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RESUMO 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um grupo de desordens complexas e 
heterogêneas do neurodesenvolvimento, caracterizadas pela díade comportamental de 
déficits na comunicação e interação social e pela presença de comportamentos restritos 
e/ou repetitivos. Apesar da etiologia do TEA permanecer pouco elucidada, sabe-se que 
existe uma interação entre fatores genéticos e ambientais. Duas das principais vias do 
neurodesenvolvimento são as vias de sinalização PI3K/Akt/mTOR e Wnt/β-catenina, 
ambas essenciais para processos de proliferação, diferenciação e migração celular. 
Apesar de mutações com troca de aminoácido em proteínas chave dessas vias serem 
observadas no desenvolvimento do TEA, pouco se sabe sobre seu efeito estrutural a 
nível protéico. O resveratrol (RSV), um polifenol presente em uvas e amendoins, vem 
sendo utilizado como ferramenta intraútero para o estudo do TEA no modelo animal de 
autismo induzido por ácido valproico (VPA). Além disso, estudos mostram que o RSV 
exerce efeitos direta e indiretamente sobre as vias da PI3K/Akt/mTOR e Wnt/β-catenina. 
Com isso em vista, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito de algumas mutações 
envolvidas no TEA na estrutura de proteínas das vias mencionadas e investigar a 
interação entre o RSV e as proteínas através de abordagens in silico. O banco de dados 
SFARI Gene database foi utilizado para pesquisar por mutações nas proteínas da família 
PI3Ks de classe I, mTOR e β-catenina. Os critérios de inclusão utilizados foram (i) o 
nível de associação com TEA, (ii) estar presente ou próximo do sítio catalítico das 
enzimas. Foram selecionadas as mutações G914R e A1035T da p110α, as mutações 
G373R e V398I da p85β, as mutações S2215Y, S2215F e F2202C da mTOR e as 
mutações R376H, W504X, S425X, R515X, Q309X, V349AX, Y333X, R474X, G268NX, 
e S348CX de β-catenina. As estruturas tridimensionais, tanto das formas selvagem (WT) 
quanto das respectivas variantes, foram modeladas por homologia e submetidas à 
simulação de dinâmica molecular  (DM) para equilibrar os modelos e obter conjuntos de 
distintos estados conformacionais. Em seguida, a interação entre o trans-RSV e cada 
um dos estados conformacionais foi simulada e os melhores resultados foram 
submetidas a uma nova DM de 100ns para equilibrar/estabilizar os sitemas. As 
trajetórias resultantes foram analisadas através das medidas de raiz quadrada do desvio 
quadrático médio (RMSD), raiz quadrada da flutuação quadrática média (RMSF), 
energia livre de ligação e  contribuição individual de cada aminoácido para a interação 
com o RSV. Os resultados obtidos indicaram que nove mutações de β-catenina implicam 
em perda de função das proteínas e redução da atividade da via enquanto que mutação 
R376H acrescenta certa rigidez à estrutura. O RSV apresenta maior afinidade de ligação 
com a mutação G914R de p110α, com a qual forma uma complexo mais estável do que 
o formado com a forma WT. As mutações de p85β geraram resultados conflitantes, mas 
o RSV apresentou maior afinidade de ligação com as mutações do que com a WT. Em 
relação à mTOR, o RSV apresentou maior afinidade de ligação e um complexo mais 
estável com a mutante F2202C, enquanto que as mutações S2215Y e S2215F 
demonstraram um comportamento anormal. Os dados evidenciaram que o RSV 
apresenta maior afinidade de ligação com os sítios catalíticos de proteínas contendo 
mutações associadas ao TEA do que com suas formas WT, indicando promissora 
atividade no contexto do TEA. 

Palavras-chave: transtorno do espectro autista, resveratrol, vias do 
neurodesenvolvimento, PI3K, mTOR, β-catenina. 
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ABSTRACT 

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a group of complex and heterogeneous 
neurodevelopmental disorders, characterized by the behavioral dyad of communication 
and social interaction deficits and the presence of restricted and/or repetitive behaviors. 
The etiology of ASD remains poorly understood, despite evidence of an interaction 
between genetic and environmental factors. Two of the main signaling pathways involved 
in developmental processes are PI3K/Akt/mTOR and Wnt/β-catenin, both essential for 
cell proliferation, differentiation, and migration. Although amino acid exchange mutations 
in key proteins of these pathways are observed in the development of ASD, little is known 
about their structural effect at the protein level. Resveratrol (RSV), a polyphenol present 
in grapes and peanuts, has been used as an intrauterine tool for the study of ASD in an 
animal model of autism induced by valproic acid (VPA). Furthermore, studies show that 
RSV exerts effects directly and indirectly on the PI3K/Akt/mTOR and Wnt/β-catenin 
pathways. In line with this, the aim of the study was to analyze the effect of some 
mutations ASD-related on the structure of proteins of the mentioned pathways and to 
investigate the interaction between RSV and these proteins through in silico approaches. 
The SFARI Gene database was used to search for mutations in the class I PI3Ks family 
proteins, mTOR, and β-catenin. The inclusion criteria used were (i) the level of 
association with ASD, and (ii) being present at or close to the catalytic site of the 
enzymes. The p110α mutations G914R and A1035T, p85β mutations G373R and V398I, 
mTOR mutations S2215Y, S2215F and F2202C, and β-catenin mutations R376H, 
W504X, S425X, R515X, Q309X, V349AX, Y333X, R474X, G268NX, and S268NX, were 
selected. The three-dimensional structures of both wild-type (WT) and respective 
variants were modeled by homology modeling and submitted to molecular dynamics 
(MD) simulation to balance the models and obtain sets of different conformational states. 
Then, the interaction between the trans-RSV and each of the conformational states of 
enzymes was simulated and the best results were submitted to a new MD of 100ns to 
balance/stabilize the systems. The resulting trajectories were analyzed through 
measurements of root mean square deviation (RMSD), root mean square fluctuation 
(RMSF), binding free energy, and individual contribution of each amino acid to the 
interaction with RSV. The results obtained indicated that nine β-catenin mutations imply 
a loss of protein function and a reduction in the activity of the pathway, while the R376H 
mutation adds certain rigidity to the structure. RSV has a higher binding affinity with the 
G914R mutation of p110α, with which it forms a more stable complex than that formed 
with the WT form. The p85β mutations generated conflicting results, but RSV showed a 
higher binding affinity with the mutations than with WT. In relation to mTOR, RSV showed 
a higher binding affinity with the F2202C mutant, while the S2215Y and S2215F 
mutations showed an abnormal behavior. The data showed that RSV has a higher 
binding affinity with the catalytic sites of proteins containing mutations associated with 
ASD than with its WT forms, indicating promising activity in the context of ASD.  

Keywords: autism spectrum disorder, resveratrol, molecular dynamics, 
neurodevelopmental pathways, PI3K, mTOR, β-catenin. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Transtorno do Espectro Autista (TEA) 

 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) se refere a um grupo complexo e 

heterogêneo de desordens do neurodesenvolvimento caracterizadas pela díade 

comportamental de déficits na comunicação e interação social e pela presença de 

padrões de comportamentos restritos e/ou repetitivos (AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2013). Os dados epidemiológicos do TEA variam de acordo com a 

população, mas indicam que a prevalência mundial em homens é quatro vezes maior 

do que em mulheres e a estimativa é de que 1 a cada 160 crianças possuam diagnóstico 

para TEA no mundo (LORD et al., 2020; ZEIDAN et al., 2022). Nos Estados Unidos, a  

prevalência do transtorno é cerca de 1:44 crianças com 8 anos de idade (MAENNER et 

al., 2021). 

