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Resumo

Transtorno do espectro do autismo (TEA), € um transtorno do
neurodesenvolvimento caracterizado por perturbagcbes na comunicacdo social
reciproca e na manifestacdo de comportamentos, interesses e atividades repetitivos
e restritos. Embora a etiologia do autismo ainda seja desconhecida, ha fortes
evidéncias de gque esta condi¢cdo é causada por uma complexa interacdo de fatores
genéticos e ambientais durante o desenvolvimento. Além disso, uma das
caracteristicas preponderantes a nivel de circuitaria neural é o desequilibrio entre
excitacdo e inibicdo, com o predominio do primeiro. A exposi¢cdo ao acido valproico
(VPA) durante a gestacdo € um dos conhecidos fatores de risco ambiental. Com
base nesta informacédo, o VPA é comumente utilizado para desencadear um fenétipo
do tipo autista em murinos. NOsSSO grupo demonstrou previamente que um
tratamento subcrénico com resveratrol (RSV) aplicado a ratas prenhes é capaz de
prevenir 0s prejuizos no comportamento social induzidos na prole pelo VPA. No
presente trabalho, nds investigamos a influéncia do tratamento prenatal com o RSV
nos niveis de expressao de proteinas sinapticas excitatorias (PSD-95 e neuroliguina-
1) e inibitérias (gefirina e neuroliguina-2) no cortex pré-frontal medial (CPFm) e no
hipocampo de filhotes machos aos 30 dias de vida. O balanco entre excitacdo e
inibicdo nestas regides encefélicas ja foi associado de maneira causal com a
modulacdo do comportamento social em camundongos. Algumas alteracbes que
observamos no grupo VPA foram contrapostas pela acdo do RSV. Em resumo, RSV
leva a uma tendéncia de diminuicdo da proteina PSD-95 no CPFm nos animais do
grupo VPA+RSV em comparagcdo ao grupo VPA (p=0,092), provavelmente
exercendo suas acdes ao nivel da traducdo. Adicionalmente, RSV aumenta
significativamente os niveis de expressao génica de gefirina no CPFm e hipocampo.
Portanto, nds identificamos dois mecanismos diferentes pelos quais o RSV poderia
reduzir a excitabilidade neuronal neste modelo animal de autismo. Isto se soma as
crescentes evidéncias sobre desregulacdes na razdo excitacao/inibicdo no autismo
gue se relacionam com alteragGes de comportamento, e pode ser a base da acgao

preventiva exercida pelo RSV.
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Abstract

Autism spectrum disorder (ASD) is a group of neurodevelopmental disabilities
characterized by sociability impairments accompanied by verbal and nonverbal
communication deficits and stereotyped behavioral patterns. Although ASD etiology
is still not known, there is growing evidence that this disorder is caused by a complex
interplay of both genetic and environmental risk factors acting at the developmental
stages and that a misbalance between excitation and inhibition (with predominance
of the former) is a prominent characteristic at the circuitry level. One of the known
risk factors is maternal use of valproic acid (VPA) during gestation. Based on this
observation, VPA is commonly used to generate an ASD-like condition in rodents.
We previously showed that a prenatal subchronic treatment of the pregnant rats with
Resveratrol (RSV) prevented the social deficits generated by VPA in the male
offspring. In this work, we aimed to investigate the influence of prenatal RSV
treatment on the expression levels of synaptic proteins of excitatory (PSD-95 and
neuroligin-1) and inhibitory (gephyrin and neuroligin-2) contacts of medial prefrontal
cortex (MPFC) and hippocampus in young male rats. Excitation/inhibition balance in
these two brain regions is implicated causally in the modulation of social behaviors in
murines. We identified alterations in the VPA animal model of autism, some of which
were corrected by the RSV treatment. In summary, we found that RSV leads to a
trend of decrease in the level of protein PSD-95 in the mPFC of the VPA+RSV group
animals compared to the VPA group (p=0,092), probably exerting its actions at the
translation level. In addition, RSV increases gene expression of gephyrin in both
mPFC and hippocampus. Therefore, we identified two different mechanisms of
reduction of the neuronal excitability mediated by RSV treatment in this animal model
of autism. This adds evidence to the growing body of findings about alteration of
behaviors mediated by excitation/inhibition regulation in autism, and can be the basis

for the phenotypic prevention exerted by RSV.
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1. INTRODUCAO

1.1. Autismo

O transtorno do espectro do autismo (TEA) € um grupo de disturbios do
neurodesenvolvimento caracterizado por perturbagcbes na comunicacdo social
reciproca e na manifestacdo de comportamentos, interesses e atividades repetitivos
e restritos (Baker, 2013).

A palavra autismo vem do grego autds (autédg, significando "auto") e foi
cunhada em 1910 pelo psiquiatra suico Eugen Bleuler para descrever a
caracteristica dos pacientes com esquizofrenia de “retirarem-se para o mundo das
suas fantasias” (Kuhn, 2004).

Entretanto, a terminologia atual somente foi empregada cerca de 30 anos
depois. Hans Asperger utilizou a palavra autismo em 1938 em uma palestra no
Hospital da Universidade de Viena (Asperger, 1938) e em 1943, Leo Kanner, do
Hospital Johns Hopkins fez o primeiro relato detalhado de pacientes com autismo
(Kanner, 1943). Kanner define como caracteriticas presentes nos pacientes, a
“soliddo autista” e a “obcessiva insisténcia na preservagdo dos habitos” (Baker,
2013).

O critério diagnostico atual, definido na quinta edicdo do DSM (do inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), e publicado pela Associacao
Americana de Psiquiatria, envolve a presenca de prejuizos na comunicacao e
interacdo social e padrbes de comportamento, interesses e atividades restritos e
repetitivos (APA, 2013).

Além disso, varias outras comorbidades geralmente afetam pacientes com
autismo, tais como presenca de comportamento agressivo, ansiedade, depressao,
déficits cognitivos, crises epilépticas, alteracbes gastrointestinais, distirbios do sono,
disfungcdes do sistema imune e hipersensilidade a estimulos tateis, sonoros e
luminosos (Geschwind, 2009). Comumente, o termo autismo é utilizado de maneira
genérica para englobar todos os graus dentro deste amplo espectro.

A prevaléncia de TEA elevou-se continuamente nas ultimas décadas, e dados
atuais do CDC (Center for Disease Control, EUA) estimam que 1 em cada 68
criancas americanas de oito anos de idade tem sido identificada com TEA, sendo 4.5
vezes mais prevalente no sexo masculino do que no feminino (CDC, 2014). Apesar

de os motivos para tal aumento ndo serem completamente conhecidos, mudancas



no critério diganodstico e maior conhecimento sobre a distarbio por parte de
profissionais de saude e pela polulacdo em geral explicam ndo mais que metade
desse valor (Weintraub, 2011), indicando a necesidade de se compreender as

causas do gatilho do autismo e do aumento da prevaléncia.

1.1.1. Causas

Como avanco dos estudos, percebe-se que a etiologia do TEA é complexa e
gque uma ampla variedade de fatores genéticos e ambientais pode acarretar
fenétipos similares. Os estudos de associacdo génica, relizados com gémeos e
irmaos de pacientes com autismo, demonstram que o TEA apresenta uma das
maiores herdabilidades dentre os transtornos neuropsiquiatricos (Williams, 2012). No
entanto, mesmo apos varios anos de estudo e identificacdo de mais de 1000
alteracdes genéticas associadas com o autismo, estas ndo explicam mais que 25%
do total de casos (Miles, 2011). E cada vez fica mais claro o envolvimento dos
fatores ambientais no gatilho do TEA, tornando-os tdo importantes quanto os fatores
genéticos para o desenvolvimento do autismo (Sandin et al., 2014).

Em termos de neuropatologia, vérias regides do encéfalo parecem ser
alteradas, contribuindo para a expressdo das caracteristicas deste transtorno
(Geschwind, 2009). Dentre elas, podemos citar o cerebelo, a amigdala, cértex pré-
frontal, estriado, talamo, hipocampo, coértex orbitofrontal, insula e cortex cingulado
(Amaral et al., 2008). De maneira geral, ha alteracdes no volume destas estruturas e
tendéncia de aumento do volume do encéfalo; alteracdes na distribuicdo neuronal
nas camadas corticais e na organizacdo em micro e minicolunas; diminuicdo da
guantidade de alguns subtipos neuronais, em especial neurdnios inibitérios de
camadas mais profundas do cortex cerebral (Amaral et al., 2008). Também sé&o
evidentes as alteracdes gliais, como maior ativagdo microglial (Suzuki et al., 2013),
diminuicdo do numero e comprimento dos pocessos astrociticos (Cao et al., 2012) e
reducdo e mudanca na composicdo da mielina formada por oligodendrécitos
(Zikopoulos and Barbas, 2010).

Pouco se sabe sobre como estas modificacdes podem gerar os sintomas do
autismo, mas as maiores evidéncias apontam para mudancas no grau de
conectividade neuronal local e a longa distancia (Supekar et al., 2013), bem como
mudancas no equilibrio entre excitagdo e inibicdo, tendendo a favorecer o primeiro

(Snijders et al., 2013; Zikopoulos et al., 2013). Entretanto, o grau de incerteza é



grande, e outras perturbacdes podem ainda estar passando despercebidas. Além
disso, os mecanismos que geram estas alteracbes sédo ainda desconhecidos.

1.1.2. Diagndstico e Tratamento

O diagnostico clinico necessita uma equipe interdisciplinar e uma detalhada
anamnese. Os critérios sdo baseados normalmente no DSM-V (APA, 2013) e em
questionarios como o ADI-R (do inglés Autism Diagnosis Interview-Revised) (Becker
et al., 2012). A classificacdo da gravidade também segue os critérios do DSM-V e a
avaliacao clinica, além do uso de instrumentos como o CARS (do inglés Childhood
Autism Rating Scale) (Pereira et al., 2008).

N&o ha tratamento eficaz para o TEA (Rudimar Riesgo, 2013). A abordagem
clinica padrdo envolve multiplos profissionais (médicos, fonoaudidélogos, psicélogos,
nutricionistas, terapeutas ocupacionais, etc.) e uso de farmacos buscando amenizar
aspectos especificos da sintomatologia do autismo (Rudimar Riesgo, 2013).
Atualmente, os Unicos medicamentos aprovados para uso no autismo pelo FDA (do
inglés Food and Drug Administration — EUA) sdo os antipsicéticos atipicos
risperidona e aripiprazol, que tém como alvo o comportamento agressivo presente
em alguns pacientes. Os pacientes com TEA também podem utilizar medicamentos
para controlar alteracdes de humor, distirbios do sono e outras comorbidades.
Concomitantemente, é indicada a aplicacdo de terapias comportamentais, como a
ABA e o TEACCH (Rudimar Riesgo, 2013). A ABA (do inglés Applied Behavior
Analysis) visa ensinar, em estagios crescentes de complexidade, habilidades
ausentes nas criancas. O TEACCH (do inglés Treatment and Educational of Autistic
and related Communication-handicapped Children) visa adaptar a organizacao do
ambiente e das rotinas de modo que a crianga possa entendé-los mais facilmente e

também saiba o que é esperado dela.

