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Resumo

O composto dimetilsulféxido (DMSO) é um veiculo aprético e anfipatico usado em
diversos estudos na pesquisa biomédica para solubilizar e carrear moléculas diferentes,
podendo transportar compostos através de barreiras biolégicas em administragbes por via
oral, intravenosa, intraperitoneal e tépica. Essa molécula também apresenta importantes
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias. No presente trabalho, avaliamos densidade,
numero e forma de espinhos dendriticos no subnucleo péstero-dorsal da amigdala medial
(MePD) de ratos Wistar adultos expostos ao DMSO durante o periodo gestacional. O DMSO,
nesse caso, foi empregado como veiculo do antioxidante e anti-inflamatério resveratrol (RSV),
utilizado por nosso grupo como uma importante estratégia preventiva de caracteristicas do
tipo autista no modelo animal de autismo induzido por administracdo pré-natal de &cido
valproico (VPA, solubilizado em salina 0,9%). O desenho experimental compreende 5 grupos:
(1) Naive (animais sem nenhuma intervengao); (2) Veiculos DMSO (7,2 M, 1:2 em salina 0,9%
v/v - 100 pL/kg/dia por via subcutanea, durante os dias embrionarios E6,5 ao E18,5) e salina
0,9% por via intraperitoneal, no dia E12,5; (3) RSV (3,6 mg/kg, uma injegdo subcutanea diaria
do E6,5 ao E18,5) ou (4) VPA (600 mg/kg, uma injeg&o intraperitoneal no dia E12,5) e (5) RSV
+ VPA (administrados conforme indicado nos grupos 3 e 4). Para nossa surpresa, verificamos
que os animais dos 4 grupos expostos aos tratamentos pré-natais apresentaram uma
surpreendente e significativa diminuicdo na densidade e no numero de espinhos dendriticos
na MePD em relagdo ao grupo Naive. Esses dados indicam que o efeito observado esta
relacionado com a administragdo do veiculo DMSO, visto que os grupos 2-5 apresentaram o
mesmo perfil, independente ou ndo da administragdo de RSV ou VPA. A vulnerabilidade do
MePD a estes fatores ambientais durante o periodo gestacional, pode estar associanda ao
impacto de 13 inje¢cdes subcutdneas de DMSO em um periodo critico da gestagao,
concomitante com um possivel efeito sobre a atividade de receptores de estrogénio (ER), que
sabidamente modulam densidade de espinhos dendriticos. Publicagdes anteriores do nosso
grupo mostram que o RSV foi capaz de prevenir importantes alteragbes moleculares e
comportamentais do tipo autista no modelo VPA. O presente trabalho indica que o mecanismo
preventivo do RSV observado previamente nao foi prejudicado pelas alteragbes encontradas
na MePD. Assim, estudos futuros serdo necessarios para elucidar as vias biologicas
envolvidas nessa drastica alteragdo em numero e forma de espinhos dendriticos na MePD,
como por exemplo o comportamento sexual. Os presentes dados também apontam para o
uso cauteloso e a relevancia de entender os efeitos bioativos de solventes comumente usados

no campo da pesquisa.

Palavras-chave: DMSO, modelo animal, espinhos dendriticos, injegao, receptor de estrogénio,
MePD



Abstract

The compound dimethyl sulfoxide (DMSO) is an aprotic and amphipathic vehicle used
in a variety of studies in biomedical research to solubilize and deliver different molecules. The
delivery through biological barriers is one of the most important roles which DMSO is chosen
as a vehicle by oral, intravenous, intraperitoneal and transdermal administration. However,
subsequent studies demonstrated important analgesic and anti-inflammatory properties of
DMSO exposure. In the present work, we evaluated the density, number and shape of dendritic
spines in the medial posterodorsal subnucleus of medial amygdala (MePD) from adult Wistar
rats exposed to DMSO during pregnancy. The DMSO was used as vehicle of Resveratrol
(RSV), which presents antioxidant and anti-inflammatory roles, established by our research
group as an important strategy to prevent autistic-like behaviors induced by the prenatal
administration of valproic acid (VPA, solubilized in saline 0.9%). The experimental design
comprises 5 groups: (1) Naive (no intervention); (2) Vehicles DMSO (7.2 M, 1:2 in saline 0.9%
v/v - 100 pL/kg/day by subcutaneous administration from E6.5 to E18.5) and saline 0.9% by
intraperitoneal administration in E12.5; (3) RSV (3.6 mg/kg by a diary subcutaneous
administration from E6.5 to E18.5) and (5) RSV+VPA (administered as indicated by groups 3
and 4). Strikingly, we observed that animals from the 4 groups exposed to prenatal treatments
presented an impressive and significative reduction in the density and number of dendritic
spines in MePD compared to the Naive group. These data indicate that the observed effect
could be possibly related to the DMSO vehicle administration, since the groups 2-4 presented
the same profile, regardless the VPA or RSV administration. Besides, the vulnerability of MePD
to environmental risk factors during pregnancy, associating the effect of 13 DMSO
subcutaneous injections with a critical biological time, as well as the possible relationship with
estrogen receptors (ER), which can modulate the density of dendritic spines. Recent studies
from our research group demonstrated that RSV prevented important molecular and behavioral
autistic-like feature in the VPA model. The present work showed that the preventive
mechanism previously observed by RSV was not impaired by the alterations found in MePD.
Therefore, future studies will be necessary to elucidate the biological pathways involved in
these drastic alterations in number and shape of dendritic spines from MePD, as well as to
clarify biological and behavioral aspects that could be influenced by changes in this
subnucleus, for example, in sociosexual behavior. The data also highlights to a cautious use
and to the relevance in understand the bioactive effects of solvents commonly used in research
field.

