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Arthur C. Clarke
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Resumo

O transtorno do espectro do autismo (TEA) € classificado como um transtorno
do neurodesenvolvimento, apresentando prejuizos na comunicacdo social e
manifestacbes de comportamentos, interesses e atividades repetitivos e restritos.
Apesar de a etiologia do TEA permanecer desconhecida, evidéncias crescentes
sugerem que esse transtorno é causado por uma complexa interacdo de fatores
genéticos e fatores ambientais durante o periodo embrionério. Diversas alteracdes
estdo relacionadas com o TEA, como por exemplo, alteracdes em multidominios
sensoriais e, estudos recentes tém apontado que o desbalango excitatorio-inibitério,
em que ha um predominio da excitacdo, em regifes corticais, como aquelas
envolvidas no processamento sensorial podem contribuir para essas alteracdes. A
exposicdo ao acido valproico (VPA) é um fator ambiental de risco importante para o
surgimento do TEA e é a molécula utilizada pelo nosso grupo de pesquisa para induzir
caracteristicas do tipo autista em murinos. Dados recentes do nosso grupo mostram
que o tratamento subcronico com resveratrol (RSV) na rata prenhe é capaz de
prevenir alteragbes sociais do tipo autista em roedores pré-natalmente expostos ao
VPA. O presente trabalho avaliou a influéncia da interagéo entre o RSV e do VPA no
comportamento de busca pelo ninho em ratos com 10 dias de vida e no nivel de
expressdo génica relativa de proteinas envolvidas em sinapses (Sinaptofisina)
excitatdrias (PSD95) e inibitérias (Gefirina) na regido da amigdala em ratos com 30
dias de vida. Nossos dados apontam um prejuizo na porcentagem de acertos ao
ninho, bem como na laténcia para alcancar o ninho ou a minima laténcia para ir para
uma das maravalhas disponiveis no grupo VPA, corroborando dados na literatura. No
entanto, pela primeira vez, o presente trabalho mostra que o RSV foi capaz de
prevenir 0 prejuizo na porcentagem de acertos ao ninho no grupo RSV+VPA. Ainda, o
presente trabalho mostra alteragfes estatisticamente significativas na expresséo
génica de moléculas envolvidas em sinapses excitatérias-inibitérias na regido da
amigdala, uma importante regido envolvida no autismo e no estabelecimento do
vinculo mae-filhote no inicio da vida. Esses dados mostram resultados originais
apontando o resveratrol como uma ferramenta promissora na prevencao de alteracdes
sensoriais no modelo animal de autismo, bem como na busca de mecanismos e alvos

etioldgicos e fisiopatolégicos no estudo do TEA.
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Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is classified as a neurovelopmental disorder,
presenting impairments in social communication and sociability, as well as stereotyped
behavioral patterns. Although the etiology remains unknown, there is growing evidence
suggesting a complex interplay between genetic and environmental risk factors during
the gestational period. Many alterations are related to ASD, as multisensory alterations
and recent data were pointing out the misbalance between excitation and inhibition,
with high predominance in excitation compound, in cortical areas related to sensory
processing. The valproic acid (VPA) exposure is an environmental risk to ASD and
VPA is commonly used by our group to induce autistic-like behaviors in rodents. We
previously showed that a prenatal subchronic treatment of the pregnant rats with
resveratrol (RSV) prevented the social deficits induced by VPA in male offspring rats.
The present work evaluated the influence of RSV and VPA interaction in the nest
seeking behavior in 10 days old male rats and in the relative genic expression levels of
synaptic proteins (Sinaptophysin) in excitatory (PSD95) and inhibitory synapses
(Gephyrin) in amygdala region of 30 days old rats. We identified impairments in the
number of correct choices to the nest in VPA group, which were in accordance to the
literature data. Nevertheless, we showed, for the first time, that resveratrol were able to
prevent these impairments In RSV+VPA group. Besides, the present work showed
important significant alterations at the genic expression level of synaptic proteins
related to excitatory and inhibitory synapses in the amygdala region, an important brain
structure related to attachment behavior and altered in ASD. Therefore, these data
highlights resveratrol as an important molecule for prevention of autistic-like sensory
behaviors in the animal model of autism induced by prenatal exposure to VPA, as well

as an important tool for seeking etiological targets and physiopathology studies in TEA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Otranstorno do espectro do autismo (TEA)

O transtorno do espectro do autismo (TEA) reine um grupo de desordens
do neurodesenvolvimento, de aspecto multifatorial e com graus de apresentacao
variaveis, caracterizado por 1) alteracbes na comunicag¢do social e interacéo
social em mudltiplos contextos e 2) comportamentos repetitivos, atividades e
interesses restritos (American Psychiatry Association (APA), 2013).

A palavra “autismo” vem do prefixo grego autés (autdég, significando "auto"),
acrescido do sufixo —ismo (indicando um “estado”), utilizado pela primeira vez
pelo psiquiatra suico Paul Eugen Bleuler, em 1911 ao descrever pacientes com
esquizofrenia com a caracteristica de se “retirar para o mundo de suas fantasias”
(Bleuler, 1911). Somente em 1938 essa terminologia foi utilizada por Hans
Asperger em uma conferéncia em Viena, no Hospital Johns Hopkins, onde foi
descrita as caracteristicas de “autistas psicopatas” baseados em seus estudos de
caso (Asperger, 1938) e, em 1943, foi publicado o primeiro relato detalhado de
pacientes com autismo por Leo Kanner, definindo como caracteristicas presentes
nesses pacientes a “soliddo autista” e a “obsessiva insisténcia na preservacao
dos habitos” (Kanner, 1943).

Desde as primeiras descricbes das caracteristicas comportamentais
alteradas em pacientes realizadas por Asperger e Kanner, esforcos da
comunidade cientifica tém sido empregados para categorizar adequadamente
pacientes com o Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) através da compilacao
de sintomas e caracteristicas que devem estar presentes e/ou associados com o
TEA (American Psychiatric Association (APA), 1994; American Psychiatric
Association, 2000). O critério atual, definido pela quinta edicAo do DSM
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), publicado pela
Associacdo Americana de Psiquiatria (American Psychiatry Association (APA),
2013), consiste numa diade de alteracbes comportamentais, envolvendo a

presenca de:

1) Prejuizos na comunicagdo e interacdo social em multiplos contextos,

incluindo deéficits em reciprocidade social, comunicacdo nao-verbal
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utilizada para interacdo social e em habilidades para iniciar, manter e
entender relacionamentos;

2) Comportamentos repetitivos, atividades e interesses restritos.

E necessario ressaltar que ambas as caracteristicas devem estar presentes
para o diagnéstico do TEA, as quais podem variar de intensidade, porém
presentes, necessariamente, ao longo de toda a vida (Rapin and Tuchman,
2008). Uma vez que o TEA é um transtorno cujas caracteristicas sdo de base
comportamental, somado a auséncia de biomarcadores periféricos, o

diagnéstico passa a ser restritamente clinico (Mayes et al., 2014).

O TEA, por ser um transtorno multifatorial e com graus de severidade
variaveis, apresenta uma diversidade de comorbidades as quais afetam os
pacientes (Gottfried et al., 2013), necessitando de uma equipe interdisciplinar e
uma detalhada anamnese na hora do diagndstico, levando em consideragéo a
historia do paciente e os sintomas apresentados no momento da consulta. De
fato, o TEA é um transtorno tdo heterogéneo, reunindo caracteristicas téao
distintas que muito raramente dois individuos compartilham o mesmo conjunto
de sintomas (Gadia et al., 2004; Rapin and Tuchman, 2008). Alguns sintomas
associados ao TEA podem acompanhar o diagnostico dos pacientes, como
presenca de comportamento agressivo, ansiedade, depressado, déficits
cognitivos, crises epilépticas, alteracdes gastrointestinais, distlrbios do sono,
disfungdes do sistema imune e hipersensibilidade a estimulos tateis, sonoros e
luminosos, estes Ultimos, cada vez ganhando mais espaco no cenario do
autismo, devido sua alta presenca em pacientes diagnosticados para o TEA
(Geschwind, 2009).

N&do ha tratamento eficaz para o TEA (Rudimar Riesgo, 2013a). A
abordagem clinica padrdo envolve uma equipe interdisciplinar, como médicos,
fonoaudidlogos, psicologos, nutricionistas, terapeutas ocupacionais, etc.
associado ao uso de farmacos buscando amenizar aspectos especificos da
sintomatologia do autismo (Rudimar Riesgo, 2013b). Atualmente, os Unicos
medicamentos aprovados para uso no autismo pelo FDA (do inglés Food and
Drug Administration — USA) sdo o0s antipsicoticos atipicos risperidona e

aripiprazol, que tém como alvo o comportamento agressivo presente em alguns



pacientes (Rudimar Riesgo, 2013b). Os pacientes com TEA também podem
utilizar medicamentos para controlar alteracdes de humor disturbios do sono e
outras comorbidades (Tsujino et al., 2007). Terapias comportamentais, como a
ABA (do inglés Applied Behavior Analysis) e o TEACCH (do inglés Treatment
and Educational of Autistic and related Communication-handicapped Children)
(Rudimar Riesgo, 2013b) sao fortemente indicadas para o0s pacientes
diagnosticados com TEA. Estratégias como a ABA visa ensinar, em estagios
crescentes de complexidade, habilidades ausentes nas criancas. Ja o
TEACCH visa adaptar a organizacdo do ambiente e das rotinas de modo que a
crianca possa entendé-los mais facilmente e também saiba o que é esperado

dela.

Visto que a linguagem, funcdes executivas, interagdo social e
comportamento emocional estdo prejudicados no autismo, muitos estudos tém
como foco o cortex pré-frontal (CPF), com estudos relatando um aumento de
67% no numero de neurbnios em encéfalos de pacientes com autismo
(Courchesne et al.,, 2001). As alteracbes de conectividade estdo entre os
achados mais consistentes. A hipoconectividade a longa distancia entre
cortices frontal e temporal, e entre esses com outras estruturas foi
documentado por alguns grupos de pesquisa (Just et al., 2004; Koshino et al.,
2005; Villalobos et al., 2005). Enquanto isso, uma hiperconectividade foi
descrita localmente no CPF (Courchesne and Pierce, 2005) acompanhada de
aumento no namero de colunas e diminuicdo da espessura delas (Chomiak and
Hu, 2012).

O cerebelo possui um papel fundamental na locomocédo, equilibrio e
diversas fungdes motoras e cognitivas do SNC, e encontra-se alterado dentro
do TEA, tanto funcional, quanto geneticamente (Aldinger et al., 2012; Hong et
al., 2000; Tan et al., 2010).

