neuronal e interagdo entre astrocitos
e neurdnios derivados de iPSC, de pacientes com autismo nao
sindrémico, observou-se que os neurdnios derivados de TEA
possuem expressdo diminuida de proteinas pré-sinapticas
como SYNI e proteinas pds-sinapticas como PSD9S5,
diminui¢do das sinapses, de neurotransmissores glutamato,
maior estresse oxidativo e maior nivel de interleucina 6 nos
astrocitos derivados (RUSSO et al., 2018). Neuronios normais
em co-cultura com astrocitos inflamados eram menos ativos,
desenvolvendo menor conexdo e ramificagdes. O contrario
ocorreu ao cultivar neurdnios derivados de iPSC de pacientes
autistas em conjunto de astrocitos de individuos neurotipicos
(RUSSO et al., 2018).

A Figura 4
desenvolvimento neuronal, em que em (A) se mostra a

ilustra o impacto dos astrocitos no
morfologia de neurdnio derivado de iPSC de pacientes
normais cultivados com astrocito normais; (B) evidencia
neuronio normal cultivado com astrocito autista; (C) neurdnio
autista cultivado com astrocito normal e (D) neurdnio autista
em cultura com astrocito autista (FREIRE, 2018).

Figura 4 - Impacto dos astrécitos no desenvolvimento neuronal
em diferentes formas de co-cultivo

A B

Fonte: Freire (2018).

Organoides produzidos a partir de iPSC, de autismo
ndo sindromico, demonstraram diminui¢do do ciclo celular,
aumento do potencial proliferativo, superprodugdo de
neuroénios GABAérgicos, auséncia de neurénios de glutamato
e aumento do crescimento de neurites (MARIANI et al.,
2015). Em contrapartida, outra analise relatou que células
progenitoras neurais derivadas de iPSC apresentavam
diminui¢do de neurotransmissores GABA, proliferacdo celular

mais rapida, desregulagdo na cascata de transcrigdo B-catenina/
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BRN2. Os neurdnios derivados de iPSC possuiam diminui¢ao
na sinaptogénese e anormalidade na neurogénese, redugio
nas sinapses excitatorias com menor densidade sinaptica de
transportadores de glutamato Vglutl (MARCHETTO et al.,
2017).

Outros neurdnios iPSC de autismo exibem: diminui¢ao
dos picos
calcio, alteragdes funcionais e de desenvolvimento de
neurdnios inibitorios GABAérgicos e anormalidades em
vias de sinalizagdo proteica do citoesqueleto, motilidade,
diferenciagdo e orientagdo axonal (DEROSA et al., 2018).

As evidéncias encontradas nos ultimos anos, com base nos
modelos iPSC, possibilitaram a identificagdo e caracterizagao
de alteragdes

sindpticos, interrup¢do da sinalizagdo de

neuronais compartilhadas entre autismo
sindrdmico e autismo ndo sindromico. Em ambas as formas
de TEA se verificam anormalidades neuronais que incluem
alteragdes morfoldgicas e, principalmente, deficiéncias no

processo sinaptico (ACABE; MUOTRI, 2015).

2.5 Perspectivas e limitagoes da modelagem do TEA

Entre as perspectivas para a pesquisa do TEA se encontra
o estabelecimento de consorcios de pesquisa (FREITAS et
al., 2014). A utilizagdo de iPSC para o estudo e descoberta de
novas drogas para o tratamento de condi¢des sem intervengdes
farmacologicas eficazes (GOMATHI; BALACHANDAR,
2017; RUSSO et al., 2019), e a aplicagdo das iPSC na area
de transplantes ex-vivos e medicina personalizada (MUOTRI,
2015).

As limita¢des da tecnologia iPSC incluem: o fato de que
apesar das condigoes fisiologicas em cultura mimetizarem os
neurdnios autistas ndo representam o cérebro real, existindo
o risco de prejuizos no entendimento global de condigdo
(BRITO et al., 2017); numeros reduzidos de estudos
abordando modelagem do autismo nao sindromico (ACABE;
MUOTRI, 2015); baixa eficiéncia da reprogramacao celular e
o alto custo para a manutenc¢ao e manipulagio das culturas de
iPSC in vitro (GOMES et al., 2017).

3 Conclusao

Esse trabalho fornece informagdes dos ultimos nove
anos (2010 a 2019) sobre o TEA para o meio cientifico ¢ a
sociedade. Reafirmando que o tema precisa ganhar aten¢ao
nas pesquisas, pois ¢ uma condi¢do reconhecida por gerar
prejuizos, em varios setores do convivio social e profissional,
nao s6 dos pacientes como de seus familiares.

Os dados compilados demonstram que a modelagem do
TEA, apartir de iPSC, forneceu conhecimento sobre alteragdes
de natureza morfoldgica, na conectividade neuronal, fungdo e
maturagdo das sinapses em neurdnios e neuroglias derivadas.
Observando-se anormalidades funcionais importantes no
estabelecimento de sinapses, modifica¢des eletrofisiologicas,
além de um desequilibrio entre os estimulos excitatorios
promovidos pelos neurotransmissores Glutamato e estimulos
inibitorios pelos neurotransmissores GABA.
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Embora a modelagem do TEA seja promissora, existem
algumas limitagdes e obstaculos a serem superados. Apesar
das condigdes fisiologicas da cultura de neurdnios-iPSC
mimetizarem os neurdnios autistas, ndo representam o cérebro
real, e assim existe o risco do prejuizo no entendimento global
do transtorno. Existe a necessidade de um maior numero
de modelos iPSC do autismo ndo sindromico, forma mais
prevalente da condigdo, para que seja possivel desenvolver
uma biblioteca de modelos iPSC de uma grande populagio
com TEA, para estabelecer dados estatisticos significativos
entre fenotipos e caminhos moleculares similares entre
pacientes distintos.
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