Keywords: DMSO, animal model, dendritic spines, injection, estrogen receptors, MePD



Lista de abreviaturas

BDNF — Fator neurotréfico derivado do encéfalo, do inglés Brain-Derived Neurotrophic
Factor

BLA — Nucleo basolateral da amigdala

CeA — Nucleo central da amigdala

Co — Nducleo cortical da amigdala

CRF - Fator liberador de corticotrofina, do inglés Corticotrophin Releasing Factor
DMSO - Dimetilsulféxido

DSM — Manual diagnéstico e estatistico de desordens mentais, do inglés Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders

ER — Receptor de estrogénio

FDA — Agéncia de controle de Drogas e Alimentos do Estado Unidos do inglés Food
and Drug Administration

IP — Intraperitoneal

IUPAC — Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada
LD-50 — Dose Letal Mediana, do inglés Lethal Dose

LTP — Potenciagéo de longa duragéo, do inglés Long-Term Potentiation
Me — Amigdala medial

MePD — Amigdala medial péstero-dorsal

Opt — Trato 6ptico, do inglés Optic Tract

PG — Polietilenoglicol

RSV — Resveratrol

SC — Subcutaneo

SNC - Sistema nervoso central

St — Stria terminalis

TEA — Transtorno do Espectro Autista

tPA — Protease ativadora de plasminogénio tecidual, do inglés Tissue plasminogen
activator.

VPA — Acido valproico



Lista de figuras

Figura 1. Estrutura quimica de Lewis do dimetilsulfoxido (DMSO)..........ccceeeeviiiinnnnns 2
Figura 2. Estrutura quimica do Acido ValproiCo ...........cccoeeueoieeeeee e eeeeeeeee e 10

Figura 3. Imagem representativa da localizacdo da MePD. .............c.cccooeiiiiiiinnnnnn. 13



Lista de tabelas

Tabela 1: Dose letal mediana (DLso) de DMSO em diferentes espécies.....................
Tabela 2: Efeitos bioativos do DMSO..........ccooiiiiiiiiieieee et



SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt n et e e re e 1
1.1 Dimetilsulfoxido (DMSO) ....coeiiiiiiiiieie e 1

1.1.1. Propriedades quimicas do DMSO .......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiceeeee e 2

1.1.2. DMSO: da pesquisa basica a clinica aplicada..............ccccceeeeeeeeeneiinnnnnnnn, 3

1.1.3. Efeitos bioativos do DMSO ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiee e 5
1.2 Solventes organicos em sistemas biolOgiCOS ........ccceeeeiiiiiiiiiiiiiicieceee e 8
1.3 Transtorno do Espectro Autista (TEA) ..o 9
1.3.1  Etiologia do TEA ...t 9
1.3.2 Modelo animal de TEA ... .o 10
1.4 Aimportancia daamigdala no TEA ..., 12
1.4.1  ESPINh0S dendritiCOS ......cuuuuuiriiiiiiiei e 13
1.5  ReSsVeratrol (RSV) ...t 14
2. OBUETIVOS ...ttt e e e e e ettt e e e e e e nnreeeaaaeaanns 16
2.1, ODJEEIVO GEIal ... 16
2.2. ODbjetivos €SPECITICOS.........oieiiiiiei e 16
3. MANUSCRITO ...ttt et e et e e e s e e e aneeeeeenees 17
A, DISCUSSAOQ ...t ae e e aeas 48
5. CONCLUSOES .......ooieeeeeeeeee et 54
B. PERSPECTIVAS . ...t e e e e e 54
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 56
8. ANEXOS ...t 72


Iohanna
Rectangle

Iohanna
Typewriter
54


INTRODUGAO

1.1 Dimetilsulféxido (DMSO)

O dimetilsulféxido (DMSO) foi sintetizado, pela primeira vez, no inicio do século
XIX na industria quimica alema. Na busca por métodos mais baratos e eficientes para
produzir papel a partir da polpa de madeira (processo de Kraft), foi desenvolvido um
processo no qual seus subprodutos incluiam uma variedade de compostos contendo
sulfeto. Estes sulfuretos, os quais eram conhecidos por um forte odor, foram
convertidos em sulféxidos menos nocivos, incluindo DMSO (Roy, 2000).