AlteracBes em estruturas limbicas sdo bastante evidentes e documentadas
nessa desordem, como o hipocampo e amigdala. O hipocampo faz parte do
sistema limbico, sendo necessario para mecanismos de aprendizado, memoéria
e diversas funcbes cognitivas, sendo um componente de estudo frequente

dentro de modelos animais de autismo. Estudos relatam um aumento no



tamanho nessa estrutura em individuos com TEA (Groen et al., 2010; Rojas et
al., 2004). A amigdala é composta por um complexo de nudcleos, sendo um
local bastante associado com medo e agressividade. Estudos sobre o tamanho
dessa regido no TEA mostram resultados discordantes, jA se demonstrando
aumento (Groen et al., 2010; Nordahl et al., 2012) e diminuicdo na amigdala
(Dalton et al., 2007). Outros dados interessantes sobre essa regido incluem
uma conectividade atipica e reducdo da habituagdo da amigdala
correlacionada com escala de responsividade social (Murphy et al., 2013;
Swartz et al., 2012).

Dada a presenca de comportamentos repetitivos e estereotipados em
pacientes com autismo, alteracbes nos ndcleos da base também ja foram
encontradas (Langen et al., 2007; Stanfield et al., 2008; Takarae et al., 2007).
Durante imitacdo de expressdes faciais e tarefas de flexibilidade cognitiva,
pacientes com autismo apresentam hipoativacdo do estriado (Dapretto et al.,
2006; Shafritz et al., 2008).

Outras estruturas alteradas incluem o giro fusiforme, localizado no lobo
temporal ventral, o qual tem papel no reconhecimento de faces. Alteracdes
nessa regido parecem fundamentais para varios sinais comportamentais
observados em pacientes com autismo, uma vez que sua atividade encontra-se
reduzida durante processamento de faces (Critchley et al., 2000; Pierce et al.,
2001; van Kooten et al., 2008). As areas de Broca e Wernicke, envolvidas com
a linguagem, também mostram ativacdo anormal no autismo (Verhoeven et al.,
2009).

Ainda € obscuro como a relacdo das alteracbes nessas regides em
pacientes com autismo possam gerar 0os sintomas que definem o transtorno,
mas evidéncias crescentes vém apontando alteragbes no grau de
conectividade neuronal local e a longa distancia (Supekar et al., 2013), bem
como mudancas no equilibrio entre a excitacdo e a inibicdo, tendendo a
favorecer o primeiro, o aumento da excitacdo (Snijders et al., 2013; Zikopoulos
and Barbas, 2013). Entretanto, o grau de incerteza é grande, e outras
perturbacdes podem ainda estar passando despercebidas. Além disso, o0s

mecanismos que geram estas alteracdes sdo ainda desconhecidos.



1.2. Epidemiologia

No ultimo estudo populacional em 2014 do Centro de Controle e Prevencéo
de Doencas (CDC, do inglés Center for Disease Control and Preventions),
realizando um levantamento de 2010, a incidéncia de autismo nos Estados
Unidos da América era de uma crianca a cada 68, aproximadamente 1,5%,
sendo 5 vezes mais comum entre meninos (1 a cada 42) do que em meninas (1
a cada 189) (Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR), 2014).

No Brasil existe uma escassez de estudos epidemioldgicos considerando os
dados para o TEA. Estudos pilotos realizados na cidade de Atibaia, analisando
1470 criancas de até 15 anos encontrou uma prevaléncia de aproximadamente
0,3% (Paula et al., 2011). Esses baixos indices podem se dar pela falta de
estudos de prevaléncia em diferentes regides, bem como problemas
metodoldgicos com amostras pequenas, pouca conscientizacdo a respeito do
TEA por parte tanto da populacao, quanto dos profissionais locais, pela falta de
registros adequados e diagnosticos equivocados devido a sobreposicdo dos
comportamentos com outros transtornos (Morbidity and Mortality Weekly
Report (MMWR), 2014).

Em relacdo a etnias e grupos socioecondmicos, o TEA parece nao ter
alguma relacdo com esses fatores (Morbidity and Mortality Weekly Report
(MMWR), 2014). Ainda, ndo se sabe a influéncia de fatores culturais, étnicos,

geograficos e socioeconémicos sobre o TEA (Fombonne et al., 2009).

Muitas questdes foram levantadas acerca do que poderia estar aumentando
o0 numero de diagnésticos do TEA ao longo dos anos. Entre 1991 a 1997, a
incidéncia teve um aumento de 556%, passando a afetar mais criancas do que,
por exemplo, cancer e sindrome de Down (Muhle et al., 2004). Ja entre 2000 e
2010, a prevaléncia nos EUA mais que dobrou, passando de 0,67%
(Summaries, 2007) para 1,47% (Morbidity and Mortality Weekly Report
(MMWR), 2014). Alguns fatores foram excluidos ao longo dos anos, como o
conservante timerosal utilizado em algumas vacinas, o qual contém mercurio
em sua formulag&o. Anteriormente, ele foi considerado como um fator de risco
para o autismo (Wing and Potter, 2002), no entanto, segundo dados do CDC,

foi descartada sua contribuicAo como fator de risco para a incidéncia do
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autismo (Fombonne et al., 2009). Ainda, segundo Fombonne, o aumento da
prevaléncia do autismo se deve, em parte, as mudangas nos critérios de
diagndstico, gerando uma migracdo de individuos com outros transtornos para
o TEA, porém somente essa migracdo nao € capaz de explicar totalmente o
aumento visto nos ultimos estudos (Fombonne et al.,, 2009). Estudos
epidemiologicos e com modelos animais tem tentado explicar o que poderia
estar por trds desta outra parte no aumento e indicam que fatores ambientais
podem ser responsaveis pelos aumentos observados na incidéncia do autismo
(Bryson et al., 2003; Schneider and Przewlocki, 2005).

Essa alta prevaléncia no TEA é acompanhada por custos para a sociedade,
gerando um impacto econdmico na vida das familias e dos governos. Estima-
se um custo adicional de, pelo menos, US$ 17.000 por ano no cuidado de uma
crianca diagnosticada com TEA (Lavelle et al., 2014), sendo o custo médio total
de US$ 1.600.000 por individuo com TEA durante a vida, nos EUA (Kogan et
al., 2009).

1.3. Desencadeamento do TEA

Nos ultimos anos, dados de diferentes estudos vém apontando a etiologia
do TEA como uma complexa interacdo entre fatores tanto genéticos, quanto
ambientais. Estudos de associagdo génica, realizados com gémeos e irmaos
de pacientes com autismo demonstram uma herdabilidade muito maior no TEA
entre nos transtornos neuropsiquiatricos (Williams, 2012). Um exemplo disso
sdo estudos com gémeos, 0s quais apresentam concordancia de 60% no
autismo classico em monozigoticos contra 0% em dizigoticos (Muhle et al.,
2004). Ao reavaliar os parametros de analise, considerando caracteristicas
mais abrangentes, como déficits em comunicacdo e alteragbes sociais, fez
essa concordancia ir de 60% para 92% em monozigoticos e de 0% a 10% em
dizigoticos (Casanova, 2006). Esses dados sugerem a presenca importante de
um componente genético que podem ser causadoras do autismo, no entanto,
mesmo apos varios anos de estudo e identificacdo de mais de 1000 alteracdes
genéticas associadas ao autismo, estas ndo explicam mais que 25% dos casos
(Miles, 2011).



Dessa forma, nos ultimos anos, pesquisadores tém levantado possibilidades
de que fatores ambientais possam estar envolvidos e contribuir para uma maior
expressdo ou desencadeamento dos sintomas, tornando-os tdo importantes
guanto os fatores genéticos para o desenvolvimento do autismo (Muhle et al.,
2004; Sandin et al., 2014).

Com o auxilio de estudos epidemioldgicos, dados indicam que teratégenos
durante o primeiro trimestre de gestacdo, um periodo critico para o
neurodesenvolvimento, poderiam estar relacionados com o desencadeamento
do autismo, destacando-se o acido valproico (VPA, do inglés Valproic Acid)
(Roullet et al., 2013; Smith and Brown, 2014) e a talidomida (Imai et al., 2014).
Estudos demonstraram que 30% dos individuos expostos a talidomida durante
0 periodo gestacional, especialmente entre os dias 20 e 24, desenvolveram
TEA (Miller and Stromland, 1999). Ao contrario do VPA, a talidomida apresenta
diferentes efeitos em primatas e em roedores, sendo que, em primatas pode
gerar anomalias nos membros. J& o VPA induz alteracdes similares tanto em

roedores, quanto em humanos (Gottfried et al., 2013).

Valendo-se de todas essas informagdes, foi estabelecido pela primeira vez,
em 1997, pela embriologista Patricia Rodier, um modelo animal para o estudo
do autismo, induzido farmacologicamente pela exposicdo pré-natal ao VPA
(Rodier et al., 1997)

1.4. Modelo animal de autismo induzido por acido valproéico

O modelo animal de autismo por inducéo pré-natal ao VPA é um modelo
bem validado e estabelecido na literatura. O modelo surgiu devido a dados
clinicos em que o VPA aumentava significativamente a incidéncia de autismo
nos filhos de maes que faziam uso deste medicamento durante o primeiro
trimestre de gestacdo (Harden, 2013). A partir desses estudos, o modelo
animal de autismo por inducdo pré-natal ao VPA em 1997 (Rodier et al., 1997)
e, aléem do gatilho etiologico, inUmeras alteracbes comportamentais e
neuromorfolégicas sdo comuns entre pacientes e roedores induzidos por VPA:

comportamento repetitivo e estereotipado e prejuizo na sociabilidade e



comunicacao (Roullet et al., 2013), alteracdes anatbmicas comuns em cerebelo
(Ingram et al., 2000), nervos cranianos (Rodier et al., 1996) e outras regides do
encéfalo (van Kooten et al., 2005), padrdes eletroencefalograficos anormais em
resposta a estimulos auditivos (Gandal et al., 2010) e elevada ativacao
astrocitica e microglial (Lucchina and Depino, 2013). Assim como em seres
humanos, onde existe uma maior incidéncia de autismo em individuos do sexo
masculino, parece que algumas das caracteristicas sO estdo presentes em
machos (Kim et al., 2013; Schneider et al., 2008). Nosso grupo utiliza o modelo
animal de autismo induzido por exposicdo pré-natal ao VPA no dia E12,5 de
gestacdo, janela temporal precisa onde se observaram as caracteristicas do
tipo autista se manifestando de forma mais evidente na prole de mées expostas
nesse periodo (Rodier et al., 1997). Este modelo apresenta-se como uma
importante estratégia para estudos etioldgicos, para o estudo de mecanismos
preventivos ou de reversdo dos sintomas, bem como para compreender as

alteracdes moleculares ao longo do desenvolvimento.