1.1.3. Pesquisa
E grande a necessidade de pesquisas que esclarecam aspectos basicos da

patofisiologia dos TEA, especialmente aqueles potencialmente envolvidos em seu
surgimento, uma vez que estes poderiam originar métodos mais precisos de terapia
e diagndstico.

Visto que o estudo do autismo na clinica apresenta varios complicadores

(como a impossibilidade de estudar os mecanismos pelos quais o TEA surgiu, a



dificuldade de analise de alguns tecidos, em especial o Sistema Nervoso Central, e a
variedade dos sintomas apresentados e do grau de gravidade), o uso de modelos
para o estudo do autismo pode facilitar a investigacao.

Partindo desta necessidade, uma ferramenta bastante Util € o uso de animais.
Eles possibilitam investigacbes mais amplas de alteracdes morfologicas e
bioguimicas, bem como a relacdo causa-consequéncia entre elas e a andlise

temporal de seu surgimento.

1.2. Modelo animal de autismo induzido por acido valproico

Um modelo animal de autismo bem validado e estabelecido envolve a
exposicao pré-natal de roedores ao acido valproico (VPA). O modelo surgiu devido a
dados clinicos em que o VPA aumentava significativamente a incidéncia de autismo
nos filhos de mées que faziam uso deste medicamento durante o primeiro trimestre
de gestacdo (Harden, 2013). Baseado nestes estudos, surgiu a possibilidade de
desenvolver um modelo animal induzido por administracdo de VPA durante o
periodo gestacional em roedores. Esse modelo gera na prole muitas caracteristicas
analogas aquelas de pessoas com TEA, entre elas: comportamento repetitivo e
esteriotipado e prejuizo na sociabilidade e comunicacdo (Roullet et al., 2013);
alteracdes anatdbmicas comuns em cerebelo (Ingram et al., 2000), nervos cranianos
(Rodier et al., 1997), e outras regides do encéfalo (Schmitz et al., 2005); padrdes
eletroencefalograficos anormais em resposta a estimulos auditivos (Gandal et al.,
2010); e elevada ativagdo astrocitica e microglial (Lucchina and Depino, 2014).
Interessantemente, algumas das caracteristicas sé estdo presentes em machos (Kim
et al.,, 2013; Schneider et al., 2008), o que corresponde a maior incidéncia de
autismo em individuos do sexo masculino.

Sendo assim, o modelo de autismo induzido por exposi¢gédo prenatal ao VPA
apresenta validade de construto e validade de face, podendo ser explorado para
investigacdo de alteracdes celulares e moleculares ligadas a manifestacdo dos
sintomas clinicos do autismo. Além disso, € possivel estudar em que parte do
desenvolvimento ocorrem estas falhas que podem originar o fenotipo similar ao TEA,

e como elas poderiam ser prevenidas.



1.3. Desequilibrio excitagao/inibi¢do no autismo

Apesar de a etiologia do TEA ser ainda desconhecida, alguns pesquisadores
tém sugerido que um dos pontos comuns sao alteragdes sinapticas que levariam a
um desequilibrio excitacdo/inibicdo (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 associa¢ao génica, 0s quais
revelaram a existéncia de diversas mutacbes no autismo relacionadas com a
formacéo e funcéo de sinapses (Huguet et al., 2013; Kenny et al., 2014); 2) estudos
de transcriptbmica em pacientes com autismo, que encontraram variacoes de
quantidade de RNAm de genes relacionadas com fungéo sinaptica (Voineagu et al.,
2011); 3) observacfes em animais geneticamente modificados, nos quais alteracdes
sinapticas sédo correlacionadas com o surgimento de fendétipos similares ao do
autismo (Delorme et al.,, 2013); 4) presenca de modificacbes sinapticas em
sindromes com alta prevaléncia de autismo, tais como Sindrome do X-Fragil e
Esclerose Tuberosa (Auerbach et al., 2011).

Neste sentido, € de grande importancia averiguar se as mesmas alteracdes
estdo presentes em modelos animais de autismo e, quais S80 0S mecanismos
moleculares que podem ocasiona-las. Por exemplo, j4 se sabe que ocorre aumento
da plasticidade sinaptica e de excitabilidade neuronal devido a hiperconectividade de
sinapses glutamatérgicas no cortex somatossensorial primario (Rinaldi et al., 2008a),
cortex pré-frontal medial (Rinaldi et al., 2008b) e amigdala (Markram et al., 2008) de
ratos do modelo VPA.

E particularmente promissora a avaliagdo do balanco exita¢do/inibicio no
cortex pré-frontal medial (CPFm), visto que um predominio da excitacao nesta regido
foi demonstrado como fator causal de déficits na sociabilidade (Yizhar et al., 2011).
Do mesmo modo, sinapses de neurbnios da amigdala no hipocampo ventral
acarretam modulacdo do comportamento social (Felix-Ortiz and Tye, 2014). Além
disso, nosso grupo ja encontrou alteragdo do metabolismo glutamatérgico
hipocampal (Bristot Silvestrin et al., 2013), o que estimula a avaliacdo de sinapses

no hipocampo.



1.4. PSD-95 e Gefirina naregulacédo do balango excitacao/inibicao

Gefirina e PSD-95 (do inglés Postsynaptic Density Protein 95) sédo proteinas
de ancoragem respectivamente de sinapses inibitorias e excitatorias (Sheng and
Kim, 2011). Elas sdo expressas exclusivamente nas unidades pos-sinapticas
neuronais e sdo importantes por associarem-se de maneira ndo covalente a uma
infinidade de proteinas, tais como receptores de neurotransmissores, proteinas do
citoesqueleto, moléculas de interacdo transinapticas, proteinas de ancoragem e
outras proteinas importantes para a cascata de sinalizacdo desencadeada pelo
neurotransmissor (Choii and Ko, 2015; Gomperts, 1996; Tyagarajan and Fritschy,
2014). O agrupamento destas moléculas permite que a ligacdo do neurotransmissor
no seu receptor estabeleca uma acdo coordenada localizada e de inicio rapido
(Craven and Bredt, 1998; Kneussel and Betz, 2000).

Além destas funcgbes, tanto PSD-95 quanto gefirina sdo essenciais no
estabelecimento das sinapses, contribuindo para o recrutamento das suas proteinas
constituintes e funcionando como fatores nucleadores da formacdo das unidades
pos-sinapticas. De acordo com isso, alteracdes da expressao de PSD-95 geram
mudancas correspondentes no numero e tamanho de sinapses excitatorias
(Mackowiak et al., 2014) e um fendmeno semelhante é causado em sinapses
inibitérias por alteragdes na quantidade e modificacdes pos-traducionais da gefirina
(Tyagarajan et al., 2011; Yu et al., 2007).

1.5. Neurexinas e Neuroliguinas na regulacdo do balanco
excitagdo/inibi¢cao

Neuroliguinas (NIgns) sédo proteinas amplamente expressas no sistema
nervoso adulto e presentes majoritariamente nas unidades pés-sinapticas neuronais,
possuindo papéis no estabelecimento, maturacdo e estabilizacdo dos contatos
singpticos (Bang and Owczarek, 2013). Estudos apontam evidéncias para a
participacdo das Nigns como um organizador essencial das unidades pos-sinapticas,
contribuindo para o ancoramento de receptores e de complexos importantes para a
transmissdo do sinal mediado pelos neurotransmissores (Bourne and Marchot,
2014). As Nigns estabelecem interagbes transinapticas com as proteinas pré-
sinapticas neurexinas (Bang and Owczarek, 2013). Estas, por sua vez, também
estdo envolvidadas na organizacdo da unidade pré-sindptica, contribuindo para o

recrutamento de proteinas responsaveis pela liberacdo do neurotransmissor (Dean



et al., 2003) (Figura 1). Surpreendentemente, a simples expresséo das neuroliguinas
em células ndo-neuronais é capaz de levar a producdo de terminais pds-sinapticos
funcionais (Fu et al., 2003), enquanto a expressao de neurexinas induz a formacéo
de uma unidade pré-sinaptica funcional (Graf et al., 2004). Sendo assim, a regulacéo
da quantidade destas proteinas pode estar diretamente relacionada a regulacdo do
namero de sinapses (Bang and Owczarek, 2013).
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Figura 1. Organizag&o das sinapses excitatérias e inibitorias. Gefirina (na sinapse inibitoria) e PSD-95
(na sinapse excitatéria) sdo elementos centrais da organizacao sindtica, funcionando como centros de
associacdo de outras proteinas da unidade pdés-sindptica. Neuroliguina-2 (na sinapse inibitoria) e
neuroliguina-1 (na sinapse excitatéria) sdo importantes para formacado e manutencdo das sinapses
através da interacdo e sinalizacdo com neuroxinas expressas pela unidade pré-sinaptica. Ver texto

para mais detalhes. (Modificado de van Spronsen & Hoogenraad, 2010)

Interessantemente, ambas proteinas estdo associadas a casos de autismo,
tanto pela presenca de mutacbes que podem estar relacionadas com aspectos
importantes da patologia (Sudhof, 2008), quanto pela presenca de alteracdes nos
niveis de expressao em tecidos de pacientes (Yasuda et al., 2011).

As isoformas Nlgn-3 e Nign-4 estédo presentes tanto em contatos excitatorios,
quanto inibitérios (Mackowiak et al., 2014). Ademais, NIgn-3 também é expressa
durante o desenvolvimento em células gliais como astrdcitos da retina, células de
Schwann, astrocitos da medula espinal e glia embainhante olfatéria, permanecendo
com altos niveis nesta ultima também no adulto (Gilbert et al., 2001). Curiosamente,
a isoforma NiIgn-1 é expressa somente em sinapses excitatorias, enquanto a Ngln-2
estd presente exclusivamente em sinapses inibitérias (Bang and Owczarek, 2013).

Essa segregacdo das isoformas levou a investigagdo do papel das Nign e



neurexinas no estabelecimento do equilibrio entre o nimero de sinapses excitatorias
e inibitérias no SNC (Cline, 2005). Atualmente, ha fortes evidéncias de que Nign e
neurexinas realmente desempenham papéis essenciais nesta regulacdo (Bang and
Owczarek, 2013; Pregno et al., 2013; Sudhof, 2008). Sendo assim, a avaliagcdo dos
niveis de expressdo destas proteinas em modelos animais de autismo poderia

inidicar um mecanismo pelo qual o balanco excitagao/inibicdo poderia ser alterado.

1.6. Resveratrol como uma ferramenta de estudo

Em pesquisa recente de nosso grupo, um tratamento pré-natal com
resveratrol (RSV) foi capaz de prevenir alteragdes na sociabilidade da prole neste
modelo (Bambini-Junior et al.,, 2014). Adicionalmente, resultados preliminares de
trabalhos em andamento apontam que o RSV pode prevenir outras caracteristicas
encontradas no modelo VPA, como alteragbes no comportamento de busca pelo
ninho (nest seeking) e em microRNA (miRNA) especificos.