Em 1866, o pesquisador russo Alexander Zaytsev, sintetizou o DMSO e
descreveu os primeiros achados em 1867 (Zaytsev, 1867). A partir dessa descoberta,
o DMSO tem sido extensivamente estudado na area quimica. E um solvente preferido
para uma série de reacodes, sendo rotineiramente usado como um oxidante fraco, se
beneficiando das propriedades nucleofilicas de seus atomos componentes. Além
disso, notou-se que o DMSO derramado sobre as maos causava rapidamente um
sabor caracteristico do alho na lingua, o que levou a investigagao sistematica do
DMSO como um agente de transporte que poderia ser usado para entregar pequenas
moléculas através da pele e da mucosa (Capriotti & Capriotti, 2012; Horita & Weber,
1964). Dessa forma, o DMSO foi logo reconhecido como um agente capaz de de
transportar pequenas moléculas através de uma variedade de barreiras de tecidos dos
organismos (Capriotti & Capriotti, 2012)

A partir das primeiras evidéncias das propriedades farmacolégicas do DMSO
pelo grupo de pesquisa liderado por Stanley W. Jacob nos anos 60 (Jacob et al., 1964),
a histéria terapéutica do DMSO vem sendo considerada controversa e tem sido
revisada na literatura até os dias atuais. Apesar de mais de 1.200 publica¢des valendo-
se das propriedades do DMSO, apdés a descoberta dos efeitos teratogénicos da
talidomida nos anos 60 e da conscientizagao geral sobre uso de farmacos iniciada por
essa grande falha, o uso do DMSO caiu consideravelmente devido as novas
orientagbes do Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos (Capriotti &
Capriotti, 2012). Nos anos 70, algumas preparagdes veterinarias a base de DMSO,
sozinhas e em combinacdo com esteroides, foram aprovadas pelo FDA, sendo
atualmente vendidas sob uma variedade de marcas, incluindo Domoso®, Domoso

Gel®, Synsac® e Synotoc Otic®.Em 1978, o FDA aprovou uma solugédo de 50% de



DMSO para administragao intravesicular sob a marca Rimso-50 (NDA# 017788) como
tratamento para cistite intersticial em humanos (FDA, 1978; Parkin et al., 1997). Com

a versao genérica aprovada em 2002, esta continua a ser a unica indicagdo humana
de DMSO aprovada pelo FDA.

1.1.1. Propriedades quimicas do DMSO

O DMSO, ilustrado na Figura 1, encontra-se naturalmente na forma liquida
incolor, é classificado como um composto organossulfurado de formula C2HsOS (peso
molecular de 78,13 g/mol e densidade 1,1 g/cm?®), com propriedades apréticas (ndo ha
um centro doador de protons, quando colocado em solugdo aquosa) e anfipaticas
(soluvel tanto em solventes aquosos quanto organicos) (Thomas et al., 1966). De
acordo com a teoria dos acidos e bases de Lewis, o DMSO apresenta nucleos com
um forte ligante doador de elétrons (O) e um fraco ligante doador de elétrons (S)
(Zierkiewicz & Privalov, 2005).

:5
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Figura 1. Estrutura quimica de Lewis do dimetilsulféxido (DMSO). Retirado de
Glossario llustrado de Quimica Organica.

http://www.chem.ucla.edu/~harding/|GOC/D/dmso.html. Data de acesso: 20/05/2018

Quanto a acidez, os grupos metil do DMSO sao considerados acidos fracos,
com um pKa = 35 (Matthews et al., 1975). A desprotonagédo de DMSO requer bases
fortes como diisopropilamida de litio e hidreto de sddio. Por esta razdo, muitos
compostos organicos tém seus valores de acidez analisados em solugado com DMSO
(Heil et al., 2014). Na sintese orgénica, o DMSO é usado como um oxidante suave
(Epstein & Sweat, 1967), nas reagdes de oxidacao de Pfitzner—Moffatt e de Swern
usando o DMSO em combinagdo com outros agentes oxidantes (Tidwell, 1990). Em
termos de estrutura quimica, O DMSO apresenta simetria do tipo Cs.

A dose letal mediana (DLso) € a dose letal mensurada em gramas de um

composto por quilograma de peso corporal que resulta em 50% de mortalidade dos



animais de teste em condi¢cbes padronizadas. Em termos de toxicidade, O DMSO é
considerado um solvente nao toxico. A Tabela 1 reune valores de DLso para diferentes

espécies de animais.

Tabela 1: Dose letal mediana (DLso) de DMSO em diferentes espécies.

Espécie Via de administragao
Uso tépico Via oral Via Via Via nasal
intravenosa subcutanea

Camundongo 50 16,5-24,6 3,8-8,9 13,9-20,5 14,7-17
Rato 40 17,4-28,3 5,2-8,1 12-20,5 13
Coelho daindia - 11 - - 55
Galinha - 14 - - -
Gato - - 4 - -
Cachorro >11 10 2,5 - -
Macaco >11 4 4 - -

Os dados foram adaptados do boletim informativo da Gaylord Chemical Company, na

sessao "Acute Toxicity"(Gaylord Chemical Company (L.L.C), 2014)

No entanto, um estudo prévio indica que, apesar de suas caracteristicas
aproticas e anfipaticas, juntamente com a sua aparente baixa toxicidade em
concentragdes <10%, o uso indiscriminado e aplicagéo generalizada do DMSO pode
estar negligenciando efeitos importantes toxicos a nivel celular, principalmente quando
utilizado como veiculo de outros farmacos em modelos in vivo (injecao intravitrea) e
in vitro (cultura celular de retina) (Galvao et al., 2014). Dessa forma, o estudo dos
efeitos bioativos de solventes comumente usados, como o DMSO, se faz necessario
na literatura, a fim de entender a extensédo desses efeitos tanto a nivel molecular,

quanto a nivel comportamental, em diferentes organismos.