1.5. Resveratrol como uma ferramenta de estudo no TEA

Recentemente, nosso grupo publicou um estudo mostrando que um
tratamento pré-natal com resveratrol (RSV) foi capaz de prevenir alteragcdes na
sociabilidade da prole neste modelo (Bambini-Junior et al., 2014b). O RSV
(3,4’,5-triidroxi-trans-estilbeno), ¢ um polifenol encontrado naturalmente em
frutas e vegetais, isolado pela primeira vez em 1940 das raizes de Veratrum
grandiflorum. Sua presenca em uvas, pinhas e amendoins € relacionada a
protecdo da planta contra infec¢gbes fungicas e radiagbes UV (Vang et al.,

2011).

Nas ultimas décadas, o papel terapéutico do RSV tem sido evidenciado em
diversas enfermidades como céancer, diabetes e doencas cardiovasculares
(Shukla and Singh, 2011; Singh et al., 1997; Vang et al., 2011). Entre os
diversos alvos moleculares relacionados aos efeitos do RSV, destacam-se as
sirtuinas (Jian et al., 2014) e cascatas de sinalizagdo intracelular da mTOR
(Widlund et al., 2013).



Além disso, as propriedades neuroprotetoras e anti-inflamatorias do RSV
(Ashwood et al., 2011; Chen et al., 2014) sao relacionadas com conhecidos
gatilhos etiologicos do autismo, como alteracdes de padrbes de migracao
neuronal e ativacdo imunoldgica (Bauman et al., 2014; Gesundheit et al., 2013;
Miyazaki et al., 2005).

Adicionalmente, resultados preliminares de estudos em andamento do
nosso grupo apontam que o RSV pode prevenir outras caracteristicas
encontradas em microRNA especificos. Assim, o RSV pode complementar o
estudo dos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento de
caracteristicas do tipo autista neste modelo. E especialmente interessante a
investigacdo de alteragbes teciduais e moleculares causadas pelo VPA e
prevenidas pelo RSV, bem como o estudo de vias de sinalizagdo que podem
ser afetadas por ambos, mas de maneira oposta, incluindo avaliacdo em idades

embrionarias.

Um dos alvos de interesse no nosso grupo € o sistema sensorial. Sabe-se
gue criancas com autismo apresentam resposta somatossensorial reduzida
(Marco et al., 2012). Entretanto, as bases neurais de diferencas de
processamento sensorial ainda séo pouco compreendidas no TEA.

1.6. Sistemas sensoriais no autismo

Nos ultimos anos, o sistema sensorial tem ganhado espacgo nos transtornos
neurolégicos, especialmente no TEA. Estudos clinicos tém apontado que
anormalidades sensoriais sdo observadas em mais de 94% em pacientes
diagnosticados com TEA (Geschwind, 2009) e, recentemente, com a 52 edi¢c&o
do DSM-V, as anormalidades sensoriais passaram a ser componente chave

desse transtorno (American Psychiatry Association (APA), 2013).

Estudos sugerem que 0s componentes sensoriais se dividem em quatro
padroes de resposta no TEA, os quais incluem hiperresponsividades e
hiporesponsividades, aumento da percepcdo e comportamentos repetitivos, de
busca ou interesses sensoriais anormais (Ausderau et al., 2014). As

hiperresponsividades se déo pela resposta mais amplificada ou aversiva a
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estimulos sensoriais, como por exemplo, reacdes negativas ao toque. (Baranek
et al., 2007a; Schoen et al., 2008). As hiperresponsividades séo a falta ou o
atraso na resposta a estimulos sensoriais, como por exemplo, a reacao lenta
na resposta a dor (Ben-Sasson et al., 2009; Watson et al.,, 2011) Os
comportamentos repetitivos, de busca ou interesses sensoriais anormais sao
caracterizados pelo fascinio ou comportamento de busca compulsiva por
estimulacdo sensorial, a qual é intensa e pode ser repetitiva por natureza,
como por exemplo, o fascinio por luzes, frequentemente observado em
criancas diagnosticadas com TEA (Ben-Sasson et al., 2009; Liss et al., 2006).
Por fim, 0 aumento da percep¢do sensorial € caracterizado por uma acuidade
superior na consciéncia de um estimulo sensorial especifico e foco em
elementos especificos de um estimulo, como por exemplo, o aumento da

habilidade em reconhecer estimulos auditivos (Mottron et al., 2009).

Estudos apontam que, dentre as alteracfes sensoriais presentes no TEA,
as hiperresponsividades estdo presentes em pelo menos 56% a 70%
individuos jovens com TEA, incluindo respostas negativas aos estimulos (como
ambientes barulhentos, toques sucessivos) (Baranek et al., 2007b, 2006; Ben-
Sasson et al., 2009). Na tentativa de entender quais regides poderiam estar
influenciando esses comportamentos a partir desses gatilhos sensoriais,
estudos de ressonancia magnética funcional (fMRI) sugerem que as
hiperresponsividades podem estar relacionadas com a hiperatividade em areas
encefélicas envolvendo o processamento sensorial priméario, a regulacdo da
emocao e as respostas a ameacas (Kleinhans et al., 2009; Tottenham et al.,
2014). Ainda, quando mais de um gatilho sensorial & acionado, como no caso
de estimulos sensoriais visuais e auditivos ocorrendo simultaneamente, essa
hiperresponsividade e ainda mais evidente, sugerindo que a integracao
multissensorial poderia estar prejudicada no TEA (Russo et al.,, 2010). Um
exemplo pode ser observado quando individuos com TEA s&o apresentados a
toques agradaveis e a toques desagradaveis, onde ocorre uma hipoativacao de
regides relacionadas ao processamento somatossensorial e limbico e uma
hiperativacdo dessas mesmas regides, respectivamente (Cascio et al., 2012).
Dessa forma, ao falar de integracdo multissensorial no autismo, é

imprescindivel ressaltar a importancia entre regibes de processamento
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primario, como o0 cortex somatossensorial primario, visual primario e auditivo
primério, com regides limbicas importantes para o processamento de respostas

aversivas, como a regiao da amigdala.

Regido da Amigdala

As informagdes sensoriais ascendem pelo tronco encefalico vindas dos
multiplos receptores espalhados por todo o organismo até o talamo, estrutura
considerada como o “portdo” para a retransmissao da informacédo sensorial
para os cortices (Hardan et al., 2008). Regides limbicas como a amigdala sdo
ativadas em resposta a esse input sensorial que vem do talamo, o qual
retransmite para essas regidoes de processamento associativo, associando a
esse estimulo sensorial um contexto de “ameaca” ou “desprazeroso” para a
sua percepcao (Zald, 2003). Estudos de correlagcdo apontam que crian¢cas com
TEA, apresentando hiperresponsividades sensoriais, possuem um alto indice
de sintomas de ansiedade (Ben-Sasson et al., 2008; Green and Ben-Sasson,
2010; Mazurek et al., 2013), bem como alteracdes anatbmicas no tamanho da
regido da amigdala estdo presentes em individuos com TEA (Aylward et al.,
1999; Schumann and Amaral, 2006; Sparks et al., 2002).

No modelo animal de autismo por inducdo pré-natal ao VPA ja foi
evidenciado que existe um desbalanco entre a excitacdo e a inibicdo na regido
da amigdala, especialmente no nucleo lateral (LA) da amigdala. Os animais do
modelo apresentaram reducdo da interacdo social, aumento da ansiedade e
aumento do aprendizado condicionado ao medo e prejuizos na extincdo desse
tipo de memoaria (Lin et al., 2013; Markram et al., 2008). A eletrofisiologia de
fatias encefalicas da regido da amigdala revelou um aumento dos potenciais de
longa duracéo (LTP) enquanto se estimulava a via talamica-amigdala, uma via
importante de retransmissao de estimulos sensoriais no encéfalo (Lin et al.,
2013) .

Valendo-se dessas informacdes e sabendo que essa estrutura possui
uma resposta aumentada a estimulos sensoriais e é correlacionada a altos
niveis de ansiedade (Lane et al., 2012), a funcdo anormal da amigdala e
possivelmente sua hiperatividade pode ser um fator chave na compreensao

nas alteracdes de processamento sensoriais presentes no TEA.
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Area Somatossensorial Primaria

O cortex cerebral adulto de mamiferos possui uma estrutura laminar em
seis camadas distintas, as quais sdo construidas por meio da migracado
sucessiva de progenitores neuronais onde os neurbnios recém-formados
formam as camadas corticais mais profundas, enquanto que os neurbnios
formados mais tardiamente formam as camadas superficiais corticais
(Molyneaux et al., 2007). Ainda, pesquisas tem mostrado que neurdnios
nascidos no dia E12,5, estdo distribuidos principalmente na camada V no
cortex somatossensorial de roedores (Hashimoto and Mikoshiba, 2004;
Molyneaux et al., 2007). A exposicdo pré-natal ao VPA no dia E12,5 tem
mostrado alteragdes importantes no cértex somatossensorial. Utilizando a
coloracdo de Nissl, a exposicdo ao VPA causou a morte de células neuronais
nas camadas profundas do cortex somatossensorial sem afetar a espessura de
cada camada, quando visualizado na idade de 8 semanas. Uma vez que
estruturas como o coértex somatossensorial estdo altamente implicadas com
comportamentos sociais, € provavel que alteracdes nessas regides possam
estar por trds de alteragcdes comportamentais em animais cujas maes foram
expostas ao VPA no dia E12,5 (Adolphs, 2001; Bechara et al., 2000). Essas
alteracdes nao foram observadas quando a exposi¢cao ocorreu em outros dias,
como nos dias E9 e E14,5 (Kataoka et al., 2013).