Assim, 0 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
sinalizacao que podem ser afetadas por ambos, mas de maneira oposta.



2.  HIPOTESE E VIAS DE INVESTIGACAO

Levando em consideracdo as evidéncias para a existéncia de um
desequilibrio excitacao-inibicdo no autismo, e a possibilidade de esta modificacao
estar implicada no surgimento das caracteristicas especificas desta patologia, surgiu
a proposta de analisar marcadores moleculares de sinapses excitatorias e inibitorias
nos animais do modelo, correlacionando os resultados com as avaliagdes
comportamentais em realizac&do pelo grupo. Sendo assim, inestigamos as seguintes
hipoteses:

- Hipétese 1:

HO: Os niveis de RNAmM e de proteina de componentes de sinapses
excitatérias estad elevado (em CPFm e hipocampo) em comparacdo aqueles de
sinapses inibitérias nos animais de modelo VPA.

H1: Os niveis de RNAmM e de proteina de componentes de sinapses
excitatorias esta diminuido ou ndo se altera em comparacdo aqueles de sinapses
inibitorias nos animais de modelo VPA.

- Hipotese 2:

HO: A exposicdo prenatal ao RSV é capaz de restabelecer o equilibrio entre
0s niveis dos componentes de sinapses excitatérias e de sinapses inibitérias no em
CPFm e hipocampo.

H1: A exposicdo prenatal ao RSV ndo é capaz de restabelecer o equilibrio
entre os niveis dos componentes de sinapses excitatorias e de sinapses inibitorias
no em CPFm e hipocampo.

- Hipétese 3:

HO: as alteracdes na quantidade de RNAm e proteina de sinapses excitatérias
correlacionam-se com as mudancas nos niveis de expressao de NIgn-1, enquanto os
de sinapses inibitérias se relacionam com os niveis de Nign-2.

H1: as alteragGes na quantidade de RNAm e proteina de sinapses excitatorias
ndo correlacionam-se com as mudancas nos niveis de expressdo de Nign-1. O
mesmo acontece em relacdo aos componentes de sinapses inibitérias e os niveis de
NIgn-2.

Com este fim, realizamos um estudo comparativo das sinapses hipocampais e
do cortex pré-frontal medial em animais que receberam VPA, associado ou ndo com
a administracdo de RSV, e seus respectivos Controles. Em especial, avaliamos

indicadores da quantidade total de sinapses e da propor¢cdo entre sinapses
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inibitérias e excitatérias para sinaptofisina (Sin) e proteinas especificas de cada um
dos tipos de sinapse: PSD-95 (sinapse excitatéria) e gefirina (sinapse inibitéria).
Adicionalmente, avaliamos a expressao génica e protéica das proteinas Nign-1 e
Nlgn-2. Elas estdo envolvidas na formacdo de sinapses glutamatérgicas e
GABAérgicas, respectivamente, e diversos estudos apontam sua associcdo com 0
autismo (Sudhof, 2008). Com esta abordagem pretendemos encontrar novos alvos

gue possam contribuir para a compreensao da etiologia do autismo.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar marcadores moleculares sinapticos envolvidos no balanco
excitacao/inibicdo no cortex pré-frontal medial e hipocampo de ratos do modelo de
autismo induzido por exposi¢ao pré-natal ao VPA e no grupo Controle, bem como o
possivel papel protetor do RSV.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar o nivel de expressdo génica e protéica de sinaptofisina no
modelo animal de autismo induzido pela exposicdo pré-natal ao VPA com e sem
tratamento com RSV;

- Avaliar os niveis de expressdo de PSD-95 (sinapses excitatérias) e Gefirina
(sinapses inibitdrias), assim como os niveis de Nign-1 (sinapses excitatorias) e Nign-
2 (sinapses inibitérias) no modelo animal de autismo induzido pela exposicéo pré-
natal ao VPA com e sem tratamento com RSV,

- Interpretar os possiveis efeitos desencadeados por VPA e resveratrol,
correlacionando com dados prévios e atuais de testes comportamentais no

laboratério.
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4. METODOLOGIA
4.1. Modelo animal de autismo induzido por exposicéo prenatal ao VPA.

Os animais utilizados foram ratos Wistar da Unidade de Experimentacéo
Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Todos os animais
receberam racéo e agua ad libitum. No maximo 4 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¢cbes padrao de
umidade. O pareamento dos animais sempre teve inicio as 19 horas. A escolha
desse horério reflete no horario em que ocorre a indu¢cdo do modelo animal de
autismo (entre 12h30 e 13h30 do dia de gestagcdo 12,5) por exposi¢ao, via
intraperitoneal, ao acido valproico. Os animais foram retirados do pareamento as 7
horas do dia seguinte e realocados em suas caixas de convivio. No caso das
fémeas, a fecundacdo foi verificada por microscopia através da investigacdo do
lavado 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. Apds 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 injecdo intraperitonial de 600 mg/Kg de valproato de sddio
diluido em NaCl 0,9% no dia 12,5 de gestacdo, como previamente descrito (Bambini-
Junior et al., 2014). Aos Controles, somente a salina foi aplicada neste dia. Dois
grupos receberam, via administragcdo 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 os quatro grupos experimentais (Figura 2):

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

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

e VPA+RSV (que recebeu RSV do dia E6,5 ao E18,5 e VPA no dia E12,5).
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Figura 2. Resumo temporal dos tratamentos aplicados aos animais. RSV foi administrados
diariamente por via subcutinea a dose de 3,6 mg/kg. VPA foi administrado via intraperitoneal em

dose de 600 mg/kg . EO - concepgédo. PO - nascimento.

Devido as peculiaridades do modelo, somente os ratos machos da prole séo
objetos de estudo.

Foram mantidas proles entre 4 e 8 filhotes. Em caso de ninhadas com nimero
inferior a 4, animais de idades semelhantes e do mesmo grupo experimental foram
reunidos para formar a ninhada. Em caso de ninhadas com numero de animais
superior a 8, os filhotes sobressalentes foram submetidos a eutanasia. Tendo em
vista que somente os machos desse modelo sdo analisados, nos casos necessarios,
foram priorizadas eutanasias de fémeas.

Os filhotes do sexo masculino foram mortos utilizando uma injecéo letal de
cetamina (300 mg/Kg) e xilasina (40 mg/Kg) seguida de um método confirmatério da
morte. Os ratos utilizados para procriacdo e os filhotes do sexo feminino foram
mortos através da administracdo via inalatoria de uma dose letal de isoflurano (6-
9%).

4.2. Preceitos éticos

Todos os procedimentos foram realizados obedecendo aos preceitos éticos
que competem a experimentacdo 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
ultimas resolugbes do CONCEA (Concelho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal). Toda a manipulagéo animal foi realizada com base na Lei 11.794, de 08 de
outubro de 2008 e na Resolugcdo Normativa N.12 do CONCEA. De acordo com a
Resolucdo Normativa N. 13 (20 de setembro de 2013), os animais foram
anestesiados antes de qualquer procedimento doloroso, exceto durante as inje¢des

de VPA, RSV e DMSO. Uma vez que o modelo animal empregado nesse trabalho é
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induzido quimicamente, a utilizacdo de anestésicos nessa etapa representaria um
Nnovo 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 numeros de
aprovacao: 140367 e 140431

4.3. Calculo do tamanho amostral

Para o célculo 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 piori” foi realizado. Assim, para 4 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 mae, o tratamento estatistico adequado é
considerar cada ninhada como um unico “n”. Ao fim, um individuo de cada ninhada
ou uma meédia dos resultados da ninhada 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 é de 4 animais. O VPA ndo altera este valor, mas
interrompe 50% das gestacoes. Portanto, a realizacdo dos pareamentos necessitou
30 fémeas em idade fértil e 10 machos. Quatro fémeas extras foram planejadas caso
ocorressem perdas ndo esperadas.

Por fim, para a realizacdo desse projeto e, levando em consideracdo o
namero médio de 4 animais machos por ninhada anteriormente citado, pelo menos 1
animal de 5 ninhadas diferentes compuseram 0s grupos experimentais do presente
estudo, totalizando um n de pelo menos 5 animais por grupo (Controle, VPA, RSV e
VPA+RSV).

4.4. Dissecacgéo e preparacdo das amostras.

O CPFm e o hipocampo foram removidos através de dissecacgdo utiliando
técnica previamente padronizada no laboratério. Resumidamente, apos a eutanasia,
0 encéfalo do animal foi retirado de dentro do crénio, o cérebro foi dividido na linha
medial e um corte com bisturi a profundidade de 2 mm foi feito em localizagéo

ortogonal ao corpo caloso e a superficie de apoio (Figura 3); um corte em linha

paralela a linha média e a 2 mm desta foi entdo realizado até a unido com o primeiro
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corte, isolando, assim, o CPFm. O hipocampo foi posteriormente dissecado através
de cuidadosa separacéo deste do cértex temporal adjacente: a partir da linha média
o cortex foi empurrado com a auxilio de pequenos pincéis de pintura até o
hipocampo estar acessivel e as suas conexdes com o restante do encéfalo poderem

ser separadas (Figura 4).

Figura 3. Posicdo e orientacdo do corte para a dissecacdo do CPFm. Uma regido medial do

telencéfalo com 2mm de espessura e anterior ao inicio do corpo caloso foi removida.
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Figura 4. Esquema demonstrando a localizagdo do hipocampo. Ele pode ser faciimente removido

com o uso de espatulas ou pincéis pequenos.

Amostras do lado direito foram dierecionadas para as analises de PCR,
enquanto as amostras do lado esquerdo foram utilizadas para o western blot. Apos
dissecadas, as amostras foram preparadas de acordo com 0s requisitos de cada
técnica, acondicionadas em tubos eppendorf e imediatamente congeladas em

freezer -80 °C até o uso.

4.5. Analise protéica por eletroforese e imunodetecc¢éo.
As andlises foram efetuadas em 1 animal macho por ninhada. Aos 30 dias de
vida os animais receberam uma dose letal de anestésico, cetamina e xilasina, e o
encéfalo foi dissecado. O tecido neural de interesse foi isolado, homegeneizado e as
proteinas totais foram extraidas utilizando um tampé&o de extragdo com Triton X-100



17

seguida de uma centrifugacdo a 14.000 g e coleta do sobrenadante. As proteinas
foram entdo quantificadas pelo método de Lowry e preparadas em tampao Laemmli
tal que 40 ug de proteina fosse utilizada para cada amostra.