1.1.2. DMSO: da pesquisa basica a clinica aplicada

O inicio da utilizacdo do DMSO nas areas biomédicas remonta a década de
1960 (S W Jacob & Wood, 1967), momento em que diversos cientistas passaram a
explorar esse composto pouco dispendioso cujo uso até entdo era restrito

principalmente a industria papeleira (Swanson, 1985). Alguns usos consagrados do



DMSO derivam das descobertas realizadas nesse momento, com destaque para a
criopreservagao de células e tecidos (Lovelock & Bishop, 1959), veiculo de drogas por
via cutanea (Kolb et al., 1967) e efeito anti-inflamatério per se (Jacob et al., 1964).
Concomitantemente, diversos estudos de toxicidade foram realizados em diferentes
espécies de animais (camundongos, ratos, cobaias, hamsters, galinhas, coelhos, caes
e macacos rhesus) (Jacob & Wood, 1967), demonstrando um nivel de seguranca

adequado para o uso desse composto.

O amplo uso do DMSO na pesquisa basica esta associado, principalmente, a
sua capacidade de reduzir a formagao de cristais de gelo durante a preservagéo de
amostras em temperaturas negativas, promovendo a manuten¢cdo da estrutura e
funcionalidade, algo essencial para diversas areas como a biologia celular e
molecular, bioquimica, histologia e outras (Lovelock & Bishop, 1959). Além dessa
funcdo, o DMSO também pode ser utilizado como um indutor de diferenciagao celular
em alguns cultivos (Chetty et al., 2013), facilitador da fusao de células e lipossomos,
permeabilizador de membranas (Gurtovenko & Anwar, 2007), agente antioxidante e
potencial radioprotetor (Gurtovenko & Anwar, 2007). Entretanto, um dos aspectos
mais criticos envolve a utilizagcdo desse composto como veiculo para farmacos com
caracteristicas lipossoluveis (tanto por absorgdo cutédnea quanto para injetaveis)
(Gurtovenko & Anwar, 2007), algo que foi replicado ao longo do desenvolvimento
cientifico, porém com potenciais implicacdes na qualidade dos resultados encontrados
em decorréncia das diversas caracteristicas supracitadas, as quais podem trazer

vieses importantes aos dados encontrados.

Em relacio ao potencial clinico, apds a primeira aprovacao pelo FDA em 1978
para tratamento de cistite intersticial (Jacqueline Parkin et al., 1997), muitos usos
bastante diversos do DMSO passaram a ser avaliados, sendo um dos mais notaveis,
novamente, como veiculo promotor de absorgéo cutanea de farmacos principalmente
voltados para a area dermatologica (Capriotti & Capriotti, 2012). Outros usos
interessantes incluem analgesia e efeito anti-inflamatorio local por uso topico (Capriotti
& Capriotti, 2012) (com baixa incidéncia de dermatites ou alteragbes cutaneas
associadas), reperfusao de estruturas apés cirurgias plasticas (Young et al., 2005),
tratamento de amiloidoses (Santos et al., 2003), melhora nos quadros de edema

cerebral (Ikeda & Long, 1990) e diversas outras aplicagdes.



Dessa forma, € possivel notar que a utilidade do DMSO esta bem além do que
a de um simples solvente e que seus efeitos podem ser explorados em diversas
condi¢des. Assim, é possivel que, analogamente ao histérico do acido valproico — o
qual era utilizado como veiculo de varios outros compostos que estavam sendo
investigados quanto a atividade anticonvulsivante - (Tomson et al., 2016), o DMSO
também possa passar da categoria de solvente a categoria de farmaco, porém é
necessario entender melhor os mecanismo de interacdo desse composto nos

sistemas bioldgicos a fim de reavaliar suas fungdes para adequar sua utilizagao.

1.1.3. Efeitos bioativos do DMSO

Como o DMSO é prontamente absorvido por animais € humanos por rotas orais
e topicas, seu uso é potencialmente interessante, principalmente para efeitos
analgésicos e anti-inflamatoérios rapidos. Uma caracteristica que também & muito
explorada na aplicacao clinica e cientifica do DMSO é a propriedade de aumentar a
absorgéo de outras substancias (Gad & Sullivan, 2014). Em estudos com equinos, o
DMSO demonstrou uma rapida absor¢céo via oral (0,15h) e na administragcao
intravenosa uma rapida distribuicdo (1,5 min) e uma fase lenta de eliminagao (90 min)
(Soma et al., 2018)

Algumas evidéncias que salientam a importancia e eficacia do uso de DMSO
como crioprotetor informam que DMSO demonstrou ndo interagir com células
plasmaticas, ndo fazendo ligagbes com essas células e apresentando uma rapida fase
de distribuicdo. Além disso, DMSO também se mostrou confinado ao espaco
intersticial, tendo pouca entrada nas células (Malinin et al., 1969). Outro fato que
auxilia e fortifica sua aplicacédo para criopreservacao € a evidéncia de que o DMSO
interage com a membrana das células. (Greiff & Seifert, 1968)

Embora ja tenha sido descrito na literatura que o uso de DMSO tem fungdes
anti-inflamatdrias e analgésicas, recentemente vem emergindo alguns resultados que
poderiam trazer novas perspectivas para seu uso. Seus efeitos ocorrem em
praticamente todos os sistemas do organismo e vao desde alteragdo na
permeabilidade e no fluxo de ions até hipotermia nos animais (Julien et al., 2012; Lu
& Mattson, 2001), e em alguns casos, alguns tratamentos apresentam melhores

resultados quando combinados ao uso do DMSO.