Apesar dos avanços na compreensão da fisiopatologia do TEA, a sua etiologia 

permanece pouco elucidada. Todavia, os estudam indicam que esse transtorno é 

heterogêneo e multifatorial, com fatores genéticos e ambientais de risco podendo estar 

presentes, consolidando o espectro que caracteriza o TEA. Quanto ao componente 

genético, estima-se que a concordância e herdabilidade para o TEA entre gêmeos 

monozigóticos possam alcançar valores no patamar de 90% (ROSENBERG et al., 2009; 

SANDIN et al., 2017). Em estudos de perfil fenotípico utilizando gêmeos monozigóticos 

e dizigóticos, foi possível observar que as características do TEA são muito mais severas 

em gêmeos monozigóticos do que em gêmeos dizigóticos (HU; DEVLIN; DEBSKI, 2019; 

ROSENBERG et al., 2009). No geral, sabe-se que existe uma relevância do componente 

genético para desordem, mas que por si só não explica a boa parte dos casos, 

demonstrando a importância de compreender os fatores ambientais envolvidos na 

desordem. Além disso, fatores ambientais como ativação imune materna (MIA), idade 

avançada maternal (>40 anos) e paternal (>50 anos) e exposição pré-natal à fármacos 

teratógenos como o ácido valpróico (VPA), apresentam correlação estabelecida com o 

risco para desenvolvimento do TEA na vida pós-natal (GOTTFRIED et al., 2015; LORD 

et al., 2020).  
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1.2. Vias de sinalização envolvidas no neurodesenvolvimento 

 

O neurodesenvolvimento durante o período pré-natal compreende um processo 

complexo e rigorosamente orquestrado por diversas vias de sinalização molecular, as 

quais também apresentam grande relevância na vida pós-natal. Dentre as vias 

envolvidas, as que mais se destacam são a cascata fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), 

proteína cinase B (Akt), alvo mamífero da rapamicina (mTOR) e a via Wingless (Wnt)/β-

catenina (UPADHYAY et al., 2021; WANG,  et al., 2017). A importância da via da mTOR 

e da via da Wnt/β-catenina durante o neurodesenvolvimento, bem como desregulações 

nessas vias sinalizadoras são evidenciadas através dos diversos estudos relacionando 

alterações nessas vias com desordens do neurodesenvolvimento, como o TEA, 

epilepsia, déficit intelectual, microcefalia e macrocefalia (LEVITT; VEENSTRA-

VANDERWEELE, 2015; LICAUSI; HARTMAN, 2018; WANG, et al., 2017).  

1.3. PI3K/Akt/mTOR e sua atuação no contexto do TEA 

 

A via de sinalização PI3K/Akt/mTOR é presente constitutivamente e desempenha 

importantes funções na regulação da transdução de sinais e processos biológicos em 

todos os períodos do desenvolvimento e crescimento dos mamíferos. Entre os 

processos que essa via regula, encontram-se a proliferação, diferenciação e migração 

celular, apoptose e regulação da homeostase (XU, F. et al., 2020). Especificamente no 

microambiente cerebral, essa via de sinalização está envolvida, principalmente, nos 

processos de sinaptogênese, corticogênese e plasticidade sináptica (GILBERT; MAN, 

2017).  Diversas patologias são associadas tanto com a hipoativação, quanto com a 

hiperativação desta via, como doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas 

(CHONG et al., 2012; TRAMUTOLA et al., 2015; WANG, Long et al., 2017), além de 

diversos tipos de câncer (IKSEN; POTHONGSRISIT; PONGRAKHANANON, 2021; 

TARANTELLI et al., 2020).  

A cascata de sinalização da PI3K/Akt/mTOR é dividida em duas partes: o 

recrutamento e translocação da PI3K e a posterior sinalização downstream através da 

Akt. A família de PI3K é subdivida em três subtipos de acordo com suas estruturas e 

especificidade de substratos (classes I, II e III). A classe I se subdivide em IA e IB, 

baseado no modo de ativação. As enzimas da classe I de PI3K são compostas por uma 

subunidade regulatória (p85α e p85β) e por uma subunidade catalítica (p110α, p110β, 
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p110δ e p110γ). A classe I é a mais estudada no contexto da neurociência, uma vez que 

desregulações específicas das subunidades catalíticas, tanto em células neurais quanto 

em não-neurais, estão envolvidas em diversas desordens mentais (ENRIQUEZ-

BARRETO; MORALES, 2016), como Doença de Alzheimer e epilepsia (GROSS; 

BASSELL, 2014), esquizofrenia e o TEA (CHEN; ALBERTS; LI, 2014). 

Brevemente, o estímulo para a ativação desta via de sinalização tem início com 

a ativação dos receptores tirosina-cinase (TKR, tyrosine kinases receptor) e receptores 

de citocinas, que após fosforilados, atuam como sítios âncoras para a subunidade 

regulatória p85 da PI3K. Essa ligação resulta na ativação da subunidade catalítica p110 

que converte o substrato fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-

trifosfato (PIP3), que atua como segundo mensageiro em diversas outras vias de 

sinalização (XU, F. et al., 2020). Uma vez formado, o PIP3 irá recrutar para a membrana 

celular outras proteínas da sequência downstream da via, como a Akt, responsável por 

fosforilar e ativar o resíduo Thr308 da proteína cinase 1 dependente de fosfoinositídeo 

(PDK1), além de também fosforilar a PDK2. Essa sequência molecular culmina com a 

ativação da mTORC1. (JEAN; KIGER, 2014; XU, F. et al., 2020). Através de seus 

efetores downstream, a mTORC1 regula processos celulares importantes, como a 

tradução de mRNAs, síntese de nucleotídeos e lipídeos, metabolismo da glicose, 

autofagia e síntese dos complexos de proteicos envolvidos na degradação de proteínas 

(SAXTON; SABATINI, 2017). 

A mTOR é uma proteína cinase serina/treonina que dá origem à dois complexos 

funcionais e distintos conhecidos como mTOR complexo 1 (mTORC1) e mTOR 

complexo 2 (mTORC2) (SAXTON; SABATINI, 2017). Ambos os complexos regulam 

inúmeros processos celulares centrais para o metabolismo, como para a síntese de 

proteínas, lipídeos e nucleotídeos no caso do mTORC1 e integridade do citoesqueleto 

e migração celular, no caso do mTORC2 (OH; JACINTO, 2011; SABATINI, 2017). Além 

disso, o mTORC1 é sensível ao composto rapamicina, uma lactona macrocíclica 

produzida por Streptomyces hygroscopicus com função antifúngica (SELVARANI; 

MOHAMMED; RICHARDSON, 2021) e que, ao formar um complexo com a proteína 12-

kDa FK506-binding protein (FKBP12), age especificamente como um inibidor alostérico 

do mTORC1 (LI, J.; KIM; BLENIS, 2014) enquanto que o mTORC2 é insensível à 

rapamicina (KIM, J.; GUAN, 2019). Apesar do número de estudos envolvendo o 

complexo mTORC2 ser crescente, o mTORC1 e a sua sinalização é o complexo que 
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está predominantemente envolvido em desordens neurológicas (CRINO, 2016). O 

complexo mTORC1 é formado pela união das subunidades mTOR, proteína de 

interação com mTOR contendo domínio DEP (DEPTOR), proteína associada à 

regulação de mTOR (RAPTOR), subunidade LST8 do complexo mTOR (mLST8) e 

substrato Akt rico em prolina de 40 kDa (PRAS40).  