Nosso grupo recentemente mostrou que hd ndo somente um prejuizo
neuronal nas camadas profundas no cértex somatossensorial de roedores
expostos pré-natalmente ao VPA, como também que esses neurbnios sao
positivos para GABA, evidenciando um prejuizo no componente inibitério nessa
regido (dados nao publicados). Essa reducdo pode justificar um desbalanco
entre a excitacdo e a inibicdo nessa area, o qual compromete o processamento
sensorial e pode ser um recurso para alteracées tanto no processamento
sensorial, gerando as alteragdes nas responsividades e interesses sensoriais,
como também alteracdes em todos 0s comportamentos que necessitam de

componentes sensoriais, como, por exemplo, comportamentos sociais.
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1.7. O balanco excitatério e inibitério no autismo e o sistema

gabaérgico como foco de estudo

Hipdteses crescentes vém sugerindo que alteracdes comportamentais
podem estar associadas a um processamento inadequado em regides-chave
no enceéfalo, as quais sdo mediadas por uma fina regulacdo entre o balanco
dos componentes excitatorios e inibitdrios (Bourgeron, 2009; Ebert and
Greenberg, 2013; Garber, 2007; Kelleher and Bear, 2008). Isto é amplamente
apoiado por evidéncias de pesquisas em quatro principais areas: 1) estudos de
associacado génica, os quais revelaram a existéncia de diversas mutacdes no
autismo relacionadas com a formacdo e funcdo de sinapses (Huguet et al.,
2013; Kenny et al., 2013); 2) estudos de transcriptbmica em pacientes com
autismo, que encontraram variacdes de expressdo em RNAmM de redes
relacionadas com a funcéo sinaptica (Voineagu et al., 2011); 3) observacdes
em animais geneticamente modificados, nos quais alteracfes sinapticas sao
correlacionadas com o surgimento de fenoétipos similares ao do autismo
(Delorme et al., 2013); 4 presenca de modificacdes sinapticas em sindromes
com alta prevaléncia de autismo, tais como Sindrome do X Fragil e Esclerose
Tuberosa (Auerbach et al., 2011).

Neste sentido, é de grande importancia averiguar se as mesmas alteracées
estdo presentes em modelos animais de autismo e, quais sdo 0s mecanismos
moleculares que podem ocasiona-las. Por exemplo, jA se sabe que ocorre
aumento da plasticidade sindptica e de atividade elétrica devido a
hiperconectividade de sinapses glutamatérgicas no cortex somatossensorial
primario (Rinaldi et al., 2008) e amigdala (Markram et al., 2008) de ratos do
modelo VPA.

A avaliacdo do coOrtex somatossensorial e da regido da amigdala se faz
bastante promissora uma vez que ja € evidenciado um desbalanco entre a
excitacdo e inibicdo no modelo animal VPA, onde ocorre um predominio da
excitacdo. Nossa hipotese reside no fato de que um prejuizo priméario na
inibicdo, como uma perda no componente neuronal GABAérgico em camadas
da area somatossensorial (dados nao publicados do grupo) e possivelmente

alteracbes GABAérgicas na amigdala poderiam estar por tras das alteracbes
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sensoriais comportamentais no modelo animal de autismo. Nosso grupo ja
encontrou alteragbes no metabolismo glutamatérgico em outras estruturas
limbicas, como o hipocampo (Bristot Silvestrin et al., 2011) e, sabendo que o
tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir as alteragdes no
comportamento social, 0 RSV poderia estar agindo para restaurar esse
desequilibrio entre a excitacdo e a inibicdo nessas regibes-chave para o

processamento sensorial.

2. HIPOTESES E VIAS DE INVESTIGACAO

Uma vez que evidéncias apontam a existéncia de um desequilibrio entre a
excitacdo e a inibicdo em regides corticais e limbicas importantes para o
processamento sensorial e, devido a alta prevaléncia dessas alteracdes na
responsividade sensorial no TEA, foi levantada a proposta de analisar
parametros tanto de sinapses excitatorias, quanto de sinapses inibitérias nos
animais expostos pré-natalmente ao VPA e tratados pré-natalmente com RSV,
juntamente com uma andlise comportamental de natureza sensorial,
relacionada ao inicio da vida dos animais. A partir dessa abordagem,
pretendemos encontrar alvos e levantar hipGteses que contribuam para a

compreensao da fisiopatologia do autismo envolvendo alteracdes sensoriais.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

A presente dissertacdo teve como objetivo geral avaliar parametros
moleculares envolvendo sinapses excitatorias e inibitérias na regido da
amigdala, bem como avaliar o comportamento de busca ao ninho de ratos preé-
natalmente expostos ao VPA e o possivel efeito protetor e preventivo do RSV

nas alteracées comportamentais sensoriais e moleculares.
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3.2. Objetivos especificos

Avaliar, no modelo animal de autismo induzido pela exposicéo pré-natal ao

VPA com ou sem tratamento pré-natal de RSV:

I. O nivel de expressdo génica de Sinaptofisina (proteina estrutural pré-
singptica); PSD95 (proteina estrutural poés-sinaptica de sinapses
excitatérias) e Gefirina (proteina estrutural pds-sinaptica de sinapses
inibitérias) na regido da amigdala;

[I. O comportamento de busca ao ninho em animais de idade P10;

lll.  Interpretar as possiveis relagfes entre os efeitos desencadeados pelo
VPA e pelo RSV, correlacionando com dados prévios do grupo e da
literatura, bem como com testes comportamentais em andamento do

laboratorio.

4. METODOLOGIA
4.1. Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar da Unidade de Experimentacéo
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Todos os
animais receberam racdo e agua ad libitum. No méximo quatro animais foram
colocados por caixa (machos ficaram separados das fémeas) e mantidos em
ambiente climatizado (22°C £ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, bem
como em condi¢bes padrdo de umidade, segundo as normativas do CEUA-
HCPA.

4.2. Modelo animal de autismo por inducdo pré-natal ao acido

valproico

O pareamento dos animais sempre teve inicio as 19 horas. A escolha
desse horario reflete no horario em que ocorre a indugdo do modelo animal de
autismo (entre 12h30 e 13h30 do dia de gestagdao 12,5) por exposicdo, via
intraperitoneal, ao VPA. Os animais foram retirados do pareamento as 7 horas
do dia seguinte e realocados em suas caixas de convivio. No caso das fémeas,

a fecundacéao foi verificada por microscopia através da investigacao do lavado
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vaginal (Bambini-Junior et al., 2011). Quando o procedimento de verificacdo da
fecundacao indicou prenhez, estas foram alocadas em pares com outras
fémeas prenhes até o dia 18 de gestacdo. Apods esse periodo, foram alojadas

em caixas individuais até o nascimento da prole.

Os tratamentos a seguir descritos foram aplicados as ratas prenhes. O
modelo consiste na injecéo intraperitoneal de 600 mg/Kg de valproato de sédio
diluido em NaCl 0,9% no dia 12,5 de gestacdo, como previamente descrito
(Bambini-Junior et al., 2014b). Aos controles, somente a salina foi aplicada
neste dia. Dois grupos receberam, via administracdo subcutanea, 3,6 mg/Kg de
RSV dissolvido em DMSO diariamente entre os dias embrionarios 6,5 e 18,5
(E6,5 e E18,5), formando assim o0s quatro grupos experimentais (Linha

temporal):

= Controle (que recebeu DMSO do dia E6,5 ao E18,5 e salina no dia
E12,5);

= VPA (que recebeu DMSO do dia E6,5 ao E18,5 e VPA no dia E12,5);

» RSV (que recebeu RSV do dia E6,5 ao E18,5 e salina no dia E12,5);

= RSV+VPA (que recebeu RSV do dia E6,5 ao E18,5 e VPA no dia E12,5).

1: Controle

2: VPA

3: RSV

4: RSV+VPA

| EO | | €6,5 | (E185| |[Po| [P0 | [ P30]

| SALINALZ || VPA24 | | NESTSEEKING |

| DMSO!2 e RSV34 | EUTANASIA

Linha temporal: Resumo temporal dos tratamentos aplicados aos animais. RSV foi
administrados por via subcutdnea a dose de 3,6 mg/kg. VPA foi administrado via

intraperitoneal em dose de 600 mg/kg . EO - concepcédo. PO - nascimento.
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4.3. Procedimentos éticos

Todos os procedimentos foram realizados obedecendo aos preceitos
éticos que competem a experimentacao animal e estardo de acordo com o NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National Institute of Health,
2011) e com as Uultimas resolugcbes do CONCEA (Concelho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal). Toda a manipulacdo animal foi realizada
com base na Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 e na Resolugdo Normativa
N.12 do CONCEA. De acordo com a Resolugcdo Normativa N. 13 (20 de
setembro de 2013), os animais foram anestesiados antes de qualquer
procedimento doloroso, exceto durante as injecbes de VPA, RSV e DMSO.
Uma vez que o0 modelo animal empregado nesse estudo é induzido
quimicamente, a utilizacdo de anestésicos nessa etapa representa ria um novo
agente estressor e com consequéncias desconhecidas no estabelecimento do
modelo, inviabilizando as analises propostas. O projeto foi submetido ao comité
de ética (CEUA-HCPA) em duas partes, de acordo com os procedimentos
metodoldgicos, tendo os seguintes nimeros de aprovacdo: 140432 (projeto de
animais) e 140430 (projeto de material biolégico). Os filhotes do sexo
masculino foram eutanasiados utilizando uma injecdo letal de cetamina (300
mg/Kg) e xilasina (40 mg/Kg) seguida de um método confirmatorio da morte.
Os ratos utilizados para procriacdo e os filhotes do sexo feminino foram
eutanasiados através da administracdo via inalatéria de uma dose letal de

isoflurano (6-9%).

4.4. Calculo do tamanho amostral

Para o calculo do tamanho amostral, o software G*Power v3.0 foi
utilizado. Baseando-se em dados de experimentos anteriores do laboratério e
da literatura e utilizando os seguintes parametros (a = 0.05; poder = 0.8; efeito
de tamanho = 0.8) um calculo de tamanho amostral “A priori” foi realizado.
Assim, para quatro grupos o tamanho amostral total indicado foi 20 animais, ou
seja, n=5 por grupo. Uma vez que o VPA e RSV sdo administrados na mée, o

tratamento estatistico adequado € considerar cada ninhada como um unico “n”.

Ao fim, um individuo de cada ninhada ou uma média dos resultados da ninhada
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originam um n de 1. Entdo, ao total necessitamos de 5 ninhadas de cada
grupo. Segundo dados prévios do laboratério, a média de machos por ninhada
€ de 4 animais. O VPA ndo altera este valor, mas interrompe 50% das
gestacdes. Portanto, a realizacdo dos pareamentos necessitou 30 fémeas em
idade férti e 10 machos. Quatro fémeas extras foram planejadas caso
ocorressem perdas nédo esperadas. Por fim, para a realizagdo desse projeto e,
levando em consideragdo o numero médio de 4 animais machos por ninhada
anteriormente citado, pelo menos 1 animal de 5 ninhadas diferentes
compusera 0S grupos experimentais do presente estudo, totalizando um n de

pelo menos 5 animais por grupo (controle, VPA, RSV e RSV+VPA).