Por exemplo, frutose-1,6-bifosfato combinada com DMSO melhorou as fung¢des
motoras de camundongos que sofreram trauma encefalico(de la Torre, 1995). A
mesma combinagao de drogas (frutose-1,6-bifosfato + DMSQO) também ja foi testada
e diminuiu prejuizos neuroldgicos causados apés um acidente vascular encefalico
(Karaga et al., 2002).

Além disso, DMSO causou prejuizos na morfologia e na fungdo de mitocéndrias
(Kang et al., 2017; Klamt et al., 2002; Ma et al., 2018; Yuan et al., 2014) estresse
oxidativo em zigotos afetando o balanco entre pro- e antioxidantes (Kang et al., 2017),
alteracdes no fluxo de ions Ca2* e CI- (Camici et al., 2006; Nakahiro et al., 1992),
induziu apoptose de células de cérebro em desenvolvimento (Hanslick et al., 2009a)
e hiperfosforilagdo da proteina tau (Julien et al., 2012).

Dentre os efeitos do DMSO que sao benéficos, se destacam a diminui¢ao da
pressao intracraniana pés trauma (Karaca et al., 1991), diminuicdo de edema e
melhora na recuperagdo de membros inferiores lesionados (Colucci et al., 2008),
diminui¢cdo do edema encefalico em coelhos (Camp et al., 1981) e a diminuicdo da
trombose arterial (Camici et al., 2006).

De maneira muito interessante, o uso de DMSO também apresentou efeito
antipsicotico em pacientes com esquizofrenia (Kang et al., 2017) e o uso crbnico
atenuou os déficits em memoria espacial induzidos por isquemia (Farkas et al., 2004).

O uso de DMSO em concentracdes de 10% ou mais se mostrou tdxico em
estudos in vivo, ja o efeito do DMSO em doses baixas, em modelos in vivo e in vitro é
controverso (Galvao et al., 2014; Hanslick et al., 2009a), demonstrando um carater
dose-dependente dos efeitos dessa molécula. Esses resultados demonstram que o
uso de DMSO é muito amplo, com importantes atuagdes na clinica e na veterinaria,
com acbes analgésicas e anti-inflamatérias e em diversas outras condigbes
patoldgicas de diversos sistemas corporais. No entanto, nem todos os efeitos bioativos
dessa molécula sao interessantes para a medicina, visto que, como citado acima,
varios resultados apontam para efeitos prejudiciais em varias células, como pode ser

visto na Tabela 2.



Tabela 2: Efeitos bioativos do DMSO.

Efeito Bioativo Via de Dose Autores
administragao
Diminuicdo da perda de neurdnios Intraperitoneal 0,25 mL Farkas, 2004
COX-2 no giro denteado
Dano mitocondrial in vitro 10% Ma, 2018
Apoptose em cultura de células Intraperitoneal 0,3 a 10 mg/kg Hanslick, 2009
neurais de camundongo
Melhora no edema e melhora na Oral 10 ml/kg Colucci, 2008
recuperagao das patas de ratos
lesionadas, efeito anti-
inflamatério
Diminuicdo da presséo intracranial Intravenoso Karaca, 1991
pos trauma
Diminuicdo do edema encefalico em intravenoso 1 g de solugéo Camp, 1981
coelhos 10%
Diminui a ativagéo de canais de in vitro Lu, 2001
AMPA-NMDA
Diminui a morte excitotdxica de in vitro Lu, 2001
neurdnios glutamatérgicos
Diminui o influxo de Ca?* in vitro Lu, 2001
Diminui trombose arterial Intraperitoneal 3,8 Ml/kg Camici, 2006
Previne migragéo e proliferagdo de Intraperitoneal 3,8 Ml/kg Camici, 2006
células do musculo liso
Efeito antipsicético em pacientes Intramuscular 20 mL/dia Smith, 1992
com esquizofrenia
Estresse oxidativo em zigotos in vitro 0,5% 1% e 2% Kang, 2017
afetando o balanco pro- e
antioxidante
Dano mitocondrial in vitro 0,5% 1% e 2% Kang, 2017
0,01%, 0,05%, Song, 2012
Acumulo de lipideos hepatocelulares in vitro
0,1%, 0,5% e 1%
Song, 2012
Hiperfosforilagao da proteina Tau in vitro 0,1%




1.2 Solventes organicos em sistemas biolégicos

A escolha de veiculos para administragdo de compostos com caracteristicas
lipofilicas deve levar em consideragcdo diversos parametros como toxicidade,
capacidade de atravessar barreiras e possiveis atividades proprias em sistemas
bioldgicos. Esse ultimo toépico, entretanto, acaba sendo muitas vezes pouco abordado
em decorréncia da consolidacio historica do uso dos veiculos mais comuns, situacéo

que acaba criando um elemento de confusao nos tratamentos clinicos e na pesquisa.