O mTORC1 pode ser ativada por três vias distintas, são elas: a via de sinalização 

das cinases reguladas por sinal extracelular (ERK) 1/2, a via da proteína cinase ativada 

por adenosina monofosfato (AMPK) e a via de sinalização PI3K-Akt. A última é uma das 

mais importantes vias de sinalização para ativação do mTORC1 e sua desregulação 

está envolvida em inúmeras doenças, como câncer (PAPLOMATA; O’REGAN, 2014), 

desordens neurodegenerativas (XU, F. et al., 2020) e neuropsiquiátricas (SHARMA; 

MEHAN, 2021). Uma proteína importante na regulação da atividade de ambos 

complexos da mTOR é a glicogênio sintase cinase 3 beta (GSK3β). Os dados da 

literatura são controversos e ainda não completamente elucidados, com alguns 

trabalhos demonstrando que a GSK3β leva tanto à inativação da mTORC1/2 quanto à 

ativação dessa via. Apesar dos dados conflitantes, as evidências indicam que ambas 

GSK3β e mTORC1 estão conectadas e que se regulam mutuamente através de vias 

não muito bem esclarecidas (EVANGELISTI et al., 2020; STUMP et al., 2019). Uma das 

principais funções atribuídas ao mTORC1 é a de proliferação celular através da 

regulação da tradução de RNA mensageiro (mRNA) por meio da fosforilação dos seus 

alvos, como as proteínas de ligação ao fator de iniciação da tradução eucariótica 4 

(4EBPs) e proteínas cinases ribossômica S6 (S6Ks). Além disso, o mTORC1 também 

está envolvido na síntese de pirimidinas, purinas e de lipídeos (FIGLIA; GERBER; 

SUTER, 2018). 
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Figura 1. Vias de sinalização envolvidas na ativação de mTORC1. Na ativação do mTORC1 pela via 
PI3K-Akt, um estímulo externo por fatores de crescimento leva a ativação dos TKRs de membrana celular 
para converter PIP2 a PIP3, o segundo mensageiro que sinaliza para o recrutamento da Akt, que se torna 
ativa com essa interação. A ativação de Akt inibe o TSC, que torna a Rheb1 ativa e, consequentemente, 
o mTORC1 se torna ativo para desempenhar suas funções, como a síntese de proteínas, regulação do 
metabolismo e crescimento celular via modulação de S6K1 e 4EBP1. Fonte: FIGLIA, GERBER e SUTER, 
2018.  

No contexto do TEA, a hiperativação da via PI3K/Akt/mTOR, causada pela 

inativação da proteína fosfatase homóloga à tensina (PTEN), a qual exerce efeito 

regulatório negativo sobre a via, está associada com características fisiopatológicas do 

transtorno, como desregulação axonal, macrocefalia e alterações na circuitaria neuronal 

(HUTSLER; ZHANG, 2010; SUBRAMANIAN et al., 2015). Essa hiperativação também 

exerce efeitos negativos em comorbidades do TEA, como a depressão, através do 

desequilíbrio na transmissão serotoninérgica; aumento das espécies reativas de 

oxigênio, associado à disfunção mitocondrial; apoptose neuronal e neuroinflamação. 

Esses efeitos são revertidos através da ação neuroprotetora apresentada pela 

administração de inibidores da PI3K e da mTOR em ensaios clínicos com pacientes e 

testes em modelos animais utilizando roedores (revisado em SHARMA; MEHAN, 2021). 

Algumas das alterações encontradas na via PI3K/Akt/mTOR são resultantes de 

mutações genéticas em genes diretamente ligados à cascata, bem como em outros 
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genes que exercem funções indiretas sob essa via. Mutações em genes de proteínas 

que exercem regulação na cascata PI3K/mTOR, como PTN, TSC1, TSC2 e PI3K, 

recentemente foram identificados como fatores de risco para o desenvolvimento de TEA 

(WINDEN; EBRAHIMI-FAKHARI; SAHIN, 2018). Ademais, mutações que resultam em 

troca de aminoácidos diretamente nas sequências de PI3K e mTOR também 

apresentam alta confiabilidade como um fator de risco para o transtorno (IOSSIFOV et 

al., 2014; MIRZAA et al., 2016; REIJNDERS et al., 2017; YEUNG et al., 2017) 

 

1.4. Wnt/β-catenina no contexto do TEA 

 

A sinalização da família Wnt é fundamental para o neurodesenvolvimento 

embrionário e para coordenação de processos pós-neurodesenvolvimento, como 

proliferação celular, determinação da polaridade celular, regionalização do sistema 

nervoso central (SNC), diferenciação de progenitores neurais, migração neuronal, 

desenvolvimento de dendritos e orientação axonal, bem como sinaptogênese, 

neurogênese e plasticidade neural (MCLEOD; SALINAS, 2018). Devido à importância 

dessa via, qualquer perturbação dessa sinalização pode desencadear desordens 

relacionadas à estrutura ou às funções do SNC (KUMAR et al., 2019).  

  A Wnt possui três diferentes vias de ativação, entre essas, encontra-se a 

chamada via canônica de ativação, a qual depende da proteína co-ativadora de 

transcrição β-catenina (MACDONALD; TAMAI; HE, 2009). A β-catenina é uma proteína 

endógena que é codificada pelo gene CTNNB1, um componente de junção aderente 

ligado à E-caderina. A sinalização através da via canônica tem início com a ligação da 

Wnt aos receptores frizzled (FZD), os quais inibem o complexo de destruição da β-

catenina, translocando-a do citoplasma ao núcleo (LIU, J. et al., 2022). Uma das 

proteínas que compõe esse complexo de destruição é a GSK3β. Quando não há a 

ligação da Wnt aos receptores FZD, a GSK3β fosforila a β-catenina, o que leva à 

destruição da mesma e inativação da via Wnt/ β-catenina (HUANG et al., 2017; WU; 

PAN, 2010). 

 Uma vez no núcleo, a β-catenina desaloja o repressor Groucho e recruta vários 

cofatores da proteína de linfoma 9 de células B (BCL9) através da sua ligação com os 

fatores de transcrição da família fator de células T/fator potenciador linfoide (TCF/LEF), 
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o que permite a transcrição de genes alvos que estão envolvidos na diferenciação, 

proliferação e adesão celular (UPADHYAY et al., 2021).  

 

Figura 2. Representação da via de sinalização canônica da Wnt/β-catenina ativa e inativa. Na ausência 
da proteína Wnt, a β-catenina se liga ao complexo de destruição formado pelas proteínas APC, axina, 
CK1 e GSK3β, resultando na fosforilação da β-catenina, sua ubiquitinação e consequente degradação 
através do proteossomo, inibindo sua entrada no núcleo. Na presença de Wnt, o receptor FZD é ativado, 
resultando na fosforilação de GSK3β. Isso inibe a formação do complexo de degradação, liberando a β-
catenina para se acumular no citoplasma e translocar ao núcleo, onde se associa ao complexo TCF/LEF, 
alterando a transcrição gênica relacionada à proliferação, diferenciação e sobrevivência. Fonte: EL 
SABEH et al., 2021. 