A seguir, as proteinas foram separadas por eletroforese unidimensional em
gel de poliacrilamida para posterior imunodeteccéo seguindo protocolo prévio (Bristot
Silvestrin et al., 2013). Em resumo, ap0s a migragao, a transferéncia das proteinas
para uma membrana de nitrocelulose foi realizada utilizando o sistema de
transferéncia Mini-PROTEAN® Tetra Cell da Bio Rad. A transferéncia das proteinas
foi averiguada utilizando o Ponceau e esta foi, entdo bloqueada utilizando 5% de
leite em p6 desnatado dissolvido em Salina tamponada com Tampao Tris adicionada
de Tween-20 a 0,05% (TBS-Tween;TBS-t). A incubacdo com os anticorpos primarios
descritos ocorreu overnight em sala fria, enquanto a aplicagdo do anticorpo
secundario correspondente foi realizada durante 1h30 em temperatura ambiente.
ApoGs a aplicagdo de cada anticorpo, 4 lavagens de 10 minutos utilizando TBS-t
foram realizadas. O regente ECL (GE Healthcare Life Sciences) foi entdo aplicado
na membrana e a quimioluminescéncia foi detectada utilizando o imunodetector
ImageQuant LAS 4000 (GE HealthCare Life Sciences). Quando necessario, 0
stripping da membrana foi realizado utilizando-se NaOH 1M, ndo excedendo o
namero de 3 strippings por membrana.

A quantificacdo da expressao relativa foi realizada com o software Image J
v.1.49 utilizando as ferramentas intrinsecas deste programa para quantificacdo
protéica. Primeiramente, os resultados foram normalizados pelos valores médios de
cada membrana para cada regido analisada a fim de permitir a comparacao inter-
experimento. A seguir, Uma razédo entre a quantidade da proteina de interesse e o
Controle enddgeno B-actina foi calculada. Por fim, os resultados foram normalizados
em relagdo ao grupo Controle. Em cada membrana estava 1 amostra de cada tecido
de cada grupo analisado.

4.5.1. Anticorpos
Os seguintes anticorpos foram utilizados na técnica de Western blot:

- Anticorpo anti-sinaptofisina produzido em camundongo (Sigma S5768).
Utilizado a uma diluicdo de 1:1000 TBS-t leite;

- Anticorpo anti-PSD-95 produzido em coelho (Abcam ab18258). Utilizado a
uma diluicdo de 1:1000 em TBS-t leite;



18

- Anticorpo anti-geferina produzido em coelho (Abcam ab32206). Utilizado a
uma diluicdo de 1:1000 em TBS-t leite;

- Anticorpo anti-neuroliguina-2 produzido em coelho (Abcam ab36602).
Utilizado a uma diluicdo de 1:500 em TBS-t leite;

- Anticorpo anti-neuroliguina-1 produzido em coelho (Abcam ab26305).
Tentativas de padronizagao n&o obtiveram sucesso;

- Anticorpo anti-B-actina produzido em coelho (Cell Signalling 4967). Utilizado
a uma diluicdo de 1:1000 em TBS-t BSA,;

- Anticorpo secundario anti-lgG de coelho produzido em cabra (BioRad
1706515). Utilizado a uma diluicdo de 1:1000 em TBS-t leite;

- Anticorpo secundario anti-lgG de camundongo produzido em burro (Santa
Cruz sc-2318). Utilizado a uma diluicdo de 1:1000 em TBS-t leite.

4.6. PCRem tempo real
4.6.1. Extracao de RNA total

Apoés a eutanasia dos animais, as estruturas encefalicas (hipocampo e coértex

medial pré-frontal) foram dissecadas e o tecido foi pesado e homogeneizado em
reagente TRIrizol®, na propor¢ao de 10 [IL de TRIzol® para cada 1 mg de tecido em
10 pL de Trizol. Este homogeneizado foi armazenado em freezer -80°C até posterior
processamento. A extracdo de RNA foi realizada da seguinte forma: cloroférmio foi
adicionado, na proporcao 1:5 (cloroférmio:TRIzol®), para promover a separa¢ao de
fases. Apos, a mistura foi centrifugada a 12000 G por 15 minutos, e a fase aquosa
(contendo RNA total) foi isolada e transferida para um outro eppendorf. O RNA total
foi precipitado através da adicdo de isopropanol, na proporcdo 1:2
(isopropanol:TRIzol®). Apés centrifugacdo a 12000 G por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi foi suspenso em etanol para remover
impurezas. Por fim, a suspenséao foi centrifugada pro mais 5 minutos a 12000 G, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 30 yL de agua para
injetaveis livre de RNases e armazenada em freezer -80°C para ser utilizado como

molde na reacao de transcricéo reversa.

4.6.2. Transcricdo Reversa e Reacdo em cadeia da polimerase

A expressao relativa de RNA mensageiros maduros foi avaliada pela técnica

de transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-
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gPCR). Inicialmente, o extrato de RNA foi quantificado e qualificado por
espectrofotometria. A concentragao de RNA total (em ng/ulL) foi realizada através da
leitura de absorbancia no comprimento de onda (A) de 260 nm. Além disso, a
qualidade do RNA foi avaliada através dos indices A260/A230 e A260/A280. Apenas
os extratos de RNA com indices maiores que 1,70 foram utilizados.

A partir do extrato de RNA obtido para cada amostra, foi sintetizado DNA
complementar a partir da reacao de transcricdo reversa, utilizando 1,5 pg de RNA
total, 1 puL de primer oligodT, 1 yL de uma mistura de desoxirribonucleotideos
fosfatados (mix de dNTP) a 10 nM cada e agua para injetaveis em quantidade
suficiente para um volume de 12 pL. Essa mistura foi incubada em um termociclador
a 65°C por 5 minutos. Em seguida, 4 pL de tampdo de transcricdo reversa
concentrado 5x, 2 pL de ditiotreitol (DTT) 0,1 M e 1 pL de inibidor de ribonucleases
(40 unidades/pL) foi adicionado a mistura inicial, € uma nova incubacéo a 37 °C por
2 minutos foi realizada. Por fim, 1 pL da enzima transcriptase reversa MMLV foi
adicionado a mistura, e uma incubacéao final a 37 °C por 50 minutos foi realizada,
seguida da inativacdo da enzima a 70 °C por 15 minutos, resultando um volume final
de 20 pL de DNA complementar.

Antes da quantificacdo dos RNA mensageiro avaliados, os primers especifico
foram testados através de uma matriz de quantidades de DNA complementar e de
cada par de primer utilizados. Foram testadas trés concentracfes de primer (100,
200 e 300 nM) e trés diluicbes de DNA complementar (1:10, 1:20, 1:30, a partir do
extrato bruto resultante da reagao de transcri¢cao reversa).

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa foi realizada utilizando o DNA
complementar (apds diluicdo adequada para cada RNA mensageiro avaliado - 1:20)
como molde para a reacéo, juntamente com uma mistura mix reacional contendo 2,5
UL do tampdo concentrado 10x, 0,8 uL do cofator MgCI2 50 mM, 2,5 uL do fluoréforo
SYBR-Green®, 0,5 pL de uma mistura de desoxirribonucleotideos trifosfatados ( mix
de dNTP) a 10 mM cada, 0,25, 0,50 ou 0,75 uL de cada primer especifico (10 uM),
dependendo da concentracdo ideal para o RNA mensageiro avaliado, 0,1 pL da
enzima Tag DNA Polimerase e agua para injetaveis em quantidade suficiente para
25 L de reacao. O fluoroforo SYBR-Green® foi utilizado para detectar amplificacao,
de forma que os valores de CT (Cycle Threshold) foram utilizados para calculo de
expressao relativa de cada RNA mensageiro através do método —AACT (Livak and

Schmittgen, 2001), utilizando GAPDH como gene controle enddgeno. Apoés
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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 RT-gPCR foi realizada num aparelho StepOne System da Applied

Biosystems.

4.6.3. Primers

Os primers utilizados neste trabalho foram buscados de outros trabalhos da
literatura ou desenhados especificamente a partir do genoma referéncia de Rattus
norvegicus do GenBank. Para o desenho de primers, a ferramenta Oligo Explorer foi
utilizada. Todos os primers foram analizados pela ferramenta Oligo Analyzer para
evitar a formacdo de dimeros de primers e de hairpins. Adicionalmente, a
especificidade do primer foi testada online pela ferramenta Primer BLAST. A lista dos

primers utilizados esta descrita na Tabela 1.

Gene Forward (5’ - 3’) Reverse (5 - 3’)
PSD95 CTTCTCAGCCATCGTAGAGG GAGAGGTCTTCAATGACACG
Geferina ACCCTCGCCCAGAATACCAC GCTCATCAGACGGCTGCTCA
Sinaptofisina TCAGGACTCAACACCTCAGTGG AACACGAACCATAAGTTGCCAA
NEETGTe PS8 TCCATATGCTGCTCCACCAA CGGATATCAGACCAGGGAGATG
NGV 28 CCAAAGTGGGCTGTGACC CCAAAGGCAATGTGGTAGC

Tabela 1. Lista dos primers utilizados.

A figuras 5 e 6 mostram as curvas de melting para os pares de primers utilizados,
respectivamente no CPFm e Hipocampo, evidenciando que eles sédo especificos e

levam a formacéo de um anico amplicon.
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Figura 5. Curvas de fusao (melting curves) para as analises realizadas no CPFm. Cada linha nos

graficos representa uma amostra (amostras foram analisadas em triplicata) e cada grafico € oriundo

de uma placa diferente. A analise com os primers para GAPDH foi realizada para as mesmas

amostras na mesma placa e sujeito as mesmas condicdes de amplificacdo do cDNA. Assim,

evidenciamos 2 picos na curva de fusdo, o da esquerda, referente as amostras com os primers de

interesse, e o da direita, para os primers para GAPDH. A) Sinaptofisina. B) PSD-95. C) Gefirina. D)

Nlgn-1. E) Nign-2. Note que um Unico aplicon pode ser identificado para todas as andlises (para cada

primer), & excecdo para a NIgn-2. Dada a qualidade da amplificacdo de NIgn-2, os dados referentes a

este transcrito devem ser interpretados com cuidado.
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Figura 6. Curvas de fusdo (melting curves) para as analises realizadas no Hipocampo. Cada linha
nos gréficos representa uma amostra (amostras foram analisadas em triplicata) e cada grafico é
oriundo de uma placa diferente. A anélise com os primers para GAPDH foi realizada para as mesmas
amostras ha mesma placa e sujeito as mesmas condi¢cdes de amplificacdo do cDNA. Assim,
evidenciamos 2 picos na curva de fusdo, o da esquerda, referente as amostras com os primers de
interesse, e 0 da direita, para os primers para GAPDH. A) Sinaptofisina. B) PSD-95. C) Gefirina. D)
NIgn-1. E) Nign-2. Note que um Unico aplicon pode ser identificado para todas as analises (para cada
primer), a excecao para a Nign-2. Dada a qualidade da amplificacao de Nign-2, os dados referentes a

este transcrito devem ser interpretados com cuidado.

4.7. Analise estatistica
A analise estatistica foi realizada através do Programa SPSS versdo 17.0
(SPSS, Chicago, IL). Os dados foram comparados através de uma ANOVA de 2 vias
tendo os tratamentos com RSV e VPA como fatores. Primeiro, identificamos o efeito
de cada um destes tratamentos, e posteriormente, o efeito da interacdo. Um pos-

teste utilizando o algoritmo da minima diferenca significativa (LSD, do inlgés least
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significant difference) foi realizado. Para os dado de PCR da Neuroliguina-2 no
Cortex pré-frontal medial, um Teste-t de Student foi realizado, uma vez que somente
0s grupos Controle e VPA puderam ser avaliados devido a curva de amplificacdo
tardia.