Assim como o DMSO, outros compostos utilizados como veiculos apresentam
efeitos importantes, por exemplo: as ciclodextrinas alteram a composicdo de
membrana (Awasthi-Kalia et al., 2001) e trazem impactos na manutencgéo da estrutura
sinaptica, ja que sequestram o colesterol, promovendo alteragdes nos rafts lipidicos
que auxiliam a ancorar receptores e vesiculas (Rivers-Auty & Ashton, 2013). O
polietilenoglicol (PG) apresenta propriedades inibitérias no sistema nervoso central
(SNC) (Beckman & Crittenden, 1981) que se refletem em efeitos ansioliticos (H. Q. Lin
et al., 1998), além disso promove a ag¢ao de alguns barbituricos principalmente pela
inibicdo das enzimas CYP2E1 (Nishimura et al., 1999). Finalmente, o etanol
demonstra efeito depressor do SNC (Valenzuela, 1997) , além de ser protetor para
lesdo encefdlica isquémica em pequenas doses (Chen et al.,, 1999), porém
perifericamente pode ser irritante para a mucosa gastrica (Guslandi, 1987) e potencial
indutor de hepatotoxicidade (Koteish et al., 2002).

Dessa forma é importante levar em consideragdo o uso consciente dessas
ferramentas, buscando reduzir a quantidade de veiculos utilizados ou direcionar a

escolha conforme as evidéncias ja descritas a fim de minimizar esse viés.

No nosso grupo de pesquisa, temos empregado o DMSO como veiculo para a
administracdo de resveratrol (RSV), um polifenol da familia dos estilbenos que
apresenta propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes e neuroprotetoras
(Quincozes-Santos et al.,, 2013; Vang et al., 2011). O RSV tem apresentado
importantes efeitos protetores no modelo animal de autismo induzido por exposicao
pré-natal ao acido valproico (VPA) (Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al.,
2018; Hirsch et al., 2018).



1.3 Transtorno do Espectro Autista (TEA)

O transtorno do espectro autista (TEA) é uma desordem do
neurodesenvolvimento caracterizado por prejuizos na interagao social e comunicacgao,
e por padrées de comportamentos repetitivos e estereotipados (American Psychiatric
Association, 2013). Tipicamente, esses transtornos se manifestam durante a primeira
infancia e os déficits do desenvolvimento resultam em alteragcbes em habilidades
sociais, académicas, pessoais e ocupacionais (American Psychiatric Association,
2013).

Diversas propostas foram utilizadas para categorizar os pacientes com TEA em
critérios diagndsticos adequados. Atualmente, o diagndstico é baseado nas defini¢cdes
do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5, do inglés
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders), que agrupa dentro do TEA o
autismo classico, a sindrome de Asperger, o transtorno desintegrativo da infancia e os
transtornos invasivos do desenvolvimento nao-especificados (American Psychiatric
Association, 2013).

1.3.1 Etiologia do TEA

A etiologia do TEA permanece desconhecida; porém, acredita-se que exista
uma interagdo entre fatores genéticos e ambientais (Ansel et al. 2017). Estudos com
mais de 10.000 pacientes de diferentes paises mostraram que mais da metade dos
casos de autismo seriam correlacionados com alteragbes genéticas, deixando

evidente o importante aspecto genético do transtorno (Miles, 2011)

A alta concordancia em gémeos monozigéticos € um indicativo de que a
heranga genética poderia ser um fator determinante no desencadeamento do autismo.
Algumas condigbes genéticas, como sindrome do X-fragil e esclerose tuberosa, tém
alta correlagdo com TEA (Belmonte & Bourgeron, 2006; Numis et al., 2011). Porém,
essas alteracbes genéticas ainda ndo sédo consideradas um bom marcador para o

diagnostico do transtorno (Muhle et al., 2004).

Outros componentes intimamente envolvidos com o desencadeamento do TEA
sdo as alteragdes no sistema imunolégico durante a gestagao (Ashwood et al., 2006;

Onore et al., 2012; Patterson, 2009). Evidéncias epidemioldgicas relacionam ativacao
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do sistema imunoldogico materno durante a gestacdo e alteragbes genéticas
relacionadas ao sistema imunologico, com o desenvolvimento de TEA na prole
(Atladéttir et al., 2010). Esses achados sédo corroborados por estudos envolvendo
modelos animais (Malkova et al., 2012) e, juntamente com as altera¢des imunoldgicas
encontradas em individuos com TEA (Paul Ashwood et al., 2011), ajudam a

estabelecer a natureza neuroimunolégica desse transtorno. (Gottfried et al., 2015)

Observacgbes epidemioldgicas sugerem que teratégenos também podem estar
relacionados com o desencadeamento do TEA, destacando-se o VPA. O VPA
aumenta significativamente o risco de desenvolvimento de autismo nos filhos de
gestantes que fizeram uso deste medicamento em especial durante o primeiro
trimestre de gestagado (Christensen et al. 2013; Harden 2013). Essas observagdes
vieram ao encontro de diversos estudos ao longo dos anos 90 e inicio dos anos 2000
utilizando o VPA para o estudo de autismo em modelos animais induzidos
farmacologicamente pela exposigao pré-natal ao VPA (Rodier et al., 1997; Schneider
& Przewtocki, 2005), dessa forma, entdo, consolidando o VPA como um fator de risco

para o desencadeamento desse transtorno.