Devido à importância dessa via no desenvolvimento embrionário e no 

neurodesenvolvimento, a via da Wnt/β-catenina tem sido implicada diretamente na 

etiologia e fisiopatologia do TEA (KWAN; UNDA; SINGH, 2016). Nos últimos anos, 

estudos com sequenciamento de genoma demonstraram a presença de microdeleções, 

microduplicações e a presença de polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) em genes 

convergentes dessa  via, tanto em pacientes com TEA, quanto em modelo animal para 

autismo utilizando roedores (BAE; HONG, 2018). Mutações que resultam em trocas de 

aminoácidos foram identificadas e associadas com a hiperativação da via canônica 

Wnt/β-catenina enquanto que mutações nonsense, que resultam em proteínas 

estruturalmente defeituosas, estão associadas com a perda de função da via (CARACCI 

et al., 2021). 
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1.5. Modelo VPA e sua associação com as vias analisadas 

 

O modelo animal de TEA em roedores, o qual pode ser induzido por administração 

pré-natal do ácido valpróico (VPA), um fármaco com ação antiepiléptica, é utilizado para 

o estudo das bases etiológicas e fisiopatológicas desse transtorno (CHRISTIANSON; 

CHESTER; KROMBERG, 1994; RODIER et al., 1997; SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 

2005). Estudos evidenciam que o modelo VPA é robusto e reproduz, principalmente 

machos da prole, alterações comportamentais relacionadas com a díade 

comportamental do TEA, como déficits na interação social e comportamentos 

estereotipados, com validade de face e constructo, além de outras alterações (BAMBINI-

JUNIOR et al., 2011; CHALIHA et al., 2020; SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 2005). 

Embora os mecanismos moleculares da ação do VPA na indução das alterações 

vistas no modelo de TEA ainda não sejam completamente elucidadas, algumas vias 

podem estar relacionadas com esse contexto etiológico e fisiopatológico. A principal 

hipótese postulada para o mecanismo de ação do VPA é a partir do seu efeito inibidor 

de histonas desacetilases (HDACs) das classes I e II, que são expressas no encéfalo, 

durante uma janela crítica do desenvolvimento embrionário cerebral (NICOLINI; 

FAHNESTOCK, 2018). Além disso, o VPA também modula a atividade da glicogênio 

sintase cinase 3  (GSK3), que culmina com a hiperativação da Wnt/β-catenina, uma vez 

que a GSK3 faz parte do sistema modulador da atividade da β-catenina (UPADHYAY et 

al., 2021).  

Ademais, a exposição pré-natal ao VPA também está associada com desequilíbrio 

excitatório/inibitório, alterações nos sistemas de neurotransmissores e estresse 

oxidativo e neuroinflamação (TARTAGLIONE et al., 2019). Ainda, a administração 

gestacional de VPA também induz a ativação sequencial e anormal das vias Wnt/β-

catenina e PI3K/Akt/mTOR, culminando com a ruptura da última, afetando 

principalmente a sinalização downstream através do efetor p70S6K. Essa hipótese é 

confirmada através dos resultados em animais do modelo VPA utilizando administrações 

individuais de rapamicina, um inibidor da via da mTOR com ação em mTORC1. Essa 

administração dos inibidores teve um efeito positivo sobre os comportamentos sociais e 

outras características do tipo autista dos animais pré-natalmente expostos ao VPA 

(NICOLINI et al., 2015; QIN; DAI; YIN, 2016). No que diz respeito a via Wnt/ β-catenina, 

evidências indicam que a administração de VPA no modelo de autismo utilizando 
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roedores, aumenta a ativação da sinalização de forma direta ou indireta, através de 

mecanismos ainda pouco elucidados (JUNG et al., 2008; QIN; DAI; YIN, 2016). Um dos 

mecanismos envolvidos nesse aumento da atividade da via é a inibição da atividade da 

GSK3β pelo VPA, porém também se sabe que a administração de sulindaco, um inibidor 

da via canônica da Wnt/β-catenina, a partir do bloqueio do domínio PDZ da proteína 

Dishevelled (Dvl), reverte os comportamentos sociais tipo-autistas induzidos pela 

administração de VPA (KUMAR et al., 2019; QIN; DAI, 2015).  

 

1.5.1. O resveratrol como ferramenta intraútero para estudo no TEA  

 

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

família dos estilbenos encontrado em algumas espécies de plantas, como uvas e seus 

derivados, amendoim e frutas vermelhas (NATH et al., 2022). O RSV pode ser 

encontrado nas formas isoméricas cis e trans, todavia, o trans-RSV é mais abundante e 

também apresenta maior atividade biológica (ROBERTSON et al., 2022). Assim como 

diversos compostos polifenólicos, o RSV possui uma potente atividade biológica e 

propriedades medicinais que vêm sendo exploradas nas últimas décadas, como a 

capacidade antioxidante, anti-inflamatória, efeitos antifúngicos e antivirais, bem como 

neuroproteção, cardioproteção, efeitos positivos sobre o envelhecimento e sobre células 

cancerígenas (ABU-AMERO; KONDKAR; CHALAM, 2016; GOTTFRIED, C; 

QUINCOZES-SANTOS; BASLI, 2011; LIMMONGKON et al., 2017; NATH et al., 2022; 

RAUF et al., 2017; VANG et al., 2011). 

Em relação aos seus efeitos no SNC, diversos estudos demonstraram efeitos 

neuroprotetores do RSV em modelos animais para a doença de Alzheimer (MA et al., 

2020) e em ensaios clínicos randomizados (GU et al., 2021). Ademais, um ensaio clínico 

utilizando pacientes com esquizofrenia demonstrou que o RSV como terapia adjunta 

melhora os sintomas negativos dessa desordem, que incluem a perda de diversas 

funções cognitivas, como expressões emocionais e comunicação social e verbal 

(SAMAEI et al., 2020). Muitos desses efeitos do RSV estão associados ao seu 

mecanismo de ação através da sua capacidade antioxidante e anti-inflamatória. Em 

relação ao TEA, um ensaio clínico demonstrou que a administração de RSV como 

terapia adjuvante reduziu a hiperatividade dos pacientes comparados ao grupo placebo 
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(HENDOUEI et al., 2020). Além disso, um estudo piloto com administração de RSV na 

dose de 200 mg/d durante 90 dias em indivíduos diagnosticados com TEA, demonstrou 

que o tratamento com RSV reduziu significativamente a irritabilidade e comportamentos 

anormais e aumentou a expressão de miR-195-5p, que age como modulador de alvos 

relacionados as vias inflamatórias e imunológicas (MARCHEZAN et al., 2022). 

  

 

Figura 3. Estrutura do trans-resveratrol. Fonte: PubChem (ID: 445154) 

Na pesquisa pré-clínica utilizando o modelo animal de autismo induzido por VPA, o 

RSV tem se mostrado uma molécula promissora para a compreensão da etiologia do 

TEA (revisado por SHAYGANFARD, 2020). Estudos têm evidenciado que a 

administração de RSV de forma intraútero, durante o desenvolvimento gestacional de 

roedores, foi capaz de prevenir alterações do tipo autista no comportamento social 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2014), no comportamento sensorial e na organização celular 

neuronal em regiões corticais relacionadas ao processamento sensorial somático 

(FONTES-DUTRA et al., 2018), bem como nas alterações moleculares (HIRSCH et al., 

2018), além de também prevenir alterações estruturais do hipocampo de longo prazo e 

organização interneuronal (SANTOS-TERRA et al., 2021,  2022) e, prevenir o aumento 

de permeabilidade da barreira hematoencefálica e edema cerebral (DECKMANN et al., 



18 
 

2021), em ratos Wistar pré-natalmente expostos ao VPA em um modelo animal de TEA. 