Para os dados de correlacdo entre os niveis de expressao de diferentes
RNAm ou proteinas, foi calculado o nivel de correlagéo linear utilizando o Software
Graphpad. O r2 para o coeficiente de correlacdo de Pearson foi determinado. Esse
coeficiente indica quanto da variacao total € comum aos elementos que constituem
0s pares analisados. O coeficiente r? varia entre 0 (zero) e 1 (um) e quanto mais
proximo da unidade for o coeficiente de determinacdo, maior serd a validade da
regressao. Para estas andlises, os diferentes dados dos animais de todos 0s grupos
foram pareados de acordo com a ninhada do animal utilizada e comparados em

pares, entre si.

4.8. Cuidados de biosseguranca e descarte de materiais e residuos

Os profissionais designados para a experimentacdo animal possuiam
instrucdo prévias sobre os cuidados de biosseguranca a serem tomados. Os
equipamentos de protecao individual, tais como luvas, mascaras e jalecos, foram
utilizados sempre que necessarios. Adicionalmente, atengdo 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 seguiu as rotinas estabelecidas pela
Comisséo de Gestdo Ambiental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O material
bioldgico 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 servigco de higienizacéo.
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5. RESULTADOS

A avaliagdo da expressdo génica relativa, através da método do AACt (Delta
Delta C(T)), revelou alteracdes importantes entre os quatro grupos avaliados nesse
trabalho. Os niveis de expressdo de todas as sequéncias analisadas foram
normalizados para os niveis do grupo Controle, e o primer housekeeping escolhido
foi o GAPDH.

Os niveis proteicos, avaliados através de western blot, revelaram alteracdes e
tendéncias (p-valor <0.1) importantes de variacdo entre os quatro grupos avaliados
nesse trabalho. Para a normalizagdo dos niveis proteicos e Controle de aplicacao, foi
utilizada a proteina de citoesqueleto, a 3-actina.

Todos os resultados sédo dividos por tipo de proteina analisada e regidao do
SNC e reportados como médias = erro padrdo. Nesse contexto, todas as figuras
contemplam, inicialmente, dados de expressdo génica seguidos pelas analises
protéicas. As Tabelas 2 e 3 resumem os resultados da analise estatistica realizada
para os dados de gRT-PCR e Western blot, respectivamente.

Area do RNAmM ANOVA de 2 vias Po6s-teste
SNC
VPA

1.657 0.222
PSD-95 RSV 3.068 0.105
Interagao RSV-VPA+RSV:' p_=0.072 ;
2.25 0.159 | VPA-VPA+RSV:p=0.04
VPA 8.87 0.014
Gefirina RSV 10.082 0.01
Interacéo RSV-VPA+RSV:' p_=0.003 ;
8.283 0.016 | VPA-VPA+RSV:p=0.002
VPA 0.11 0.746
CPFm Sinaptofisina | RSV 0.563 0.467
Interagcéo 1.746 0.211
VPA 0.862 0.372
Nign-1 RSV 3.007 0.108
Interag;éo Controle-VPA: p_:0.096;
2.644 0.13 | Controle-RSV: p=0.035
Nlgn-2 Controle*VPA - 0.778 | Teste-t de Student
VPA 0.052 0.824

Razdo PSD-95

/ Gefirina | RSV 0.183 0.676

Interacéo 0.18 0.679



PSD-95

Gefirina

Sinaptofisina

Hipocampo
Nign-1

Nlgn-2

Razao PSD-
95/ Gefirina

VPA
RSV
Interacéo
VPA
RSV

Interacao

VPA
RSV
Interacao
VPA
RSV
Interacao
VPA
RSV

Interacao

VPA
RSV

Interacao

2.382
0.077
0.74
0.18
10.589

4.872
1.704

0.04
0.017
0.642
0.002
4.225
1.456
0.002

7.414
3.59
4.597

5.193

0.149
0.786
0.407
0.679
0.007

0.048
0.216
0.845
0.899
0.439
0.967
0.062
0.251
0.963

0.019
0.082
0.053

0.042
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RSV-VPA+RSV: p=0.087;
VPA-VPA+RSV: p=0.002

RSV-VPA+RSV: p=0.066

RSV-VPA+RSV: p=0.017;
Controle-RSV: p=0.083;
VPA-VPA+RSV: p=0.074

Controle-VPA: p=0.012;
VPA-VPA+RSV: p=0.009

Tabela 2. Resumo dos resultados da analise estatistica para a qRT-PCR. F e p-valor para a ANOVA

de 2 vias seguida de pds-teste Least Significant Difference (LSD) estdo descritos. Para a Nign-2 o

teste-t de student foi realizado, uma vez que possuiamos dados de somente 2 grupos.



Area do
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Proteina
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P6s-teste

PSD-95 RSV 2.484 0.141
Interacao 4.466 0.056 | VPA-VPA+RSV: p=0.023

VPA 0.918 | 0.357

Gefirina RSV 0.64 0.439

Interacéo 0.852 0.374

VPA 3.517  0.079

CPFm Sinaptofisina RSV 0.809 0.382

Interagcdo | 0.117 0.737

VPA 1.098 0.31

Nlgn-2 RSV 2.321 0.147

Interacdo | 0.009 0.924

B VPA 0.005 0.944

Razggfl;is;][;-%/ RSV 003 0.866

Interagdo | 0.118 0.737

VPA 0.001 0.979

PSD-95 RSV 1.22 0.291

Interacdo | 0.157 0.699

VPA 2.145 0.171

Gefirina RSV 1.021 0.334

Interacao | 0.169 0.689

VPA 0.022 0.883

Hipocampo Sinaptofisina RSV 0.357 0.559

Interacdo | 0.002 0.967

VPA 5.709 0.03

Nlgn-2 RSV 2.638 0.124
Interacéo 0.213 0.651 | Controle-VPA: p=0.061

B VPA 1.991 0.186

Razgc;fl;isnz-%/ RSV 0072 0.79%

Interagdo | 0.188 0.673

Tabela 3. Resumo dos resultados da andlise estatistica para o western blot. F e p-valor para a

ANOVA de 2 vias seguida de pos-teste Least Significant Difference (LSD) esté@o descritos.
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5.1 PSD95

No cértex pré-frontal medial (figura 7A), apesar do grupo VPA e do grupo RSV
manterem o0s niveis similares ao Controle, o grupo VPA+RSV apresenta tendéncia a
aumentar os niveis de RNAm para a proteina de pds-sinapse excitatoria PSD95
(Controle: 1,04+0,15, RSV: 1,09 +0,18, VPA: 0,99 0,04, VPA+RSV: 1,67 %0,34,
n=4; ANOVA de duas vias; RSV-VPA+RSV: p=0.072; pos-teste LSD: VPA-
VPA+RSV:p=0.04). No hipocampo (figura 7B), os tratamentos com RSV e VPA néo
alteraram significativamente os niveis de cDNA de PSD95 (Controle: 1,05 +0,17,
RSV: 1,24 +0,08, VPA: 1,82 +0,37, VPA+RSV: 1,46 +0,49, n=4). As figura 7D e
7E mostram dados dos niveis proteicos para a proteina PSD95 no cortex pré-frontal
medial (CPFm) e no hipocampo, respectivamente. No CPFm (figura 7D), os niveis
proteicos de PSD95 no grupo VPA+RSV apresentam uma tendéncia de diminui¢ao
(Controle: 1 +0,18, RSV: 1,11 0,21, VPA: 1,48 +0,25, VPA+RSV: 0,73 +0,17, n=4;
ANOVA de duas vias, p-valor para a interacdo VPA*RSV = 0.056; pOs-teste LSD:
VPA-VPA+RSV: p=0.023). No hipocampo (figura 7E), os niveis proteicos de PSD95
sdo similares nos quatro grupos (Controle: 1 +0,25, RSV: 1,32 +0,08, VPA: 1,08
10,08, VPA+RSV: 1,23 +0,3, n=4).
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Figura 7. Niveis de expressdo génica relativa (A-B) e proteicos (D-E) da proteina pés-sinaptica

PSD95 no cortex pré-frontal medial (CPFm) e no hipocampo. Em C, imagem representativa de uma

membrana de western blot. Ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.
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5.2 Gefirina

Na regido do CPFm (figura 8A), o tratamento com VPA e RSV elevou
significativamente os niveis de RNAm desse grupo (Controle: 1,06 0,22, n=4, RSV:
1,27 0,32, n=3, VPA: 1,13 £0,05, n=4, VPA+RSV: 5,35 £1,6, n=3; ANOVA de duas
vias - efeito do VPA: F=8.87, p=0.014, efeito do RSV: F=10.082, p=0.01; efeito da
interacdo VPA*RSV: F=8.238, p=0.016, pés-teste LSD: RSV-VPA+RSV: p=0.003;
VPA-VPA+RSV:p=0.002). No entanto, no hipocampo (figura 8B), essa elevacdo no
grupo VPA+RSV dos niveis de RNAmM para gefirina s6 € observada e
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo VPA (Controle: 1,01 £0,06, RSV:
1,12 +£0,03, VPA: 0,82 +0,11, VPA+RSV: 0,4 +0,17, p<0,05, n=4, ; ANOVA de duas
vias — efeito da interacdo VPA*RSV: F=4.872, p=0.048, pols-teste LSD: VPA-
VPA+RSV: p=0.002). Além disso, um efeito significativo do RSV foi demonstrado,
levando a aumento dos niveis de RNAm para gefirina (ANOVA de duas vias — efeito
do RSV: F=10.589, p=0.007). No entanto, no CPFm (figura 8D) 0s niveis proteicos
no grupo VPA+RSV permaneceram similares aqueles encontrados no grupo
Controle e RSV (Controle: 1 £0,25, RSV: 1,02 0,11, VPA: 1,41 0,23, VPA+RSV:
1,03 £0,26, n=4). No hipocampo (figura 8E), também n&o foram encontradas
mudancas significativas entre os grupos a nivel proteico (Controle: 1 +0,42, n=4,
RSV: 1,27 +0,27, n=4, VPA: 1,47 +0,32, n=4, VPA+RSV: 2,10 +0,8, n=3).
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Figura 8. Niveis de expressdo génica relativa (A-B) e protéica (D-E) da proteina pés-sinaptica gefirina

no coértex pré-frontal medial (esquerda) e no hipocampo (direita). A. niveis de cDNA para a gefirina

significativamente elevados no grupo VPA+RSV em relacdo a todos os outros grupos estudados

(**p<0,01, *p<0,05). B. o tratamento com resveratrol no grupo VPA+RSV elevou significativamente os

niveis de cDNA para a gefirina apenas em relagcdo a o grupo VPA (*p<0,05). Em C,

imagem

representativa de uma membrana de western blot. Em D-E, niveis proteicos da gefirina no cértex pré-

frontal medial (CPFm) e hipocampo. Os grupos experimentais estdo organizados na ordem: Controle,