1.3.2 Modelo animal de TEA

O VPA é um farmaco amplamente utilizado como anticonvulsivante,
estabilizador do humor e profilatico em crises de enxaqueca. Ele é um conhecido
inibidor das desacetilases de histonas, fato esse que pode ser importante para o
desencadeamento do TEA, uma vez que a valpromida, um farmaco analogo ao VPA,
porém sem esse efeito nas desacetilases de histonas, nao reproduziu caracteristicas
do tipo autista na prole (Kataoka et al., 2013). Sua estrutura quimica é representada

na Figura 2.

OH

Figura 2. Estrutura quimica do Acido Valproico Molécula usada no tratamento
de epilepsia, transtorno de humor bipolar e enxaqueca. Férmula quimica: CsH160x2.

Nome IUPAC: 2-propylpentanoic acid. Massa molar: 144.2 g mol-'.
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Inimeras alteragcbes comportamentais e neuromorfolégicas comuns ao roedor
exposto ao VPA e a pessoa com TEA ja foram demonstradas. No cerebelo, mudangas
na forma, no numero e no volume das células de Purkinje ocorrem tanto em pessoas
com TEA como no presente modelo animal (Rodier et al., 1997). Os animais do modelo
apresentam também alteracbes comportamentais correspondentes as observadas em
pacientes, fato esse de extrema importancia, visto que o diagnostico de autismo é

dado através da analise comportamental (Schneider & Przewtocki, 2005).

O impacto da exposi¢cao pré-natal ao VPA em roedores é observado em
diferentes trabalhos. Dentre as alteracbes nos marcos do desenvolvimento
observadas estdo o atraso no crescimento (avaliado pela medida da massa corporal)
e do desenvolvimento (por exemplo, abertura dos olhos) (Schneider & Przewtocki,
2005) e prejuizo na discriminagao olfativa (Schneider & Przewtocki, 2005; Schneider
et al., 2006). Em testes posteriores, observou-se maior limiar nociceptivo (Schneider
et al., 2008), atividade exploratéria aumentada em campo aberto (Schneider et al.,
2008), aumento de padrbes comportamentais estereotipados (Schneider et al., 2008)
e do tipo ansioso (Markram et al., 2008; Schneider et al., 2008), rigidez
comportamental (Bambini-Junior et al., 2011), aumento da memdria de tarefas
aversivas (Markram et al., 2008) e déficits sociais (Bambini-Junior et al., 2011;
Schneider & Przewtocki, 2005)

Uma vez que os critérios para diagnéstico do TEA séo clinicos e resultam de
analises comportamentais, torna-se dificil estudar esse transtorno em humanos antes
da manifestacdo dos sintomas. Devido as suas peculiaridades, os modelos animais
fornecem a oportunidade de analise de alteragbes do desenvolvimento que podem
desencadear as caracteristicas do TEA, incluindo analise de morfologia e funcao
sinaptica em diferentes estruturas encefélicas (Favre & Barkat, 2013; Kataoka et al.,
2013). Além disso, como o uso de VPA durante a gestagao passou a ser considerado
um fator de risco para o desenvolvimento de TEA em filhos de maes que utilizaram
VPA no primeiro trimestre gestacional, a elaboracdo do modelo animal de TEA com
exposigao pré-natal ao VPA tornou-se uma importante ferramenta de estudo para o
TEA.
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1.4 A importancia da amigdala no TEA

Baron-Cohen e colaboradores, nos anos 2000, propuseram a Teoria da
Amigdala no Autismo (The Amygdala Theory of Autism), com base nos estudos da
época com ablacdo da amigdala de macacos Rhesus, 0 unico modelo animal de TEA
disponivel para a comunidade cientifica até entdo. Esses primatas, quando liberados
na natureza ndo demonstravam resposta aos estimulos sociais de seus grupos,
evitavam a presenga de outros animais e frequentemente eram mortos. O mesmo
trabalho também trouxe a tona que pacientes com lesdo na amigdala desenvolvem
prejuizo no julgamento social, sendo atribuido na época o termo “autismo adquirido”
(Baron-Cohen et al., 2000). Adolescentes com autismo demonstraram menor
conectividade funcional entre a amigdala e regiées subcorticais do encéfalo, enquanto
gue adultos com autismo apresentaram menor volume na amigdala, o que evidencia

o papel dessa estrutura na fisiopatologia do TEA (Guo et al. 2016).

Através de exames de ressonancia magnética funcional observou-se que,
enquanto expressodes de felicidade, medo e tristeza demonstraram ativar a amigdala
em pessoas com desenvolvimento tipico, pacientes com lesbes nessa estrutura
demonstraram dificuldade e ansiedade no reconhecimento de expressées de medo
(Dickie and Armony, 2008). A dificuldade no reconhecimento de expressdes e o
contato visual problematico s&o caracteristicas presentes no autismo, sendo utilizadas
como auxilio no diagnostico. Ainda que o estimulo gerado pela percepcdo da
expressao emocional em uma face possa nao ser processado conscientemente em
um primeiro instante, ja € suficiente para ativar a amigdala com base em dados de

ressonancia magnética funcional (Troiani & Schultz, 2013).