Especialmente no modelo VPA utilizando ratos Wistar, a além  

Ainda, estudos indicam que as atividades moleculares do RSV mais evidenciados 

são os efeitos regulatórios na expressão de citocinas pró-inflamatórias, redução dos 

marcadores de estresse oxidativo e neuroinflamação, bem como a prevenção do 

aumento do miR134-5p (MALAGUARNERA; KHAN; CAULI, 2020). Um mecanismo já 

elucidado pelo qual o RSV regula a resposta inflamatória é através da regulação 

neuroimmune pela modulação epigenética através sirtuína 1 (SIRT1), uma enzima da 

família das histonas desacetilases. A SIRT1 é uma enzima nuclear, que desempenha 

funções importantes na regulação inflamatória e que é ativada pelo RSV (GERTZ et al., 

2012; MORAES et al., 2020). Contudo, em modelos animais para acidentes vasculares 

cerebrais (HOU et al., 2018; WANG, N. et al., 2019) e culturas celulares de alguns tipos 

de câncer (CHAI et al., 2017; KHAN et al., 2020), observa-se que o RSV interage com a 

via de sinalização PI3K/Akt/mTOR, atuando sobre as proteínas reguladoras Akt e PTEN, 

além de inibir diretamente a ação da mTOR através da competição por adenosina 

trifosfato (ATP) (PARK et al., 2016).  

Em relação à via Wnt/β-catenina, estudos utilizando modelos animais com 

roedores para a indução de comportamentos do tipo depressivos mostram que o RSV é 

capaz de modular a via Wnt/β-catenina através da reversão das atividades de 

fosforilação de GSK3β e β-catenina, as quais se encontram alteradas nesses modelos 

(SHAYGANFARD, 2020; YANG; SONG; XU, 2017). Estudos relacionando o RSV com a 

via Wnt/β-catenina em modelos de TEA são escassos, porém, investigações utilizando 

culturas celulares para alguns tipos de câncer indicam que o RSV atua modulando a 

sinalização Wnt/β-catenina, reduzindo ou aumentando a sua atividade, de acordo com 

o contexto (DAI et al., 2018; LI, L. et al., 2021; XIANG et al., 2021).  

 

1.6. Biologia computacional 

 

Abordagens computacionais que simulam as interações intermoleculares de 

complexos biológicos do tipo ligante-receptor são relevantes para o entendimento 

detalhado sobre os mecanismos de ligação e para a observação dessa dinâmica ao 

longo do tempo além de  fornecer análises preditivas sobre parâmetros cinéticos e 
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termodinâmicos (SALMASO; MORO, 2018). Atualmente, são essenciais para orientar e 

melhorar as pesquisas de bancada, bem como o design e a otimização de moléculas 

(ligantes) (BRUCE et al., 2018). Por outro lado, considerando que as características 

cinéticas de ligação dos complexos de proteínas-ligantes são determinantes para o 

desenho e/ou otimização de fármacos eficazes, as técnicas de simulação molecular para 

estimativa cinética de complexos fármaco-alvo estão aumentando em número (NUNES-

ALVES; KOKH; WADE, 2020; SALO-AHEN et al., 2020). 

Entre as técnicas de simulação, uma das mais utilizadas é a Dinâmica Molecular 

clássica (DM), a qual tem a capacidade de fornecer informações sobre as propriedades 

estruturais, dinâmicas e termodinâmicas de sistemas moleculares complexos, como 

uma biomacromolécula flexível em um solvente aquoso. Buscando-se o aprimoramento 

desta técnica, diversos campos de força foram desenvolvidos ou aprimorados ao longo 

dos anos, com o objetivo de melhorar as representações de sistemas moleculares 

distintos para vários tipos de solutos e solventes (DE VIVO et al., 2016; SALO-AHEN et 

al., 2020).  

Outra técnica de simulação frequentemente empregada para avaliar a ligação entre 

uma biomolécula (principalmente proteínas) e pequenos ligantes (normalmente 

pequenos compostos orgânicos) é o acoplamento molecular (também conhecido por 

docking molecular). Nesta técnica, um conjunto de coordenadas espaciais (também 

chamadas de pose) representando a geometria do ligante interagindo com a molécula 

alvo é produzido, e a energia livre de ligação (ΔG) ou uma pontuação de afinidade para 

cada complexo é calculada (PRIYA et al., 2015). Em consonância com isso, o uso de 

simulações de DM  combinadas com métodos para computação de afinidades de ligação 

proteína-ligante são ferramentas importantes para obter uma compreensão profunda 

das características moleculares das proteínas e suas mutações. Dentre esses métodos, 

a abordagem Mecânica Molecular/ Área de Superfície de Poisson-Boltzmann 

(MM/PBSA, Molecular Mechanics Poisson–Boltzmann Surface Area) é bastante popular 

para estimar a energia livre de ligação de pequenos ligantes à biomacromolécula 

(KUMARI; KUMAR; LYNN, 2014). Para realizar a análise de MM/PBSA, é necessário 

um conjunto conformacional representativo das flutuações que ocorrem no contato entre 

dois entes moleculares. Esse conjunto de conformações são extraídos de simulações 

de DM, o que torna a metodologia dependente do sistema utilizado (DO VALE HIPOLITO 

CAVALHEIRO; PIRES; DONG, 2017).  O MM/PBSA também fornece a análise da 
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energia por interação de resíduos entre os alvos biológicos ligados à ligantes distintos, 

informações que são essenciais para classificar as contribuições individuais de 

aminoácidos, o efeito das mutações e para guiar o desenvolvimento racional de novos 

fármacos (POLI et al., 2020). 

Tendo em vista o estado da arte das pesquisas com o RSV em modelos animais de 

TEA e considerando que o modelo VPA ocasiona mutações genéticas indiretas através 

da sua ação sob as HDACs, um estudo baseado na elucidação da interação molecular 

do resveratrol e as proteínas-chave das vias PI3K/Akt/mTOR e Wnt/β-catenina, 

considerando-se as principais mutações descritas no TEA, torna-se relevante e 

interessante como abordagem de estudos patofisiológicos e etiológicos de transtornos 

do neurodesenvolvimento, como o TEA. 

 

2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

 

Considerando que (i) o RSV apresenta um efeito preventivo das alterações induzidas 

pelo VPA em modelo animal de roedores; (ii) que o VPA atua sobre os mecanismos de 

regulação de expressão genética através da modulação da cromatina; (iii) que o RSV 

interage, direta e indiretamente, sobre as vias da PI3K/Akt/mTOR e Wnt/β-catenina e, 

(iv) que essas vias apresentam mutações com alta confiabilidade de associação ao TEA, 

a hipótese do presente trabalho é a de que o RSV interage com certa afinidade com 

proteínas dessas vias e as mutações em proteínas-chaves dessas vias alteram essa 

afinidade de interação. 