RSV, VPA e VPA+RSV em todos os casos. Ndo foram encontradas diferencgas significativas entre os

grupos.
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5.3 Sinaptofisina

Entre os grupos ndo foram encontradas diferencas de expressao de RNAmM
para sinaptofisina nem em CPFm (Figura 9A; Controle: 1,06 +0,21, RSV: 0,96 +0,17,
VPA: 0,89 0,09, VPA+RSV: 1,25 £0,19, n=4) nem em hipocampo (Figura 9B; Figura
3B; Controle: 1,01 +0,06, RSV: 1,06 +0,24, VPA: 0,823 +0,13 n=4, VPA+RSV: 0,83
10,12, n=4). Entretanto, uma tendéncia de aumento nos niveis proteicos da
sinaptofisina no CPFm foi identificada nos grupos que receberam VPA (figura 9D;
Controle: 1 0,06, RSV: 1,11 +0,13, VPA: 1,3 +0,25, VPA+RSV: 1,53 0,26 n=5;
ANOVA de duas vias, Efeito do VPA: F=3.517, p=0.079). Enquanto isso, no
hipocampo os valores permanecem similares entre os grupos (figura 9E; Controle: 1
10,24, RSV: 0,89 +0,17, VPA: 1,1 +0,3, VPA+RSV: 0,9 +£0,04, n=5).
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Figura 9. Niveis de expressao génica relativa (A-B) e proteicos (D-E) da proteina pré-sinaptica

sinaptofisina no cortex pré-frontal medial (CPFm) e no hipocampo. Em C, imagem representativa de

uma membrana de western blot. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos

tanto a nivel de expresséo génica, quanto a nivel proteico.
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5.4 Neuroliguina-1

Foi observada tendéncia a alteragcdo dos niveis de expressdo génica de
neuroliguina-1 em coértex pré-frontal medial (figura 10A) nos grupos RSV e VPA
(Controle: 1,02 0,11, RSV: 0,56 +0,12, VPA: 0,67 +0,13, VPA+RSV: 0,66 0,17,
n=4; ANOVA de duas vias — efeito da interacdo VPA*RSV: F=2.644, p=0.13, pos-
teste LSD: Controle-VPA: p=0.096; Controle-RSV: p=0.035), enquanto no
hipocampo uma tendéncia de aumento no na expressao no grupo VPA+RSV em
comparacao ao grupo RSV foi identificada (figura 10B; Controle: 1,01 +0,11, RSV:
0,5 0,13, VPA: 0,73 £0,14, VPA+RSV: 1,21 +0,4, n=4; ANOVA de duas vias — efeito
da interacdo VPA*RSV: F=4.225, p=0.062, pobs-teste LSD: RSV-VPA+RSV:
p=0.066). Dados de niveis proteicos ndo foram obtidos uma vez que o anticorpo
adquirido ndo demonstrou reatividade quando empregado na técnica de western

blot. Esta andlise sera feita posteriormente, com a aquisicdo de outro anticorpo.
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Figura 10. Niveis de expressao génica relativa da proteina de organizagdo sinaptica neuroliguina-1
no cortex pré-frontal medial (CPFm) (A) e no hipocampo (B). Ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos.

5.5. Neuroliguina-2

Apesar da auséncia de analise da expressao génica para Neuroliguina-2 dos
grupos RSV e VPA+RSV no cortex pré-frontal medial devido a curvas de
amplificagéo tardias, € possivel observar que os niveis de RNAm para essa proteina
permanecem constantes entre o grupo Controle e o grupo VPA (figura 11A, Controle:
1,08 +0,25 n=4, VPA: 1,226 +0,46 n=3, teste-t de Student). No hipocampo, o

tratamento combinado VPA+RSV tende a aumentar os niveis de expressdo génica
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de Neuroliguina-2 (figura 11B, Controle: 1,01 +0,10, RSV: 0,6 £0,13, VPA: 0,78 £0,1,
VPA+RSV: 1,2 0,23, n=4; ANOVA de duas vias — efeito da interacdo VPA*RSV:
F=2.644, p=0.13, pos-teste LSD: RSV-VPA+RSV: p=0.017; VPA-VPA+RSV:
p=0.074). Os niveis proteicos de neuroliguina-2 no CPFm (figura 11D) permanecem
constantes entre os grupos experimentais (Controle: 1 0,23, RSV: 1,7 +0,25, VPA:
1,5 £0,28, VPA+RSV: 2,11 +0,74 n=5). No hipocampo, um efeito significativo do VPA
foi detectado, levando a aumento da expresséo proteica de neuroliguina-2 (figura
11E, Controle: 1,06 +0,13, RSV: 1,46 0,2, VPA: 1,76 +0,38, VPA+RSV: 2,08 +0,33
n=5; ANOVA de duas vias — efeito do VPA: F=5.709, p=0.03).
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Figura 11. Niveis de expressdo génica relativa (A-B) e proteicos (D-E) da neuroliguina-2 no cortex

pré-frontal medial (CPFm) e no hipocampo. Em C, imagem representativa de uma membrana de

western blot. No hipocampo, um efeito do VPA foi identificado levando a aumento da quantidade da

proteina Nign-2. *p<0,05



36

5.6 PSD95/Gefirina

A figura 8 é resultado da combinagdo das analises utilizando os dados de
niveis de PSD95 e gefirina no cortex pré-frontal (figuras 12A e 12C) e no hipocampo
(figuras 12B e 12D). Esta razéao foi realizada com o intuito de verificar indicios sobre
alteragbes no balango excitatério-inibitério das regides analisadas. Em termos de
RNAm, esta razdo ndo parece estar inalterada no CPFm, enquanto hd uma
tendéncia de efeito do VPA e RSV no hipocampo, além de aumento significativo
para o grupo VPA em relacdo ao Controle, o qual é corrigido pelo RSV (figura 12b.
Controle: 1,0 £0,19, RSV: 1,04 +0,07, VPA: 2,16 +0,46, VPA+RSV: 0,93 +0,23, n=4;
ANOVA de duas vias — efeito do VPA: F=3.59, p=0.082; efeito do RSV: F=4.597,
p=0.053; efeito da interacdo VPA*RSV: F=5.193, p=0.042, pos-teste LSD: Controle-
VPA: p=0.012; VPA-VPA+RSV: p=0.009). Tanto nho CPFm, quanto no hipocampo a
razdo PSD95/gefirina a nivel proteico ocorre similarmente entre 0s grupos.
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Figura 12. Raz&o entre os niveis génicos da proteina PSD95 e da proteina gefirina (PSD95/Gefirina)
no cortex pré-frontal medial (A) e no hipocampo (B) *p<0.05. Em (C) e (D) a razdo entre a quantidade

das proteinas PSD-95 e gefirina em CPFm e Hipocampo, respectivamente.
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5.7. Correlagdes

A fim de entender o grau de relagéo entre as alteracées na expressao génica
€ nos niveis proteicos observados, foi calculado o nivel de correlagdo linear
utilizando o Software Graphpad. O r2 para o coeficiente de correlacédo de Pearson foi
determinado. Esse coeficiente indica quanto da variacdo total é comum aos
elementos que constituem os pares analisados. O coeficiente r2 varia entre 0 (zero) e
1 (um) e quanto mais proximo da unidade for o coeficiente de determinacéo, maior
sera a validade da regressédo. Para estas andlises, os diferentes dados dos animais
de todos os grupos foram pareados de acordo com a ninhada do animal utilizada e

comparados em pares, entre Si.

5.7.1 Coértex pré-frontal medial

No cortex, as analises estatisticas apontaram uma correlagédo entre os niveis
de RNAm para PSD95 e Gefirina, ambas proteinas sinapticas encontradas na pés-
sinapse excitatéria e na pos-sinapse inibitéria, respectivamente (tabela 4, p=
0,0023).

Correlagfes entre os niveis de RNAm no CPFm

RNAM r r2 p-valor
PSD-95 - Gefirina 0.7435 | 0.5528 @ 0.0023 *
PSD-95 - Sinaptofisina 0.3822 0.1461 0.144
PSD-95 - Neuroliguina-1 -0.2261 = 0.0511 | 0.3998
Gefirina - Sinaptofisina 0.4859  0.2361 0.0781
Gefirina - Neuroliguina-1 -0.4051 = 0.1641 @ 0.1508

Neuroliguina-1 - Sinaptofisina -0.0864 0.0075 0.7504

Tabela 4. Correlag8es entre os niveis de RNA mensageiro no cértex pré-frontal medial. Os dados

apontam uma correlacéo positiva entre os niveis de RNAm para PSD95 e Gefirina. *p<0.05

A andlise de correlacédo entre os niveis proteicos no cortex pré-frontal medial

esta expressa na tabela 5. Note que realizamos também andlises de correlacdo
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entre as proteinas de interesse e o Controle endogeno B-actina , pois, como
detalhado na discussao, suspeitavamos que B-actina n&o fosse um bom Controle de
aplicacéo. Correlagdes entre os niveis de PSD95 e Gefirina (p=0,005), PSD95 e
Sinaptofisina (p=0,0152), PSD95 e B-actina (p= 0,0002), PSD95 e Neuroliguina-2
(p=0,0432), Gefirina e B-actina (p<0.0001), Gefirina e Neuroliguina-2 (p=0,0122),
Neuroliguina-2 e Sinaptofisina (p=0,0044) e B-actina e Sinaptofisina (p<0.0001)

foram evidenciadas conforme a tabela 5.

Correlacdes entre os niveis de proteina no CPFm

2

Proteinas r r p-valor
PSD-95 - Gefirina 0.6014 0.3617 0.005 *
PSD-95 - Sinaptofisina 0.5344 0.2855 0.0152 *
PSD-95 - B-actina 0.7342 0.5391 0.0002 *
PSD-95 - Neuroliguina-2 0.4556 0.2076 0.0435 *
Gefirina - Sinaptofisina 0.3054 0.0933 0.1904
Gefirina - B-actina 0.765 0.5852 < 0.0001 *
Gefirina - Neuroliguina-2 0.549 0.3015 0.0122 *
B-actina - Neuroliguina-2 0.2003 0.0401 0.3972

Neuroliguina-2 - Sinaptofisina 0.6081 0.3698 0.0044 *

B-actina - Sinaptofisina 0.8411 0.7075 < 0.0001 *

Tabela 5. Correlagdes entre os niveis proteicos no cortex pré-frontal medial. Os dados apontam uma
correlagao positiva entre os niveis de proteina para PSD95-Gefirina, PSD95-Sinaptofisina, PSD95-8-
actina , PSD95-Neuroliguina-2, Gefirina-B-actina , Gefirina-Neuroliguina-2, Neuroliguina-2-

Sinaptofisina e B-actina -Sinaptofisina. *p<0.05
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No hipocampo, as analises estatisticas apontaram uma correlacdo positiva

entre os niveis de RNAm para Neuroliguina-1 e Neuroliguina-2 (p= 0.0017, tabela 6).