4.5. Andalise de expressédo génica
4.5.1. Obtencéo dos Primers

Os primers foram obtidos por meio da busca na literatura de
experimentos com propostas de avaliar a expressdao génica em tecidos
encefalicos. Apds achar a sequéncia, 0s primers passaram por uma série de
analises confirmatérias para sua qualidade e confiabilidade. Primeiro, foi
realizado mdultiplos alinhamentos entre a sequéncia do primer com sequéncias
em um banco de dados de nucleotideos do BLAST® (diretorio nucleotide
Blast), ferramenta renomada da comunidade cientifica para essa proposta de
andlise. Confirmando alinhamentos especificos tanto reais, quanto preditivos
para 0s RNA mensageiros de interesse, a sequéncia € analisada pela
ferramenta de busca de genomas Ensembl®. Apds encontrar no genoma de
Rattus norvergicus (rato Wistar) a sequéncia de DNA de interesse para um dos
genes de analise procurou-se onde a sequéncia complementar do primer
estaria no genoma, pois o primer ir4 anelar, durante a reacdo de PCR, nessa
porcdo. Para utilizarmos o primer ele deve passar pelo critério de alinhar com
sua sequéncia complementar em éxons diferentes do genoma. Confirmando
esse quesito, os primers, por fim, sdo avaliados quanto a sua capacidade de
anelamentos internos ou inespecificos, utilizando o software OligoAnalyzer®. A

tabela 1 ilustra os primers analisados e utilizados para este estudo, os quais
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passaram por essa avaliacdo e tiveram 0s quesitos aprovados segundo 0s

critérios pré-estabelecidos:

Primers utilizados para analise de expressdo génica

bSDOS Forward CTTCTCGCCATCGTAGAGG
Reverse GAGAGGTCTTCAATGACACG
Forward ACCCTCGCCCAGAATACCAC
Gefirina
Reverse GCTCATCAGACGGCTGCTCA
Forward TCAGGACTCAACACCTCAGTGG
Sinaptofisina
Reverse AACACGAACCATAAGTTGCCAA

Tabela 1: Primers utilizados para a analise da expressdo génica relativa dos alvos propostos.

4.5.2. Extragcao de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando reagente TRIzol®. Apds
a retirada das estruturas encefalicas, a regido da amigdala e a regido da area
somatossensorial primaria foram isoladas, pesadas e homogeneizadas em
reagente TRIzol®, na proporcao de 10 pL de reagente ara cada mg de tecido.
A separacdo de fase foi obtida por adicdo de cloroférmio e agitacdo vigorosa.
Em seqguida, a fase aquosa (contendo RNA total) foi isolada e o RNA foi
precipitado através da adicdo de isopropanol. Por fim, o RNA precipitado foi
lavado com etanol para remover impurezas e SuUSpenso em Aagua para
injetaveis livre de RNases e armazenada em freezer -80°C para ser utilizado

com molde na reagao de transcricdo reversa

4.5.3. Transcricdo Reversa e Reacdo em cadeia da polimerase

A expresséo relativa de RNA mensageiros maduros foi avaliada pela
técnica de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (RT gPCR). A partir do extrato de RNA obtido para cada amostra
de tecido, procedeu-se a sintese de DNA complementar por meio da reacao de
transcricdo reversa, utilizando 1,5 pg de RNA, 1uL de primer oligodT;2.15, 1pL
mix de Desoxirribonucleotideos Fosfatados (dNTP) e &gua para injetaveis

totalizando um volume de 12 pL. Essa mistura foi incubada a 65°C por 5
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minutos em um termociclador Veriti da Applied Biosystems®. Em seguida, 4 L
de tampdao de transcri¢cao reversa concentrado 5x, 2 pyL de ditiotreitol (DTT) 0,1
M e 1 pL de inibidor de ribonucleases (40 unidades/uL) foram adicionados a
mistura inicial, e uma nova incubacéo a 37°C por 2 minutos foi realizada. Por
fim, 1 uL da enzima transcriptase reversa M-MLV foi adicionado a mistura, e
uma incubacao final a 37°C por 50 minutos foi realizada, seguida da inativacao
da enzima a 70°C por 15 minutos, resultando um volume final de 20 pL de DNA
complementar. A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa foi realizada
utilizando o DNA complementar (diluicdo 1:20) como molde para a reacao,
juntamente com um mix reacional contendo 2,5 uL do tampao concentrado
10x, 0,8 pL do cofator MgCl, 50 mM, 2,5 uL do fluoréforo SYBR-Green® 0,5 L
de mix de dNTP 10 mM cada, 0,5 pL de cada par de primers especificos (10
puM) para o RNA mensageiro avaliado, 0,1 pL da enzima Tagq DNA Polimerase
e agua para injetaveis totalizando 25 pL de reacéo. O fluoréforo SYBR-Green®
foi utilizado para detectar amplificacéo, de forma que os valores de CT foram
utilizados para célculo de expressao relativa de cada RNA mensageiro através
do método —AACT (Livak and Schmittgen, 2001), utilizando o RNAm para
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como controle endégeno. Apds
amplificagéo, a fluorescéncia da amostra foi medida numa rampa de
temperatura de 60° a 95°C, para obtencdo da curva de melting dos produtos
amplificados. A metodologia de gPCR foi realizada num aparelho StepOne

System da Applied Biosystems®.

4.6. Comportamento de busca pelo ninho (Nest seeking behavior)

O teste de busca pelo ninho ou nest seeking foi realizado para avaliar a
capacidade de reconhecimento da maravalha da caixa-moradia pelo filhote
através de dicas sensoriais, como o0 olfato, sendo essas caracteristicas
previamente demonstradas em animais do modelo animal de autismo
(Schneider and Przewlocki, 2005).

A sala de comportamento para a analise do comportamento de busca ao
ninho foi limpa e as caixas higienizadas diretamente pelo biotério a fim de nao
conter odores. A iluminacdo da sala foi fixada em 60 lux e os filhotes foram

habituados a sala permanecendo em suas caixas-moradia por 30 minutos.
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Para o preparo do teste, é utilizada uma caixa com dimensdes padrao para a
alocacéo individualmente de ratos. A maravalha da caixa-morada € alocada em
um dos extremos da caixa de experimentacdo e a maravalha nova € alocada
no extremo oposto, cuidando para que a distancia entre elas nao seja grande
para o filhote alcancar (nessa idade o filhote possui um movimento do tipo
‘estrela” e grandes distancias podem prejudicar na analise desse
comportamento) ou pequena para que elas se encostem e misturem o0s
cheiros. Apés ambientacdo na sala de comportamento, o animal € alocado no
centro ird se deslocar para um dos extremos. Nessa etapa, as precaucdes
como o uso de luvas limpas sem talco para a manipulacdo de cada filhote
foram utilizadas, de forma que entre um filhote e outro as luvas foram sempre
descartadas. O tempo de deslocamento e o tempo gasto em cada maravalha
sdo contabilizados. Outros parametros avaliados foram 1) lado escolhido, 2)
laténcia para a escolha, 3) laténcia para chegar no lado da maravalha da caixa-
moradia e 4) tempo em cada um dos lados. O tempo para o teste é 60

segundos e so0 é realizado 1 trial por animal.

Figura 1: Aparato para o comportamento de busca pelo ninho. A direita, maravalha do ninho, a

esquerda: maravalha nova.

4.7. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do Programa SPSS verséo
17.0 (SPSS, Chicago, IL). Para os resultados obtidos por PCR em tempo real,
0s niveis de expressao génica relativa entre os 4 grupos foram comparados
utilizando uma ANOVA de uma via, seguido pela avaliacdo com o pds-teste de
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Tukey. Para a andlise dos resultados do comportamento de busca pelo ninho
(ou nest seeking behavior), foi utilizado ANOVA de uma via, seguido de pos-
teste de Tukey para as variaveis quantitativas (laténcias para alcancar o ninho,
minimas laténcias e razao de acerto para o ninho) e foi realizado um teste de
correlacdo de Pearson (regressdo linear) para avaliar se existe alguma

correlacdo entre o tamanho das ninhadas com a laténcia para alcangar o ninho.

4.8. Cuidados de biosseguranca e descarte de materiais e residuos

Os profissionais designados para a experimentacdo animal possuiam
instruc@o prévias sobre os cuidados de biosseguranca a serem tomados. Os
equipamentos de protecdo individual, tais como luvas, mascaras e jalecos,
foram utilizados sempre que necessarios. Adicionalmente, atencao especial foi
dada a utilizacdo e descarte dos materiais perfurocortantes, assim como 0s
cuidados de biosseguranca necessarios na manipulacdo animal e de residuos
quimicos e biolégicos. O descarte e tratamento dos residuos seguiram as
rotinas estabelecidas pela Comissdo de Gestdo Ambiental do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. O material biolégico de descarte dos animais foi
acondicionado em saco plastico e armazenado em freezer, para posterior
incineragdo. Os materiais perfurocortantes foram descartados em coletores
padronizados e os residuos quimicos foram armazenados em recipientes

especificos até o recolhimento pelo servico de higienizacao.

5. RESULTADOS

5.1. Comportamento de busca pelo ninho (nest seeking behavior)

Todos os resultados sédo apresentados por média + desvio padrdo, exceto
os resultados de razdo de acertos para a maravalha do ninho (estes estéo
expressos em razao). As figuras contemplam os dados para a laténcia de
alcance da maravalha do ninho, a menor laténcia para ir em direcdo ou a
maravalha do ninho ou a maravalha nova, a razdo de acerto quando o animal

se dirigiu & maravalha do ninho e uma analise de correlagdo de Pearson
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(regressao linear) entre os tamanhos das ninhadas e as médias das laténcias.
A tabela 2 resume os principais resultados encontrados para esta etapa, e
pode ser encontrada no final da sesséao.

Os tempos de laténcia para alcancar o ninho, encontram-se na figura 2A.
E possivel observar que tanto o grupo DMSO, quanto o grupo RSV
apresentaram tempos similares (DMSO: 17,124+3,493, Npinhada=8; RSV:
17,459£3,219, Npinhada=7). O grupo VPA (VPA: 32,184+13,438, Nninhada=D)
apresentou um aumento estatisticamente significativo em relagdo tanto ao
grupo DMSO (p=0,0063), quanto ao grupo RSV (p= 0,0096). O grupo
RSV+VPA (RSV+VPA: 27,879+£7,074, Nninhada=6) apresentou, da mesma forma
que o grupo VPA, um aumento na laténcia para alcancar o ninho, porém

somente em relacdo ao grupo DMSO (p=0,0486).