  

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

 

Investigar a interação entre o RSV e as proteínas/enzimas, selvagem e mutantes, 

das vias de sinalização mTOR, PI3K classe I e β-catenina através de abordagens de 

biologia computacional. 
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3.2. Objetivos específicos 

 

a. Determinar o efeito das mutações na organização estrutural das proteínas alvo; 

b. Determinar o grau de interação entre o RSV e as proteínas/enzimas selvagens e 

mutantes; 

c. Caracterizar as interações intermoleculares entre o RSV e as proteínas alvo.  
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4. DISCUSSÃO  
 

Considerando que um dos mecanismos de ação elucidados para o modelo animal 

utilizando VPA é a inibição das desacetilases de histonas (HDAC), uma das ações do 

VPA pode ser a promoção da hiperacetilação das histonas H3 e H4 durante o período 

embrionário do neurodesenvolvimento dos roedores nesse modelo (KATAOKA et al., 

2013; MOLDRICH et al., 2013), o que pode resultar em alterações epigenéticas 

importantes para o neurodesenvolvimento. Além disso, tendo em conta o efeito 

preventivo observado na administração do RSV nesse mesmo modelo, conjecturamos 

que talvez o RSV tenha a capacidade de interagir com os sítios catalíticos de enzimas 

importantes no contexto do neurodesenvolvimento, tanto em suas versões nativas 

quanto em mutações associadas ao TEA.  

Nesse cenário, desregulações nas vias Wnt/β-catenina e PI3K/mTOR, que são 

fundamentais para o neurodesenvolvimento, estão associadas ao TEA (GANESAN et 

al., 2019; ROSINA et al., 2019; UPADHYAY et al., 2021). Para o desenvolvimento 

deste trabalho, buscamos na base de dados SFARI Gene (https://gene.sfari.org/) 

(SCHAAF et al., 2020) mutações associadas ao TEA nas seguintes proteínas: classe 

I da família de PI3Ks, composta por p110α, p110β, p110δ, p110γ, p85α, and p85β, 

mTOR e β-catenina. Foram selecionadas duas mutações de p110α, duas de p85β, 

três de mTOR e dez de β-catenina que atendiam aos seguintes critérios de inclusão: 

(i) associação com TEA, identificada através das pontuações S – Sindrômica, 1 – Alta 

confiança, 2 – Forte candidato e 3 – Evidência sugestiva do sistema de pontuação do  

SFARI Gene e, (ii) mutações no sítio catalítico ou até dez aminoácidos próximos , para 

enzimas; proximidade com os domínios nSH2 e iSH2 para p85β e; proximidade com 

o sítio de ligação de TCF/LEF para β-catenina. 

A via Wnt/β-catenina é essencial para inúmeras funções, desde o desenvolvimento 

embrionário até o estágio adulto. Mutações somáticas no gene CTNNB1 que resultam 

em ganho de função têm sido associadas à patofisiologia de alguns tipos de câncer 

(KATOH, 2018) e estratégias terapêuticas que visam reduzir a atividade e/ou evitar o 

acúmulo de β-catenina no núcleo celular também vêm sendo testadas (JI et al., 2021; 

ZHANG, Y.; WANG, 2020). Por outro lado, mutações que resultam em perda de 

função nesse mesmo gene nas células germinativas de modelos animais têm sido 

https://gene.sfari.org/
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associadas à desregulação do desenvolvimento e à maturação neuronal (KUECHLER 

et al., 2015). O estudo de mutações com perda de função em humanos indica uma 

forte associação entre elas e a deficiência intelectual (DE LIGT et al., 2012; 

KUECHLER et al., 2015), uma das características presentes em alguns indivíduos do 

TEA. Um estudo reportou que 9% das mutações de novo encontradas no gene 

CTNNB1 associadas ao TEA derivam de variantes de nucleotídeo único (single 

nucleotide variants, SNVs) (IOSSIFOV et al., 2014). De fato, a pesquisa deste 

trabalhou mostrou que nove das dez mutações associadas ao TEA disponíveis no 

SFARI Gene resultam proteínas com perda de função, devido à ocorrência de 

mutações do tipo frameshit, resultados e de mutações nonsense, quando um códon 

de parada é inserido prematuramente.  

A R376H foi única mutação missense encontrada para β-catenina que atingiu os 

critérios de inclusão. Foi descrita por KRUPP et al., (2017) em um estudo sobre fatores 

de riscos genéticos de alta confiança para o TEA. Nessa mutação ocorre a troca de 

uma arginina (R) na posição 376, que possui características hidrofílica, polar e 

carregada positivamente, por uma histidina (H), de mesmas características, porém 

contendo cadeia lateral aromática. Essa mutação está localizada entre as repetições 

três e quatro do domínio Armadillo. Os resultados da análise de raiz quadrada do 

desvio quadrático médio (RMSD) das trajetórias obtidas na DM aparentam indicar que 

a variante R376H apresenta certa rigidez na estrutura comparada à WT. Ao considerar 

as análises de raiz quadrada da flutuação quadrática média (RMSF), a rigidez 

estrutural se torna mais acentuada, principalmente nos domínios N-terminal e C-

terminal. Apesar do domínio tipo Armadillo ser o determinante para a função da β-

catenina, a flexibilidade das suas extremidades terminais, as quais são 

intrinsecamente desordenadas, é essencial para regular as funções da proteína, como 

observado na regulação pelo complexo de destruição, na adesão à caderina e na 

translocação ao núcleo (ZHAO; XUE, 2016). Alterações nesses domínios podem gerar 

impactos negativos na atividade proteica. Os dados aqui obtidos evidenciam que a 

troca de aminoácido dessa região central da β-catenina foi capaz de alterar a 

flexibilidade das extremidades da estrutura. Essa alteração pode impactar 

negativamente a sinalização da via Wnt/ β-catenina  no período de desenvolvimento 

intrauterino, visto que a flexibilidade dos domínios terminais da β-catenina  é essencial 

que a proteína possa se translocar ao núcleo e lá exercer seus efeitos na transcrição 
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gênica. Se com a presença desta mutação, a atividade da via se torna reduzida, é 

possível que haja um envolvimento direto com o desenvolvimento do TEA. Apesar do 

estudo ter sido realizado apenas com a estrutura e mutações da β-catenina, outros 

pontos chaves de regulação da via Wnt/β-catenina são interessantes para trabalhos 

posteriores, como as proteínas envolvidas no complexo de destruição, principalmente 

a GSK3β. Além disso, o envolvimento do RSV nessa via é um alvo interessante de 

estudo, visto que estudos indicam que o RSV possui a capacidade de modular a 

sinalização Wnt/β-catenina através de mecanismos ainda pouco elucidados 

(GENOVESE et al., 2022) e, que o tratamento de células-tronco neurais com VPA bem 

como a sua administração em roedores resulta em uma maior atividade dessa via 

(WANG, Li et al., 2015; ZENG et al., 2019). 