Correlacdes entre os niveis de RNAmM no Hipocampo

RNAmM

PSD-95 - Gefirina

PSD-95 - Sinaptofisina
PSD-95 - Neuroliguina-1
PSD-95 - Neuroliguina-2
Gefirina - Sinaptofisina
Gefirina - Neuroliguina-1
Gefirina - Neuroliguina-2
Neuroliguina-1 - Neuroliguina-2
Neuroliguina-1 - Sinaptofisina

Neuroliguina-2 - Sinaptofisina

r

0.1786

0.0680

-0.2269

-0.4008

0.1956

0.2177

0.1732

0.7185

0.2861

0.09

r2

0.0319

0.0046

0.0515

0.1607

0.0382

0.0474

0.0300

0.5162

0.0819

0.0081

p-valor
0.5081
0.8024
0.3981
0.1239
0.4679
0.4181
0.5211
0.0017 *
0.2826

0.7405

Tabela 6. Correlagbes entre os niveis de RNA mensageiro no hipocampo. Os dados apontam uma

correlagao positiva entre os niveis de RNAm para Neuroliguina-1-Neuroliguina-2. *p<0.05

A andlise de correlacdo entre os niveis proteicos no hipocampo esta expressa

na tabela 7. Correlagbes positivas entre os niveis de Gefirina e Sinaptofisina

(p<0,0001).
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Correlacdes entre os niveis de proteina no Hipocampo

Proteinas

PSD-95 - Gefirina

PSD-95 - Sinaptofisina
PSD-95 - B-actina

PSD-95 - Neuroliguina-2
Gefirina - Sinaptofisina
Gefirina - B-actina

Gefirina - Neuroliguina-2
B-actina - Neuroliguina-2
Neuroliguina-2 - Sinaptofisina

B-actina - Sinaptofisina

r

-0.1631

-0.3428

0.1317

0.12

0.8002

-0.1903

-0.2188

-0.1406

-0.0148

-0.0397

r2

0.0266

0.1175

0.0173

0.0144

0.6404

0.0362

0.0479

0.0198

0.0002

0.0016

p-valor
0.492
0.1389
0.58
0.6143
<0.0001 *
0.4351
0.354
0.5658
0.9508

0.868

Tabela 7. CorrelagBes entre os niveis proteicos no hipocampo. Os dados apontam uma correlacao

positiva entre os niveis de proteina para Gefirina-Sinaptofisina. *p<0.05
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6. DISCUSSAO

Como visto nos resultados tanto VPA quanto RSV, quando administrados
durante o periodo gestacional, sdo capazes de modular a expressao génica e
protéica de componentes sinapticos no cortex pré-frontal medial e no hipocampo dos
filhotes machos com 30 dias de vida. Com o0 objetivo de facilitar a comprensao das
relacbes entres estes resultados, a tabela 8 resume as alteracbes encontradas no
modelo VPA (em comparacdo com o Grupo Controle) e as a¢des do RSV sobre os
animais do modelo. Nela estdo representados todos os dados estatisticamente

significativos, além de tendéncias (p-valor <0.1). Os resultados com maior

significado biolégico serdo discutidos a seguir.

_ Acado do RSV sobre o
) Efeito no modelo VPA
Area do SNC | Proteina modelo VPA
qRT-PCR qRT-PCR
= - 1 !

PSD-95
Gefirina = = T* =

T = =
)

Sinaptofisina
CPFm S
Neuroliguina-1 !

I
D
I

Neuroliguina-2 =
PSD-95/Gefirina =
PSD-95 = = = =

Gefirina = = T =

) Sinaptofisina = = = =
Hipocampo —

Neuroliguina-1 = ? = 2

Neuroliguina-2 = 1% 0 =

PSD-95/Gefirina T* = 17 =

Tabela 8. Resumo dos resultados encontrados nas avaliagcdes da expressdo génica e protéica neste
trabalho. As conclusfes do efeito no modelo VPA foram obtidas a partir da comparacdo dos animais
do modelo com os animais do grupo Controle. Por sua vez, as conclusGes sobre as acdes do RSV
sobre os animais do modelo derivam de compara¢cBes entre os grupos VPA e VPA+RSV . * p-
valor<0.05. Os demais dados sdo tendéncias (p-valor<0.15). Dados do p-valor obtidos a partir de
ANOVA de uma via seguida de pds-teste de Tukey comparando os quatro grupos experimentais.

gRT-PCR: reacdo em cadeia da polimerase em tempo real. WB: Western blotting.
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6.1. Expresséo protéica de PSD-95 tende a ser diminuida no CPFm pela
exposicao prenatal ao RSV no modelo VPA

Como anteriormente citado, o balanco entre excitacdo e inibicdo no cortex
pré-frontal medial € implicado de maneira causal no Controle de comportamentos
sociais em murinos (Yizhar et al., 2011). Através do uso de técnicas de optogenética,
demonstrou-se que o predominio da excitacdo sobre a inibicdo leva a diminuicdo
com comportamento social, o qual pode ser normalizado tanto pela subsequente
diminuicdo da excitacdo ou aumento correspondente na inibicdo (Yizhar et al.,
2011).

Neste trabalho ndo encontramos alteracdo significativa da expressao génica
ou protéica de PSD-95 nos animais do modelo VPA, em nenhuma das regides
analizadas. Em 2013, analises similares do mesmo modelo demonstraram um
aumento da quantidade da proteina PSD-95 tanto no hipocampo quanto em cortex
total (Kim et al., 2013). Isto pode dever-se ao fato do referido trabalho utilizar animais
da linhagem Sprague-Dale em vez da linhagem Wistar (utilizada neste trabalho de
dissertacéo). Cabe ressaltar que tanto a metodologia, quanto a idade dos animais foi
bastante parecida e esta dissertagdo utilizou um n de 4 animais provenientes de 4
ninhadas diferentes, enquanto Kim e colaboradores utilizaram um n de 3 (analizando
2 animais para cada uma das 3 ninhadas).

De toda forma, os neurbnios do CPFm do grupo VPA possuem uma
hiperconectividade e hiperplasticidade como avaliado por eletrofisiologia (Rinaldi et
al., 2008b). Assim, a tendéncia de diminuicdo da quantidade da proteina PSD-95
mediada pelo RSV sobre animais do modelo VPA pode estar envolvida com a
regularizacdo do comportamento social presenciada nos animais deste grupo
(Bambini-Junior et al., 2014). No entanto, outras analises fazem-se necessarias para
confirmar essa reversao a nivel de quantidade e fungéo das sinapses.

Uma vez que o RNAm para PSD-95 possui tendéncia de aumento, como
indicado pelo dado de gRT-PCR, é provavel que esta acdo do RSV esteja
modulando a traducdo e nao diretamente a transcricAo nos animais do grupo
VPA+RSV. Este fato é de grande interesse, uma vez que muitas das proteinas da
unidade pos-sinaptica sdo sintetizadas localmente nos dendritos e mecanismos
regulatérios dos niveis de traducédo local, como a ativacdo das rotas de sinalizacdo

da mTOR/TSC, PTEN e Frmp estéo alterados em pacientes com autismo (Bailey et
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al., 2001; Tang et al.,, 2014) e modelos animais relacionados a este disturbio
(Auerbach et al., 2011; Lugo et al., 2014; Tang et al., 2014).

Alternativamente, a reducdo na quantidade da proteina PSD-95 no CPFm do
grupo VPA+RSV pode ser mediada pelo aumento do catabolismo desta molécula.
Um dos mecanismos essenciais para a sua degradacdo € a ubiquitinacdo, que em
parte € mediada por UBEA3, uma proteina também ja associada com casos de
autismo (Vi et al., 2015).

6.2. [Expresséo génica de gefirina € elevada tanto no CPFm quanto no
hipocampo dos animais do modelo VPA expostos prenatalmente ao
RSV

Um achado interessante do trabalho € que o RSV foi capaz de gerar uma
elevacdo nos niveis de transcrito de gefirina no CPFm e no hipocampo dos animais
do modelo VPA. Este poderia ser mais um ponto pelo qual o RSV restabelece o
equilibrio entre excitacdol/inibicdo, contribuindo para a melhora fenotipica
evidenciada no comportamento social dos mesmos.

No entanto, ndo identificamos nenhuma alteracdo na quantidade da proteina
gefirina nos animais do modelo VPA. Cabe ressaltar, no entanto, que a gefiirina
possui sua funcdo altamente regulada por modificacbes pos-traducionais
(Tyagarajan and Fritschy, 2014), e o estudo das mesmas poderia ser promissor para
estender o entendimento sobre as alteracdes nas sinapses inibitérias dos animais do
modelo VPA.

6.3. Expressédo protéica de Nign-2 tende a elevar-se no hipocampo de
animais do modelo VPA

Em acordo com o resultado no nivel génico para a gefirina, a quantidade de
proteina Nign-2 possui tendéncia a elevar-se nos animais do modelo VPA. Isso pode
indicar a tentativa de compensar o desequilibrio entre excitacéo e inibicdo através de
pelo menos estes dois mecanismos, aumento da expressdo génica da gefirina e
elevacdo nos niveis de traducdo da Nign-2. Interessantemente, reguladores da
traducdo da pos-sinapse, como as proteinas mTOR e PTEN, os quais ja foram
demonstradas alteradas em modelos e pacientes, sdo capazes de regular a

traducao das neuroliguinas (Gkogkas et al., 2013).
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6.4. Expressao génica de NIgn-2 tende a elevar-se em animais do modelo
VPA expostos ao RSV no periodo pré-natal

Em acordo com a hipétese de que animais do grupo VPA possuem um
aumento da excitagdo em comparacao aos animais do grupo Controle e que o RSV
pode prevenir esta alteracdo, pelo menos parcialmente, os niveis génicos de Nign-2
tendem a elevar-se tanto no hipocampo dos animais do grupo VPA+RSV.

Apesar desta mudanca ndo refletir em nenhuma alteracdo significativa na
quantidade de proteinas excitatérias, € possivel que esse aumento influencie na
disponibilidade de RNAm para a sintese local de proteinas proximas as sinapses,
facilitando sua correta localizacéo espacial e integracéo funcional (Chia et al., 2013).
Sendo assim, estratégias experimentais que permitam avaliacbes de sitios mais
especificos, como o uso de preparados de sinaptosomas contribuiriam para o
entendimento dos resultados. Da mesma forma, uma investigacdo microscopica por
imunofluorescéncia ou microscopia eletrénica possibilitaria a analise e quantificacéo
das sinapses Iinibitérias aliado a identificacdo da proteina Nign-2 utilizando

anticorpos.

6.5. A razdo entre a expressdo génica de PSD-95 e Gefirina esta
aumentada no hipocampo dos animais do modelo VPA e é prevenida
pela exposicdo dos animais do modelo ao RSV durante o periodo
embrionario.