Na avaliacdo da menor laténcia para deciséo (o animal se dirigir ou para
a maravalha do ninho, ou para a maravalha nova; figura 2B), os grupos DMSO
e RSV apresentam tempos similares (DMSO: 14,881+3,630, Nninhada=8; RSV:
12,271+3,582, Npinhada=9). O grupo VPA (VPA: 28,367+7,860, Nninhada=4)
apresentou um aumento estatisticamente significativo em relacdo tanto ao
grupo (p=0,0002), quanto ao grupo RSV (p<0,0001). O grupo RSV+VPA
(RSV+VPA: 24,808+2,690, Npinhada=5) apresentou um aumento nesse
parametro tanto em relacdo ao grupo DMSO (p=0,029), quanto em relacdo ao
grupo RSV (p=0,0002).

Ao avaliar a razdo de animais que atingiram a maravalha do ninho
(figura 2C), os grupos DMSO, RSV e RSV+VPA apresentaram porcentagens
de acerto similares (DMSO: 0,95 Npinhada=8, Nanimais=80; RSV: 0,82, Nninhada=7,
Nanimais=73; RSV+VPA: 0,90, Nninhada=6, Nanimais=41). O grupo VPA (VPA: 0,66,
Nhinhada=2, Nanimais=36), N0 entanto, apresentou uma reducéo estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo DMSO e RSV+VPA (p=0,002 e p=0,0252,

respectivamente).

Uma vez que o tamanho da prole ndo eram os mesmos, foi realizado um
teste de correlagdo de Pearson (regressao linear), no intuito de avaliar se
existe correlacdo entre o tamanho da prole (numero de filhotes) e os valores de

laténcia para alcancar o ninho. O teste de correlacdo de Pearson que,
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significativamente, a correlacéo avaliada entre o tamanho da prole e os valores
de laténcia para alcancar o ninho é muito baixa (r*=0,1385, p=0,0468, Figura
2D).
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Figura 2: Analise dos parametros do comportamento de busca pelo ninho pelos animais pré-
natalmente expostos ao VPA e tratados com RSV. A, laténcia para alcancar o ninho, em
segundos. B, menor laténcia para escolha. C, razd8o de animais que atingiram para a
maravalha do ninho. D, andlise, por correlacéo de Pearson, do nimero de animais que compde

0 n amostral com a laténcia para alcancar o ninho.
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Efeitos do VPA e do RSV no comportamento de busca pelo ninho

Efeito do VPA T p=0,0063
Laténcia para alcangar  Efeito do RSV =
o ninho (em segundos)
Interacao T p=0,0486
Efeito do VPA T p=0,0002
Menor laténcia para .
escolha (em segundos)  EfeitedoRSYV =
Interacao T p=0,0029
Efeito do VPA
Porcentagem de ! N
acertos por ninhada Efeito do RSV

(em %)

Interacao =

Tabela 2: Resumo dos resultados encontrados na parte de experimentacdo comportamental

pela avaliacdo do comportamento de busca pelo ninho.

5.2. Analise da expressdo génica de proteinas sinapticas na

amigdala

5.2.1. Regido da Amigdala

Todos os resultados sao apresentados por média + desvio padrdao. As
figuras contemplam os dados para a expressdo ¢énica relativa de
Sinaptofisina, PSD95 e Gefirina na regido da amigdala. A tabela 3 resume os

principais achados nessa area encefalica.

5.2.1.1. PSD95

A avaliacdo da expressao génica relativa para o gene PSD95 encontra-se na
figura 3. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0s grupos analisados (DMSO: 1,243+0,847; RSV: 1,12+0,35; VPA:
0,844+0,185; RSV+VPA: 1,243+0,236, Npinhada=4).
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Figura 3: Andlise da expressao génica relativa para o gene PSD95. Nao foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

5.2.1.2. Gefirina

A avaliacdo da expressao génica relativa para o gene Gefirina encontra-se
na figura 4. O grupo RSV apresentou aumento em relacdo aos outros grupos
avaliados (DMSO: 1,0004+0,03; RSV: 1,216+0,07; VPA: 1,042+0,08;
RSV+VPA: 1,037+0,023; Nninhada=4, p<0,01).
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Figura 4: Analise da expressdo génica relativa para o gene Gefirina. Foram encontradas
diferencas significativas entre a expressdo génica relativa da Gefirina do grupo RSV em
relacdo aos grupos DMSO (*p=0,0009), VPA (**p=0,004) e RSV+VPA (***p=0,0049).
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5.2.1.3. Sinaptofisina

A avaliacdo da expressdo génica relativa para o gene Sinaptofisina
encontra-se na figura 5. O grupo DMSO e o grupo VPA apresentaram niveis de
expressdo génica relativa similar entre si (DMSO: 1,026+0,269; VPA:
1,005£0,275; Npinhada=4). O grupo RSV+VPA (RSV+VPA: 0,548+0,206;
Nninhada=4) apresentou uma reducao significativa da expressao génica relativa
em comparacdo com o0 grupo DMSO e VPA p=0,0239 e p=0,0298,
respectivamente). Os niveis de expressao génica entre os grupos RSV (RSV:
0,532+0,183; Nninhada=4) € RSV+VPA sdo similares; o grupo RSV néo
apresentou diferencas significativas de expressdo génica relativa quando
comparado com o grupo DMSO (p=0,0520) ou VPA (p=0,0645).
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Figura 5: Analise da expressao génica relativa para o gene Sinaptofisina. Foram encontradas
diferencas significativas entre a expressdo génica relativa da Sinaptofisina do grupo RSV+VPA
em relagdo aos grupos DMSO (*p=0,0239) e VPA (**p=0,0298).
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Efeitos do VPA e do RSV na expressao génica relativa de
Sinaptofisina, PDF95 e Gefirina

Efeito do
VPA

Sinaptofisina (SYP) Efg\ijo do

Interacéo

p=0,0520

—

p=0,0239

Efeito do

VPA
PSD95 Efeito do

RSV

Interacéo —

Efeito do —
VPA

Gefirina (GEPH) Efeito do
RSV T

Interacéo —

p=0,0009

Tabela 3: Resumo dos principais resultados encontrados na avaliacdo da expressdo génica
relativa para proteinas sinapticas encontradas na porcdo pré-sinaptica (Sinaptofisina) e pés-
sinaptica (PSD95, em sinapses excitatorias e Gefirina, em sinapses inibitérias) na regido da

amigdala.

6. DISCUSSAO

6.1. Analise comportamental

No presente estudo avaliamos a regido da amigdala por ser uma estrutura-
chave na integracdo sensorial com a adicdo de elementos de conteudo
emocional a esse tipo de informacado. Para isso, foi avaliado o comportamento
de busca pelo ninho em quatro grupos de animais, conforme descrito na
metodologia (DMSO, RSV, VPA e RSV+VPA). Nossos dados apontam, pela
primeira vez, uma importante prevencdo por RSV sobre alteracdes

comportamentais induzidas pelo VPA no parametro de “acertos ao ninho”.

Comportamentos pré-programados que s&o praticados na vida intrauterina,
aliado ao aprendizado do cheiro e do som do “cuidador” ou da mae, facilitam a
auxiiam no estabelecimento do comportamento de vinculo. Esses

comportamentos sdo combinados com o aprendizado pés-natal do filhote, onde
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outros componentes da mae ou do cuidador sdo rapidamente aprendidos
(Landers and Sullivan, 2012). Por exemplo, em poucas horas apds o
nascimento, 0s neonatos se orientam por meio da voz ou das vocaliza¢cbes da
mae, devido tanto as experiéncias pré-natais quanto pés-natais (DeCasper and
Fifer, 1980). O odor também influencia a resposta do filhote a mae, expressada
pela orientacdo para a fonte do odor e pela habilidade do odor em atenuar o
choro (Schaal et al., 1995; Sullivan and Toubas, 1998). Esses dados ilustram o
quao complexo é o comportamento de vinculo e além de ressaltar a
importancia de estimulos sensoriais na regulacdo do comportamento e

fisiologia do individuo.

O comportamento de vinculo foi identificado em diversas espécies, incluindo
roedores (Alberts and May, 1984; Blass and Teicher, 1980; Polan and Hofer,
1998; Risser and Slotnick, 1987; Shionoya et al., 2007; Teicher et al., 1978).
Durante esse tempo de dependéncia da mae, o comportamento dos neonatos
foca em manter contato e proximidade fisica com a méae. Os estimulos
sensoriais controlando esse comportamento variam entre as espécies, mas nos
ratos, esse comportamento € guiado e controlado pelo odor materno (Galef and
Kaner, 1980; Leon, 1992). Filhotes recém-nascidos cegos e surdos, em que sO
se localizam pelo odor da mée ou do ninho, ndo apresentam diferencas no

aprendizado de vinculos (Landers and Sullivan, 2012).

A avaliacdo de comportamento de busca pelo ninho, do presente estudo,
corroborou com dados previamente descritos na literatura, que descrevem
déficits sensoriais olfatorios em virtude da exposi¢do pré-natal ao VPA (Favre
et al., 2013a; Kolozsi et al., 2009; Schneider and Przewlocki, 2005). O RSV foi
capaz de prevenir alteracdes sensoriais (visto que o grupo RSV+VPA teve a
mesma razao de acertos do grupo controle), porém nao foi capaz de prevenir
as alteracdes quanto a laténcia para chegar no ninho e a minima laténcia para
alcancar qualquer maravalha disponivel, seja ela a do ninho, seja ela uma
estéril. Esses dados indicam que o RSV néo é capaz de prevenir todas as
alteracdes fenotipicas induzidas por VPA. Os provaveis alvos do VPA sao
relacionados a migracao dos neurdnios olfatorios em direcéo ao bulbo olfatério,
alterando a sensacdao olfativa do animal (Foti et al., 2013) e em possiveis alvos

neurais envolvendo o comportamento de vinculo, como a amigdala (Landers
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and Sullivan, 2012; Rigon et al., 2015a). Ainda, o grupo VPA pode sofrer de
déficits primarios na execu¢cdo motora do comportamento. Esse fato é
corroborado pelo fato de ambos os grupos tratados com VPA apresentarem
maior tempo para alcancar qualquer maravalha. Ainda, mecanismos
compensatorios, como a preferéncia por odores familiares, podem interferir no
desenvolvimento e, portanto, guiar os animais para o0 ninho (Favre et al.,
2013a). Dessa forma, o RSV pode estar agindo em vias neurais relacionadas
com a preferéncia pelo odor do ninho (e da mae, por consequéncia),
reestabelecendo o comportamento de vinculo com esses componentes

sensoriais.