Assim como a via de sinalização Wnt/β-catenina, a via PI3K/Akt/mTOR 

desempenha papel fundamental para o neurodesenvolvimento, bem como para a 

manutenção celular na idade adulta. Estudos recentes mostram a relação entre 

mutações nos genes PIK3CA, PIK3R2, MTOR em pacientes com TEA, macrocefalia 

e desenvolvimento tardio (MIRZAA et al., 2016; YEUNG et al., 2017). As mutações 

encontradas para o gene PIK3CA são classificadas como evidência sugestiva e 

resultam na troca de aminoácidos na estrutura da subunidade p110α da PI3Kα. Na 

mutação G914R há a troca de uma glicina(G), aminoácido hidrofóbico e neutro, por 

uma arginina (R), que possui características hidrofílicas e é polar, carregada 

positivamente. A mutação A1035T leva a troca de uma alanina (A) na posição 1035, 

que é um aminoácido de característica neutra e hidrofóbica, por uma treonina (T), 

aminoácido de característica polar, neutra e hidrofílica. Os resultados das análises de 

RMSD das trajetórias obtidas na DM indicam que as mutações não inserem variações 

significativas nas estruturas durante os 100ns avaliados, mantendo-se similares à WT. 

Em relação às simulações de docking molecular com o RSV, a mutação G914R da 

subunidade p110α foi a com maior energia de atracamento e que manteve o complexo 

estabilizado durante, aproximadamente, 70ns. O complexo p110/p85α WT – RSV, 

apesar dos valores de atracamento obtidos, não é estável ao longo dos 100ns e o 

complexo com a mutação A1035T apresenta tendência à estabilidade nos últimos 

10ns de simulação. Os principais resíduos envolvidos ativamente na formação dos 

complexos foram Ile960, Ile828, Val878, Ile876, Met800 e Tyr864. Ainda, os 

aminoácidos que contribuíram com energia repulsivas foram Lys830, Asp838, Glu777 
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e Asp961. Mesmo com a repetição dos resíduos para os complexos, cada um 

apresentou diferentes energias para cada resíduo. A partir dos resultados obtidos é 

possível inferir que o RSV possui certa afinidade em inibir o sítio catalítico das 

mutações da p110α e essa afinidade é reduzida na ligação com a estrutura WT, 

porém, estudos mais aprofundados são necessários para caracterizar esses 

mecanismos. Apesar dos resultados obtidos serem promissores, simulação de DM 

mais longas são necessárias para melhor avaliar o comportamento do complexo em 

tempos mais próximos aos tempos em que as reações biológicas são observadas. 

Uma vez que os dados referentes às mutações G914R e A1035T não indicam que há 

uma diferença significativa entre essas estruturas e a WT, não é possível afirmar se a 

atividade da enzima se encontra aumentada ou reduzida no contexto do TEA. Os 

dados promissores encontrados para a variante G914R podem ser resultado da troca 

de aminoácido, que ocorre diretamente no sítio catalítico. Porém, estudos 

demonstram que a administração de VPA resulta em maior atividade da via 

PI3K/Akt/mTOR, o que pode estar relacionado com a geração das mutações, visto 

que o VPA possui é capaz de interferir na regulação da transcrição gênica através da 

sua atividade de modulação epigenética (QIN; DAI; YIN, 2016). Considerando a 

capacidade mutagênica da administração de VPA no modelo de autismo em roedores 

e os dados aqui encontrados de uma possível predileção do RSV pelos sítios 

catalíticos das subunidades mutantes, é possível inferir que os achados encontrados 

por Fontes-Dutra et al., (2018), nos quais o RSV apresenta efeito protetor das 

alterações comportamentais e moleculares, estejam de alguma forma conectados 

com os dados aqui apresentados.  

A macrocefalia é definida como um tamanho de circunferência craniana 

desproporcionalmente aumentada, sendo a circunferência occipitofrontal maior ou 

igual a dois desvios padrão, e está presente em 14-34% em crianças com TEA 

(YEUNG et al., 2017). Mutações nos genes PIK3R2 e MTOR são encontradas em 

pacientes com macrocefalia e deficiência intelectual (NEGISHI et al., 2017; 

REIJNDERS et al., 2017; RIVIÈRE et al., 2012). As mutações do gene PIK3R2 são 

classificadas como sindrômicas para TEA na base de dados SFARI Gene e resultam 

na troca de aminoácidos na estrutura proteica da subunidade p85β da PI3Kβ. As 

mutações aqui exploradas (G373R e V398I) consistem na troca do aminoácido glicina 

(G) na posição 373, com característica neutra e hidrofóbica, por uma arginina (R), com 
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características hidrofílica e polar, carregada positivamente e, na troca de uma valina 

(V), de características hidrofóbica e neutra, por uma isoleucina (I), de mesmas 

características. Os resultados de RMSD indicaram que as mutações não inseriram 

variações significativas na dinâmica estrutural da proteína e nenhuma oscilação acima 

de 2 Å. Os resultados de RMSF mostraram que as mutações possuem um pico entre 

os resíduos 499-595 maior do que a WT, provavelmente resultado da troca de 

aminoácidos da mutação. Enquanto que os resultados das simulações de docking 

molecular entre a subunidade p85β da PI3Kβ e o RSV mostraram força de interação 

similar entre os complexos selvagem e mutantes, cálculos de MM/PBSA mostram  

maior energia de ligação no complexo WT – RSV, seguido do complexo V398I – RSV 

e G373R – RSV. Em relação à DM dos complexos, a análise de RMSD dessas 

trajetórias indicaram que a ligação entre RSV e a mutação G373R é a mais estável 

dentre as análises realizadas, uma vez que o complexo permanece estável durante 

60ns (entre 30ns e 90ns). Os resultados para a mutação V398I mostraram que o 

complexo se torna estável a partir de 60ns e permanece assim durante todo o tempo 

restante da simulação. Acerca dos resultados da contribuição individual dos resíduos 

para a formação do complexo, os dados para WT e para as mutações G373R e V398I 

são bastante divergentes, com a repetição de poucos aminoácidos. Nesse contexto, 

é possível parcialmente inferir que o RSV faz ligações mais estáveis com a PI3Kβ que 

possui a subunidade p85β com as mutações avaliadas.  

Da mesma forma que as PI3Kα/β, mutações no gene da mTOR são associados à 

macrocefalia e ao TEA  (GORDO et al., 2018; MIRZAA et al., 2016). As mutações de 

troca de aminoácido para a mTOR abordadas neste estudo são classificadas com alta 

confiança para o TEA no banco de dados SFARI Gene. Para a posição 2215 foram 

encontradas duas mutações atendendo aos critérios de inclusão. Na S2215Y, há a 

troca de uma serina (S) que possui as características neutra e hidrofílica, por uma 

tirosina (Y), que possui características hidrofóbica e aromática. Em S2215F há a troca 

da serina por uma fenilalanina (F), que possui característica aromática e hidrofóbica 

também. Na mutação F2202C ocorre a troca de uma fenilalanina por uma cisteína (C), 

com característica hidrofóbica e neutra. Os resultados referentes à análise de RMSD 

das trajetórias de DM das proteínas mostraram que as mutações S2215Y e S2215F 

geraram estruturas com alta instabilidade, se comparadas à trajetória da proteína 

mTOR WT, e com variações acima de 10 Å, indicando que as conformações que a 
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estrutura tridimensional atingiu durante os 100ns foram muito diferentes entre si. O 

que pode ter relação direta com a troca de características físico-químicas dos 

aminoácidos, uma vez que ambas trocam características neutras e hidrofílicas, por 

características aromáticas e hidrofóbicas. Por outro lado, a mutação F2202C resultou 

em uma estrutura mais rígida comparada à WT e bastante instável, que pode estar 

relacionada com a troca de uma fenilalanina (F), de característica aromática e 

hidrofóbica, por uma cisteína (C), contendo grupamento súlfur e com característica 

hidrofílica. A análise de RMSF foi coerente com os resultados de RMSD. Os resultados 

do docking molecular e a posterior análise por MM/PBSA mostraram uma 

problemática similar à encontrada nas mutações p85β. De acordo com o escore de 

afinidade da simulação de docking, as maiores energias de ligação são dos complexos 