De maneira coerente com nossa hipétese, a andlise da expressao génica
revelou que a razdo entre RNAm para PSD-95 e para gefirina esta aumentada no
hipocampo dos animais VPA, o que é prevenido pela exposicao prenatal ao RSV.
Sendo assim esta € uma evidéncia direta para a alteracdo do equilibrio excitacao
inibicdo no hipocampo do modelo VPA, e uma demonstracao clara de que o RSV
possui capacidade para contrapor as acdes do VPA neste nivel.

Mais analises se fazem necessarias para confirmar se esta prevencao
também é percebida nos dominios funcional e de localizacdo espacial e quantidade

de sinapses envolvendo estas proteinas.
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6.6. N&o ha alteracdes significativas nos niveis de sinaptofisina

De maneira surpreendente, nenhuma de nossas analises demonstrou
alteracdes na quantidade de sinaptofisina, um marcador sinaptico, seja a nivel de
RNAmM ou de proteina. Entretanto identificamos uma tendéncia de aumento na
proteina Sinaptofisina no CPFm dos animais expostos prenatalmente ao VPA. No
estudo de 2013 ja comentado anteriormente, Kim e colaboradores encontraram
significativo aumento da expressao protéica de sinaptofisina no hipocampo e cortex
dos animais do modelo VPA (Kim et al., 2013). Sendo assim, experimentos
adicionais se fazem necessarios para confirmar nossos dados e verificar a relagéo

com os dados de Kim e colaboradores.

6.7. B-actina parece ndo ser um bom Controle de aplicacdo no CPFm

A partir das andlises realizadas, surgiram dividas sobre a adequacao do uso
da B-actina como um Controle de aplicacdo. Embora seja muito utilizada em
experimentos de western blot, podem haver variacdes significativas dependendo das
condi¢cbes experimentais analisadas (Dittmer and Dittmer, 2006).

Em nossos experimentos, todas as analises de western blot foram realizadas
com a mesma quantidade de proteinas de cada amostra, o que resultou em uma
coloracdo homogéna para o Ponceau aplicado a membrana. No entanto,
constantemente, obtivemos diferencas entre as quantidades de B-actina entre os

grupos, especialmente no CPFm (Figura 13).
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Figura 13. Figura representativa dos resultados do western blot. Na parte superior temos uma
fotografia de uma membrana logo apos a transferéncia das proteinas e seguida de marcagdo com
regente de Ponceau, o qual associa-se de maneira diretamente proporcional a quantidade de
proteinas presentes na membrana. Note que ndo é possivel identificar visualmente nenhuma
diferenca significativa nas quantiades de proteinas em cada linha. No entanto, pela parte inferior da
imagem, podemos perceber que o nivel de B-actina ndo acompanha os niveis totais de proteina,

especialmente para o CPFm.

Sendo assim, realizamos uma analise comparativa dos niveis absolutos de (3-
actina encontrados nos experimentos (Figura 14). O resultado foi a identificacdo de
um efeito significativo do VPA CPFm (ANOVA de duas vias, Efeito do VPA: F=9.57,
p=0.007), além de uma tendéncia de efeito do RSV (ANOVA de duas vias, Efeito do
RSV: F=3.649, p=0.074). Ao mesmo tempo, nao encontramos diferencas

significativas no hipocampo.
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Figura 14. Quantificagdo dos resultados de western blot para a incubagdo com B-actina. Em A, é
possivel identificar uma reducéo significativa nos niveis de sua expressdo no CPFm dos grupos que
receberam VPA em comparagdo com o Controle, sugerindo que B-actina ndo é o Controle de
aplicacdo adequado nesta regido. *p<0,05. Enquanto isso, no hipocampo (B), 0s niveis de expressao

ndo variam significativamente entre os grupos.

Portanto, os dados encontrados no Western blot e reportados nesta
dissertacdo devem ser encarados com cautela e 0s experimentos serdo repetidos
utilizando outra proteina como Controle de aplicacdo. Importantemente, o dado mais
saliente das analises, a diminuicdo da expressdo proteica de PSD-95 no grupo
VPA+RSV em comparacdo com o grupo VPA é mantido até mesmo quando
utilizamos os dados absolutos de quantificacdo, sem a normalizacdo pela B-actina
(dados ndo mostrados).

Uma das explicacdes mais plausiveis para essa diferenca na expressao
protéica de B-actina no CPFm, é alteracdo no nivel de espinhos dendriticos entre os
grupos. Interessantemente, os valores absolutos quantificados para a B-actina s&o
linearmente correlacionados com os valores absolutos para PSD-95 na mesma

membrana (r’= 0.5391, p= 0.0002, Coeficiente de correlacao linear de Pearson).

6.8. A expressado das proteinas analisadas é linearmente correlacionada
uma a outra.

Através da correlacdo entre os valores relativos quantificados para RNAmM e

proteina dos mesmos animais, foi possivel estabelecer correlacbes entre os niveis

em Noss0S grupos experimentais.
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Interessantemente, no CPFm os niveis de PSD-95 mostraram-se associados
com os niveis de Gefirina, tanto a nivel proteico (r>= 0.3617, p= 0.005, Coeficiente de
correlacdo linear de Pearson) quanto a nivel génico (r’= 0.5528, p= 0.0023,
Coeficiente de correlacdo linear de Pearson), demostrando a existéncia de um
mecanismo de manutancdo do equilibrio entre a producdo destas proteinas, o que
indica uma busca pelo equilibrio entre excitagéo e inibicdo. De uma maneira similar,
demonstrou-se uma associacdo entre os niveis de expressao génica de Nign-1 e
NIgn-2 no hipocampo (r*= 0.5162, p= 0.0017, Coeficiente de correlacéo linear de
Pearson), o qual pode exercer uma funcdo semelhante de busca do equilibrio na
excitabilidade neuronal.

Além disso, os dados demonstraram uma associacdo linear entre 0s niveis
das proteinas PSD-95 e sinaptofisina no CPFm em nossos grupos experimentais
(r’= 0.2855, p= 0.0152, Coeficiente de correlacdo linear de Pearson), o que pode
indicar a ocorréncia de uma regulagcédo no nivel de sinapses excitatorias nessa regiao
de acordo com o tratamento recebido prenatalmente.

De uma maneira antagbnica, no hipocampo houve forte correlacao linear
entre os niveis das proteinas Gefirina e sinaptofisina (r’= 0.6404, p= < 0.0001,
Coeficiente de correlacéo linear de Pearson). Este pode ser um indicativo de que,
nesta estrutura, as quantidades de sinapses inibitérias estdo sendo ajustadas nos
animais de acordo com o grupo experimental, buscando restabelecer o equilibrio

entre excitacao e inibicao.

6.9. A quantidade de RNAmM né&do € proporcional a quantidade de
proteinas.

Uma das observacfes que chama a atencdo nos dados é que a quantidade de
proteinas na maioria das vezes ndo acompanha os valores das quantidades de
transcrito. Isto implica que mecanismos poés-transcricionais estdo envolvidos no
controle das quantidades de proteinas sindpticas nas condi¢cdes analisadas. Como
mencionado anteriormente, estes mecanismos podem ser diversos, como alteragcbes
no processsamento dos RNAm, por exemplo através de micro RNAs (miRNASs), ou
por modulacdo da sintese ou degradacao proteicas, por exemplo através da acao
direta ou indireta de VPA e RSV sobre mTOR/TSC, PTEN, Frmp e UBEA3. Em
relacdo a isto € interessante o fato de que VPA modula os niveis de miRNAs que

tém como alvo componentes da cascata da mTOR e Fmrl (dados ndo publicados).
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Infelizmente, como as analises ainda ndo estdo completamente finalizadas, a
correlagdo entre as quantidades de RNAm e proteina no mesmo animal ainda néo
sdo possiveis. Mas certamente, esta avaliacdo facilitara a compreesnsdo dos
resultados e a indicacdo de possiveis mecanismos. Também serdo muito Uteis as
analises que possibilitem a avaliacdo mais especifica dos niveis de RNAm e proteina
nas proximidades das sinapses, como Hibridizacdo Fluorescente in situ (FISH) e

Imunofluorescéncia.
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7. CONCLUSOES

Sendo assim, podemos concluir que diversas alteracbes em moléculas
sinapticas envolvidas com excitacdo e inibicdo estdo presentes no modelo VPA e
algumas delas sdo corrigidas pela exposicdo subcronica prenatal ao RSV. Isto
poderia explicar o prejuizo na sociabilidade presente nos animais do modelo VPA e
a capacidade preventiva exercida pelo RSV sobre este comportamento (Bambini-
Junior et al., 2014).

Ademais, as correcoes mediadas pelo RSV sdo exercidas
predominantemente ao nivel proteico de proteinas excitatérias (como valiado pela
expressdo de PSD-95) no CPFm e no nivel génico (para Gefirina) e proteico (para
Nlgn-2) de proteinas inibitorias. Este fato é reforcado pelas correlacbes detectadas
entre 0s niveis proteicos de PSD-95 e Sinaptofisina no CPFm e Gefirina e
Sinaptofisina no Hipocampo, indicando que diferentes mecanismos de compensacao
da excitabilidade neuronal podem ocorrer nestas duas regioes.

A nivel de analise técnica, este trabalho também contribuiu para a concluséo
de que o uso dos Controles de aplicacdo deve ser avaliado caso a caso, de uma
maneira dependente das condigcbes experimentais e dos tecidos/tipos celulares
avaliados, com risco de viéses na interpretacdo do resultado se este fator for

menosprezado.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho estéo:
- Completar o n experimental para as analises aqui reportadas, solucionando alguns
problemas técnicos como as curvas de amplificacdo tardia para Nlgn-2 no CPFm.
Nas analises que mostraram tendéncia, mais animais serdo analisados para
averiguar se a diferenca é estatisticamente significativa;
- Repetir os experimentos de western blot utilizando outro Controle de aplicacéo para
o CPFm,;
- Realizar experimentos de imunofluorescéncia e co-localizagcdo dos pares de
proteinas Sinaptofisina-PSD-95 e Sinaptofisina-Gefirina, como um parametro de
qguantificacdo do numero de sinapses excitatorias e inibitorias. Os tecidos
encontram-se coletados e a técnica esta em fase de padronizacdo para 0S
anticorpos.
- Expandir as andlises para outras regibes encefalicas importantes para o
comportamento social e todos os comportamentos que forem prevenidos pelo RSV
guando prenatalmente administrado nas ratas que receberam VPA. Uma avaliacao
compomportamental completa dos animais dos mesmos 4 grupos experimentais
aqui utilizados esta em curso no laboratério, avaliando diversos fenétipos centrais e
associados ao autismo. As regifes da amigdala, cerebelo e area somatossensorial
primaria dos animais avliados neste trabalho também foi removida e planejamos
analisar estas regifes de acordo com os resultados dos testes comportamentais.
- Testar as a¢cBes de VPA e RSV in vitro em culturas neuronais;
- Estudar no desenvolvimento quais mecanismos poderiam desencadear as

alteracdes percebidas nos animais jovens (30 dias de vida).
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