Dados na literatura sugerem que, em humanos, os ndcleos da amigdala
possuem papéis cruciais para o comportamento afetivo de “ligagéo” (do inglés,
attachment behavior) (Rigon et al., 2015b). O desenvolvimento sindptico na
amigdala comeca entre o 5° dia de vida, com picos entre P10 e P20 (Landers
and Sullivan, 2012). Muitos estudos mostram a hiperativacdo da amigdala tanto
em pacientes com TEA, quanto no modelo VPA, como um componente na
relacdo entre o estabelecimento de vinculos e a adicdo de conteludos aversivos
a informacdes sensoriais (Amaral and Corbett, 2003; Bachevalier and
Loveland, 2006; LeDoux, 2003; Muller et al., 2006; Swartz et al., 2013). O RSV,
portanto, pode estar agindo em &reas neurais como a regido da amigdala, no
intuito de restabelecer o comportamento de vinculo, prevenindo as alteracdes
globais encontradas no comportamento de busca ao ninho. Estudos posteriores
devem ser realizados para avaliar o perfil das principais proteinas sinapticas,
como Sinaptofisina, PSD95 e Gefirina, entre outras moléculas promissoras
(como as neuroliguinas, proteinas envolvidas na estabilizacdo de sinapses), a
fim de buscar mecanismos que possam explicar uma restauracdo no balango

excitatério-inibitério nessa regiao.

6.2. Analise da expresséao génicarelativa

O presente estudo avaliou os niveis de expressdo génica de 3 proteinas
sinapticas envolvidas com o TEA: PSD95, Gefirina e Sinaptofisina, na regido

da amigdala no modelo do VPA, com e sem o tratamento com RSV. Nossos
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dados mostram, pela primeira vez, uma complexa interacdo que ocorre entre o
tratamento com RSV e o tratamento com VPA, bem como os efeitos do RSV
sobre os niveis de expressdo génica relativa de alguns desses parametros.

PSD95

O presente estudo avaliou os niveis de expressao génica de PSD95 aos 30
dias de vida na regido da amigdala. Nossos dados, apesar de nao
apresentarem diferencas significativas, revelam uma tendéncia a redugao nos
niveis de PSD95 no grupo VPA (figura 3). Como anteriormente citado, o
balanco entre a excitacdo e a inibicdo é implicado de maneira casual no
controle de comportamentos aversivos e de medo em pacientes com TEA e no
modelo animal de autismo (Amaral and Corbett, 2003; Wolff et al., 2014).

Em 2013, analises similares do mesmo modelo demonstraram um aumento
da quantidade de PSD95 em outras estruturas encefalicas, como o cortex e o
hipocampo, este ultimo, pertencendo ao sistema limbico juntamente da
amigdala (Kim et al.,, 2013). Isso pode se dever ao fato do referido estudo
utilizar animais de idades diferentes das quais o presente estudo avaliou, bem
como a forma de avaliagdo realizada por Kim e colaboradores, a qual foi
baseada em uma andlise proteica, enquanto o presente estudo realizou uma

analise molecular.

De toda forma, os neurdnios da regido da amigdala do modelo VPA, uma
hiperconectividade e hiperplasticidade (Markram et al., 2008; Rinaldi et al.,
2008). Essa hiperconectividade pode dever-se ao fato de existir um aumento
de sinapses, as quais culminariam com o aumento de Sinaptofisina, um
marcador tipico de sinapses. Apesar de ndo termos encontrado alteracdes
significativas no nivel de expressdo génica de PSD95 no grupo VPA, em
relacdo ao controle, analises proteicas deverdo ser realizadas no intuito de
observar se 0 VPA ou 0 RSV estdo modulando expressdo proteica. O numero
amostral, especialmente do grupo do DMSO deve ser aumentado, no intuito de

reduzir o elevado desvio padréo.
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Gefirina

Ao avaliar a expressdo génica relativa de Gefirina, observamos aumento

significativo no grupo RSV, quando comparado aos demais grupos (figura 4).

Dados na literatura revelam que muta¢gdes no gene da Gefirina é um fator
de risco para desordens do neurodesenvolvimento, como o TEA, esquizofrenia
e epilepsia (Lionel et al., 2013a). Ainda, foi demonstrado que na epilepsia do
lobo temporal o RNA mensageiro da Gefirina pode sofrer um splicing anormal,
gerando num RNA mensageiro que ndo possui todos os éxons que codificacdo
o G-dominio da proteina Gefirina (Lionel et al.,, 2013b). Dessa forma, as
possiveis alteracfes induzidas pelo VPA possam estar sendo realizadas em

nivel de traducédo, e ndo em nivel de transcrigcao.

Mais estudos deverdo ser realizados para entender os efeitos das
administracdes do RSV e do VPA nessa regido encefdlica e as mesmas
andlises deverdo ser feitas aos 10 dias de vida para correlacionar os dados

com o comportamento de busca pelo ninho.

Sinaptofisina

Com relagédo a Sinaptofisina, observou-se uma redugéo significativa na
expressdo génica, somente no grupo RSV+VPA (figura 5). O grupo RSV
apresenta uma tendéncia de reducgéao per se.

Uma vez que dados da literatura indicam uma hiperativacdo na regido da
amigdala (Green et al., 2013; Markram et al., 2008; Rinaldi et al., 2008), nao foi
encontrada alteracbes no numero de sinapses a nivem de RNA mensageiro
nessa regido. Outros estudos avaliando a Sinaptofisina no modelo VPA em
cortex e hipocampo revelaram um aumento dos niveis proteicos de
Sinaptofisica (Kim et al., 2013). E possivel que, da mesma forma que na
discusséo quanto a Gefirina e PSD95, o VPA e 0 RSV possam estar agindo a

nivel proteico nesse cenario.
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6.3. Possiveis mecanismos de acdo do VPA e do RSV

Dados do nosso grupo demonstram o efeito protetor do RSV quando
administrado pré-natalmente em ratas prenhes induzidas pelo VPA nas
alteragcbes do comportamento social (Bambini-Junior et al.,, 2014b) e, no
presente trabalho, nas alteracbes do comportamento sensorial no modelo
animal de autismo. Apesar de algumas evidéncias (Kataoka et al., 2013; Tyzio
et al., 2014), ndo existe consenso a respeito do mecanismo molecular pelo qual
o VPA possa estar desencadeando o autismo em pacientes ou caracteristicas
comportamentais do tipo autista no modelo animal (Bambini-Junior et al.,
2014a). Entretanto, sua atividade inibitoria em deacetilases de histona parece
ser importante para esses efeitos (Kataoka et al., 2013). Por outro lado, o RSV
€ amplamente conhecido por exercer parte de seus efeitos via regulacdo do
nivel e da ativacao de sirtuinas (enzimas membros da classe Ill de deacetilases
de histonas) de uma forma substrato-especifica (Lakshminarasimhan et al.,
2013). Dessa forma, mais estudos deverdo ser realizados para investigar os
mecanismos epigenéticos por tras das administracbes de RSV e VPA,
buscando, especialmente, efeitos onde uma molécula possa estar gerando

efeitos antagbnicos na outra.

Uma vez que o RSV pode estar presente em diferentes concentracdes na
dieta (Vang et al., 2011), é importante observar relacdes entre alteracdes
nutricionais na gestante e o desfecho na prole. Apesar de apresentar um papel
importante na prevencao de defeitos do fechamento do tubo neural (Castro et
al., 2014), a relagdo entre a ingestdo de folato durante a gestacdo e a
incidéncia de TEA nos filhos, € tema de debate e apresenta resultados
controversos (Kamila Castro). A prépria ingestdo de RSV durante a gestacao,
em doses diferentes das utilizadas no presente estudo, foi relacionada com
mas-formacdes na prole (Henry and Witt, 2006; Roberts et al., 2014; Wang and
Leung, 2007). Fica claro dessa forma que, ndo somente medicamentos, mas
elementos presentes na nutricio da gestante podem influenciar

significativamente o desenvolvimento do embrido/feto.

Outro tépico promissor no estudo do autismo é a relacdo entre alteracdes

imunes durante a gestacao e a fisiopatologia do TEA (Ashwood et al., 2011).

33



Os achados de alteracdo imune em pessoas com TEA, como a elevacao de
citocinas plasmaticas (Ashwood et al., 2011), somados as altera¢cbes similares
observadas em modelos animais de TEA (Bauman et al., 2014; Schneider et

al., 2008) ajudam a estabelecer a natureza neuroimune desse transtorno.

6.4. Limitacdes das analises

Tamanho amostral e género dos animais

Uma vez que a indugao do modelo animal de autismo por VPA acarreta em
uma interrupcdo de 50% dos nascimentos por alteracdo na implantacdo dos
embrides (Gurgen et al., 2012) o niumero amostral dos grupos que receberam o
VPA (VPA e RSV+VPA) possui uma quantidade menor de ninhadas do que os
demais grupos. Essa diferenca no tamanho amostral pode estar por tras dos
elevados desvios padrdo apresentados pelas médias entre 0s grupos.
Primamos por manter o nimero de animais mantidos por ninhada em torno de
8. Algumas ninhadas foram obtidas apenas com um ndamero de 2 animais, 0
que aumenta a possibilidade de médias muito diferentes e altos desvios
padrées. Dessa forma, os experimentos comportamentais avaliando de busca

ao ninho continuam a ser executados para minimizar esses fatores.

Com o intuito de avaliar o viés que o tamanho amostral poderia representar
para a compreensdo desses dados, foi realizada andlise de correlacdo, por
regressao linear, entre o tamanho das ninhadas e as laténcias para alcancar o
ninho. Era possivel que um maior niumero de animais compondo uma ninhada
ou ninhadas contendo animais de géneros diferentes (Kosten and Nielsen,
2014) pudesse influenciar no cuidado materno ou na procura da méae pelos
filhotes e repercutindo no vinculo estabelecido entre o filhote e a mé&e na
avaliacdo do nest seeking. Nossos dados indicam que, mesmo em ninhadas
grandes, ndo existe correlacdo entre o tamanho da amostra e as laténcias para

alcancar o ninho (figura 2D).

Uma vez que nesse estudo as ninhadas foram sexadas apenas apos o
desmame (PD 21), o comportamento de busca pelo ninho foi realizado

incluindo machos e fémeas das ninhadas. Estudos revelam que, nesse modelo
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animal, caracteristicas do tipo-autista sdo mais presentes em ratos machos do
que em ratas fémeas (Kim et al., 2013; Schneider et al., 2008), o que reflete
dados de diferenca de género no TEA, o qual afeta 5 vezes mais homens do
que mulheres (Morbidity and Mortality Weekly Report (MMWR), 2014).