S2215Y – RSV e S2215F – RSV. Entretanto, a análise de energia por MM/PBSA indica 

que as maiores energias de ligação são dos complexos F2202C – RSV e WT – RSV, 

o que é convergente com os resultados da DM dos complexos. A análise RMSD das 

trajetórias de DM dos complexos mostra que o complexo S2215Y – RSV apresentou 

uma tendência a estabilizar a partir dos 90ns, hipótese que precisa de mais 

simulações para ser comprovada. Além disso, o complexo F2202C – RSV foi o único 

que apresentou maior tempo de estabilização da ligação entre o RSV e o sítio 

catalítico da proteína. Nesse complexo, a estabilidade é atingida por volta dos 40ns e 

permanece até o fim da trajetória de 100ns. Com os dados obtidos, é possível inferir 

que o RSV possua maior afinidade de ligação ao sítio catalítico da forma mutante 

F2202C. Conforme esperado, em todos os complexos a ligação com o RSV 

acrescenta um pouco de estabilização à variação de RMSD da proteína. De maneira 

geral, os resíduos Trp2239, Ile2356, Lys2166, Ile2163 e Leu2185 são os que 

contribuem ativamente para a ligação do complexo e os resíduos Asp2357, Gln2167 

e Gly2238 são os exercem energia repulsiva na formação do complexo, com variação 

de energia para complexo formado.  

De forma geral, o conjunto de resultados obtidos com este trabalho indicam uma 

maior afinidade de ligação do RSV com os sítios ativos de algumas das mutações 

estudadas neste trabalho. Com os dados obtidos, não é possível inferir se as vias de 

sinalização com estas mutações se encontram com a atividade aumentada ou 

reduzida. Porém, ao traçar um paralelo com o modelo de autismo em roedores 

induzido por VPA, um inibidor de HDACs e que possui atividade mutagênica a partir 
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da modulação epigenética, é possível sugerir que possivelmente a administração de 

VPA em ratas prenhes talvez induza essas mutações.  

Estudos post-mortem de cérebros de pacientes com TEA que analisaram o 

acetiloma, indicaram que em indivíduos com TEA, a acetilação de histonas é irregular 

e com altas taxas de alterações, que está relacionado com a epilepsia e impulsos 

neuronais (OZTENEKECIOGLU et al., 2021). A redução na acetilação de DNA no TEA 

pode ser causada por diferentes condições, dentre elas, a sinalização de quimiocinas 

e atividade das HDACs (SUN et al., 2016). Além disso, estudos com VPA in vitro e no 

modelo animal de roedores reforçam que uma das vias pelas quais o VPA induz 

comportamentos tipo-autista é a inibição de HDACs de classe I (CHANDA et al., 2019). 

Com isso, a atividade das HDCAs se encontra desregulada as histonas se tornam 

hiperacetiladas no modelo de autismo induzido por VPA, demonstrando os efeitos 

dessa molécula na modulação epigenética cerebral (LIU, H. et al., 2021). Ademais, 

outro estudo comparou o modelo de indução do comportamento tipo-autista por VPA 

com a administração de valpromida, uma molécula análoga ao VPA, mas que não 

possui a atividade inibidora de HDACs. Os resultados demonstraram que os animais 

tratados com valpromida não apresentaram diferenças de comportamento do grupo 

controle, enquanto que o grupo VPA mostrou os comportamentos característicos tipo-

autista (KATAOKA et al., 2013).  

Considerando que o RSV atua como um ativador de HDACs através da modulação 

de sirtuínas e que o VPA apresenta o efeito oposto, inibindo as HDACs, é possível 

sugerir que a ativação da SIRT1 seja um dos mecanismos pelos quais o RSV protege 

a prole dos efeitos do VPA. Além disso, tendo em vista a afinidade de ligação do RSV 

por as variantes mutadas abordadas neste trabalho, é possível sugerir que essas 

ligações sejam um dos mecanismos de ação pelo qual o RSV exerce efeito protetor, 

prevenindo as alterações moleculares e comportamentos sociais induzidos por VPA 

no modelo de indução de autismo. 

 Os presentes dados demonstram que a mutação R376H de β-catenina 

parcialmente interfere na flexibilidade estrutural da proteína e que o RSV possui (i) 

uma maior afinidade de ligação pelo sítio ativo da subunidade p110α mutante G914R, 

(ii) pelo sítio ativo das subunidades p110β que estão ligadas às subunidades 

regulatórias p85β mutantes G373R e V398I, e (iii) pela mTOR contendo a mutação 
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F2202C. Os desfechos biológicos gerados a partir dessa maior afinidade de ligação 

ainda não são claros e demandam estudos in silico e in vitro mais aprofundados. 

Ademais, apesar dos resultados promissores, mais estudos são necessários para 

aprofundar o entendimento acerca dos dados encontrados aqui, principalmente no 

que tange à PI3Kβ. Além disso, uma abordagem interessante para aprofundar os 

conhecimentos seria a utilização de protocolos de simulações do tipo DM mais longas, 

com a finalidade de atingir tempos de equilíbrio mais próximos aos biológicos.  

5. CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, o RSV apresentou maior afinidade de ligação com os sítios 

catalíticos de proteínas contendo mutações associadas ao TEA das enzimas PI3Kα, 

PI3Kβ e mTOR, em comparação com as formas WT. Também foi possível observar 

que as mutações de β-catenina associadas ao TEA apresentam o caráter de perda de 

função, tanto em proteínas com terminação prematura quanto na proteína com a 

mutação R376H. Os resultados do presente trabalho são promissores e, esclarecem 

em parte, um possível mecanismo de ação do RSV nessas vias do 

neurodesenvolvimento que se encontram afetadas no TEA. Com isso, novos estudos 

in vitro e in vivo, utilizando o RSV e as mutações enzimáticas aqui trabalhadas, são 

necessários para que seja possível determinar a fundo os possíveis desfechos 

biológicos da maior afinidade de ligação entre o RSV e o sítio catalítico das mutações 

associadas ao TEA e analisar a possibilidade do RSV ter um efeito inibitório nas vias 

afetadas. 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

Pode-se sugerir os seguintes trabalhos associados à esta pesquisa, em 

decorrência dos resultados obtidos:  

• Investigar, com os mesmos protocolos, a proteína GSK3β, visto que ela atua 

direta e indiretamente tanto na via Wnt/β-catenina quanto na via 

PI3K/Akt/mTOR, sendo uma proteína convergente em ambas as vias; 
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• Também investigar as proteínas PTEN e Akt nos mesmos protocolos, visto 

que ambas estão envolvidas na via de sinalização da mTOR e que a PTEN 

já é considerada um gene de risco para o TEA; 

• Reproduzir a DM dos complexos e mutações abordadas nesse estudo em 

simulações mais longas; 

• Estudar a afinidade entre o RSV e os sítios alostéricos de PI3Kα, PI3Kβ e 

mTOR e determinar de que forma  essa ligação inferiria  na ligação de 

inibidores conhecidos dos sítios catalíticos das proteínas;  

• Estudar de forma in vitro e in vivo os resultados encontrados neste estudo. 
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