Idade das analises comportamental (P10) e de expressao génica relativa
P30

Um viés importante que deve ser considerado ao analisar os dados
dessa dissertacdo sao as diferencas nas idades entre as analises: as analises
de expresséo génica relativa ocorreram aos 30 dias de vida, onde 0os animais
foram eutanasiados, enquanto que as analises comportamentais foram
realizadas aos 10 dias de vida, onde o animal utiliza majoritariamente a
discriminacao olfatéria para localizar o ninho. Dados da literatura indicam que
experiéncias motoras e sensoriais fazem parte do vasto niUmero de agentes
que contribuem para o desenvolvimento do sistema nervoso na vida pds-natal
(Kolb and Gibb, 2011) e que idades criticas, como os 28 dias de vida p6s-natal
(P28), estdo envolvidas com o remodelamento sinaptico em roedores
(Selemon, 2013a). Ainda, dados recentes sugerem que, em ratos, 0 pico da
densidade sinaptica em estruturas envolvendo associacdo de informacdes
sensoriais, como o cortex pré-frontal ocorre em P31, com o decréscimo dessa
densidade até P57-P60 (inicio da vida adulta) (Selemon, 2013b). Estudos no
cortex olfatério revelam que, na camada glomerular, a densidade de sinapses
alcanca o pico entre P15-P20 e, ap0s esse periodo, ela vagarosamente decai
enquanto que, nas camadas granulares internas, a densidade sinaptica
continua aumentando até P44, em virtude de novos interneurdnios chegando

nessa regido (Treloar et al., 2010).

Ainda, nosso grupo esta realizando uma série de comportamentos ao
longo da vida do animal, a fim de observar quais comportamentos sao
prevenidos pela administracdo pré-natal do RSV visando melhor compreender
a interagcdo entre o RSV e o VPA. Dessa forma, a andalise molecular se
expandiu até os 30 dias, uma vez que outro comportamento sensorial

importante envolvendo as vibrissas do animal € realizado aos 28-30 dias de
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vida — o comportamento Whisker Nuisance Task (WNT). Uma vez que esses
dados inéditos mostram um efeito preventivo do RSV nas altera¢des sensoriais
no modelo animal de autismo, € muito possivel que essa interacdo entre as
duas moléculas possa dar base ao entendimento de mecanismos
fisiopatoldgicos envolvendo alteracdes sensoriais, e € fundamental a analise de
outros comportamentos para entender até onde esse efeito preventivo do RSV
ocorre. O numero amostral de animais para o teste WNT esta terminando de
ser alcancado, com resultados apontado, também, para uma possivel

prevencdo mediada por RSV (dados ndo publicados).

Dessa forma, é muito provavel que existam diferencas quanto a
expressao génica relativa de proteinas sinapticas em P10 e P30 nos ratos e,
para uma analise mais fiel ao comportamento observado, esse estudo devera
contar, como perspectiva, com analises de expressao génica relativa para os
mesmos parametros, mas na idade de 10 dias p6s natais, a fim de entender
como estd a conectividade sindptica e o balanco excitatério-inibitério no
periodo em que o comportamento de busca pelo ninho é realizado.

Auséncia de analise proteica

Estudos do nosso laboratério com cortex pré-frontal medial e hipocampo,
duas estruturas que se valem de informacdes sensoriais e possuem funcao
associativa e limbica, respectivamente, demonstram que o RSV e o VPA
podem ter pontos de regulacdo ora a nivel transcricional, ora a nivel
traducional, dependendo da proteina avaliada (dados do grupo nao
publicados). E necessario, nesse contexto, realizar anélises de transcritos e de
proteinas para as mesmas amostras, em busca da avaliagdo dos pontos de

regulacdo do RSV e do VPA para a regido da amigdala.

Em nivel da microcircuitaria, estudos recentes tém revelado alteracdes
no cortex somatossensorial, bem como na regido da amigdala lateral de ratos
VPA. Em particular, o aumento da probabilidade de conexdes locais entre as
células piramidais (Rinaldi et al., 2008) e aumento da plasticidade no cortex
somatossensorial (Markram et al., 2008). O aumento da resposta ao medo
também tem sido identificado como uma potencial anormalidade no TEA, o

qual é associado com hiperresponsividade e hiperplasticidade da amigdala
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(Markram et al.,, 2008). Dessa forma, espera-se que 0s niveis de PSD95
estejam aumentados nos animais VPA, uma vez que memorias duradouras
relacionadas ao medo, caracteristica observada em muitos individuos com TEA
e no modelo animal por inducdo ao VPA (Lin et al., 2013; Sui and Chen, 2012),

necessitam do aumento proteico de PSD95 (Fitzgerald et al., 2015).

Baseado nesses estudos e, levando em consideracdo a acéo tanto do
VPA quanto do RSV em mudltiplos niveis nos processos celulares, é necessario
realizar uma analise proteica dos niveis de PSD95, Gefirina e Sinaptofisina, na
idade de 10 dias, juntamente com uma analise transcricional de seus RNA
mensageiros na mesma idade. Espera-se, da mesma forma que foi visto em
estruturas associativas como o cortex pré-frontal medial (dados do nosso grupo
ndo publicados), o0 RSV possa estar mediando uma redugdo dos niveis de
PSD95 na regido da amigdala, possibilitando a explicacdo da prevencao das
alteracdes sensoriais encontradas no comportamento de busca pelo ninho da

presente dissertacéo.

Marcos do desenvolvimento

A partir dos resultados comportamentais obtidos nesse presente estudo,
foi levantada a questéao se existe algum atraso do desenvolvimento nos animais
que receberam tanto o VPA, quanto o RSV. De fato, estudos avaliando os
marcos de desenvolvimento de animais expostos pré-natalmente ao VPA
indicam que ha alteracbes importantes em diversos aspectos, mas,
principalmente, naqueles relacionados a discriminagdo olfatéria e no
comportamento de busca pelo ninho (Favre et al., 2013b). Estudos mostram
que os animais VPA possuem altera¢gBes na discriminacéo olfatéria, visualizada
pelo aumento consideravel na laténcia para alcangar a maravalha do ninho em
relacdo ao grupo controle (Favre et al., 2013b; Schneider and Przewlocki,
2005).

Nossos dados para os animais do grupo VPA corroboram os dados
presentes na literatura, apontando alteracdes importantes na discriminacao
olfatéria nesses animais. No entanto, ndo se tem dados sobre os marcos do
desenvolvimento para 0os animais que foram expostos pré-natalmente ao VPA e

tratados pré-natalmente com RSV. E de suma importancia para experimentos
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futuros analisar os marcos do desenvolvimento nesses animais, no intuito de
avaliar se os dados observados nos animais RSV+VPA em relacdo a laténcia
em alcancar o ninho e menor laténcia (figura 2A e 2B) podem ser em
decorréncia de uma ndo-prevencdo do RSV nas alteracbes ligadas ao
desenvolvimento. E possivel que o RSV esteja agindo como um mecanismo
preventivo somente para as alteragcfes olfatérias, uma vez que o grupo obteve
uma razao de acerto similar ao grupo RSV e ao grupo DMSO (figura 2C).
Dessa forma, para 0s experimentos futuros, os marcos do desenvolvimento
serdo avaliados para os 4 grupos de analise, no intuito de verificar se 0 RSV é
capaz de prevenir tanto alteracbes olfatérias, quanto alteragcbes no

desenvolvimento do animal.

7. CONCLUSOES

Dessa forma, podemos concluir que o RSV é uma molécula promissora e
ferramenta-chave no estudo da etiologia e fisiopatologia do TEA. Estudos do
nosso grupo vém apontando o efeito preventivo da administracao pré-natal do
RSV no modelo animal VPA (Bambini-Junior et al., 2014b) e o presente estudo
se soma a essa trajetéria, mostrando pela primeira vez um efeito preventivo em
alteracBes sensoriais no modelo animal de autismo por indugéo pré-natal ao
VPA.

Este estudo também avalia a regido da amigdala, uma estrutura-chave
para o estabelecimento do comportamento de vinculo entre o filhote e a mae
no inicio da vida, e, possivelmente, levanta hipoteses consistentes do possivel
efeito do RSV nessa regido, como substrato de acdo preventiva das alteracbes
mediadas pelo VPA.

Apesar das limitacdes do estudo, os dados de expressao génica relativa
apontam diferencas importantes para 3 das principais proteinas sinipticas,

evidenciando a relacdo entre alteracdes sinpticas e o TEA.
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8. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

O presente estudo abre as seguintes perspectivas para 0 N0Sso grupo:

- Aumentar o n experimental para as analises aqui reportadas, especialmente

nos dados que apresentaram tendéncias;

- Repetir os experimentos de PCR em tempo real utilizando outros genes de

controle endogeno;

- Expandir as andlises de PCR para genes de receptores de
neurotransmissores, como mMGIuR5, GABAa e GABAb, para aprofundar a

avaliacao do papel de alteracdes fisiologia da amigdala;

- Realizar experimentos de imunofluorescéncia e co-localizacdo dos pares de
proteinas Sinaptofisina-PSD95 e Sinaptofisina-Gefirina, como um parametro de
quantificacdo do nimero de sinapses excitatorias e inibitorias. A razdo dessa
analise fornece evidéncias mais soélidas para analise do balanco excitatério-

inibitério;

- Realizar experimentos de imunofluorescéncia para subpopula¢des neuronais
residentes na amigdala, como os interneurdnios positivos para parvalbumina,
importantes e ja alvos de estudo no modelo animal de autismo (Barnes et al.,
2015; Sohal et al., 2009);

- Expandir as andlises para outras regiées encefélicas importantes para o
processamento e comportamento sensorial e todos 0os comportamentos que
forem prevenidos pelo RSV quando pré-natalmente administrado em ratas que
receberam VPA. Uma avaliagdo comportamental completa dos animais dos 4
grupos referidos neste presente estudo esta em vias de finalizagcdo no nosso
laboratorio, avaliando diversos fenétipos centrais e associados ao autismo. As
regides do cértex pré-frontal medial, area somatossensorial primaria, cerebelo
e hipocampo sdo contemplados nessas analises e serdo analisados de acordo

com os resultados dos testes comportamentais;

- Expandir as analises de neurodesenvolvimento, no doutorado, estudando a

migracdo neuronal e os efeitos da administracéo, tanto do VPA, quanto do RSV
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na organizacdo cortical de regibes importantes para 0 processamento

sensorial.

9. APOIO FINANCEIRO

Este estudo foi desenvolvido primariamente devido ao aporte financeiro
fornecido pelos projetos FIPE-HCPA 14-0432 e 14-04301. Além disso, foi
apoiado pelo Edital Universal- CNPq 14/2013 n°484145/2013-4 e por recursos
do PROAP da PROPG-UFRGS, e o0s estudantes envolvidos com sua
realizacdo receberam bolsas de estudo do CNPqg, CAPES ou PROPESQ-
UFRGS.
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