Evidéncias em modelos animais indicam uma hiperexcitabilidade e aumento na
potenciacao de longo prazo (LTP, do inglés Long-Term Potentiation) nos neurénios
piramidais da amigdala, além de a LTP dos animais com caracteristicas do tipo autista
estar aumentado nas sinapses talamo-amigdaloides (Markram et al., 2008). No
modelo VPA, esta regido também se demonstrou hiper-reativa a estimulos visuais,
bem como a circuitaria envolvendo o cértex pré-frontal apds exposi¢cao social em

animais no modelo de macrocefalia/autismo (Huang et al. 2016).

Diversos nucleos e subnucleos da amigdala séo interessantes para o estudo

do autismo, sendo considerados eixos para o processamento neuronal de forma
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paralela e em série (Aincy et al., 2018). Dentre eles, se destacam: 1) o nucleo cortical
da amigdala (Co), que processa informacgao olfativa, possuindo em sua constituicao
neurdnios de tipo piramidal sendo considerado uma das estruturas de inicio do grande
lobo limbico cerebral (Aggleton, 1992), além do 2) nucleo basolateral da amigdala
(BLA) o qual é uma regidao associada ao aprendizado e extincdo de memorias
relacionadas ao medo (Aggleton, 1992; A. A. Rasia-Filho et al., 2012) e, finalmente, o
3) subnucleo poéstero-dorsal da amigdala medial (MePD), o qual possui envolvimento
com a modulagao dos estimulos olfativos e vomeronasais com relevancia social e para
iniciar atividade reprodutiva ou de defesa inata ou aprendida (Rasia-Filho et al., 2012),

como representado na Figura 3.

MePD D

Figura 3. Imagem representativa da localizacao da MePD. A imagem mostra a
localizagdo do subnucleo poéstero-dorsal da amigdala (MePD), indicado pela seta
preta. Adaptado de Brusco et al. (2010).

1.4.1 Espinhos dendriticos

Espinhos sao protrusdes neuronais que servem como especializacbes pos-
sinapticas encontradas preferencialmente em dendritos. Sdo estruturas altamente
plasticas que variam em numero e forma de acordo com a atividade sinaptica local.
Em diversas doengas, como esquizofrenia, doenga de Alzheimer e autismo, ja se

demonstrou alteragdo no numero, forma e densidade de espinhos dendriticos
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(Swanger et al. 2015; Penzes et al. 2011; Zancan et al. 2017; Hutsler & Zhang 2010;
Rasia-Filho & Janaina Brusco 2010). Dentre as alteragbes encontradas no TEA,
destaca-se 0 aumento na densidade de espinhos em regides do cértex de pacientes
diagnosticados com TEA em um estudo post-mortem (Hutsler & Zhang, 2010), indo
ao encontro de estudos que sugerem que mudangas na dindmica e na estabilidade de
espinhos dendriticos durante o inicio da infancia aumentariam a densidade dos

mesmo na idade adulta. (Penzes et al., 2011).

Adicionalmente, existem evidéncias de que a disfungéo cognitiva associada a
exposi¢ao pré-natal ao VPA esteja relacionada com mudangas na morfologia dos
espinhos dendriticos no hipocampo e outras estruturas limbicas (Bringas et al., 2013;
Takuma et al., 2014). Conforme demonstrado em modelos nocaute, dois modelos de
autismo (Wang et al., 2017) e um de Sindrome de Rett, (Xu et al., 2014), as alteracdes

em espinhos dendriticos estdo presentes em desordens do neurodesenvolvimento.

Uma arboriza¢ao dendritica mais complexa foi encontrada em dendritos apicais
de neurdnios piramidais de animais VPA no cértex motor, sugerindo que a poda
sinaptica é prejudicada nesses animais (Bringas et al., 2013). No mesmo trabalho n&o
foram encontradas diferengcas em comprimento ou volume, tanto de dendritos apicais
como de basais. Os autores observaram que essa auséncia de alteragdes no volume
e comprimento mostra que a agao do VPA nao induz um crescimento ou atrofia neural
no cortex motor, mas altera o padrao de desenvolvimento dendritico (Snow et al.,
2000), ao contrario do estresse causado por glicocorticoides e confinamento, que
causou uma atrofia dos dendritos apicais dos neurdnios piramidais da camada CA3

do hipocampo (Mcewen, 1992; Watanabe et al., 1992).

1.5 Resveratrol (RSV)

O RSV é um composto polifendlico da familia dos estilbenos conhecido
usualmente pela sua presenga na uva e no vinho tinto (Bertelli et al., 1999). Os
diversos estudos realizados com o RSV demonstram efeitos benéficos no contexto
das doencgas cardiovasculares, dislipidemias e diabetes, além do importante efeito
antioxidante e anti-inflamatério (Berman et al.,, 2017; Vang et al., 2011). Em

decorréncia da sua hidrofobicidade (solubilidade em agua de 0,03 mg/mL), os
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principais veiculos utilizados para administragdo sdo o DMSO e o etanol (solubilidades

de aproximadamente 65 mg/mL) (Bass et al., 2007; Caruso et al., 2004).

Recentemente, diversos estudos vém avaliando o potencial neuroprotetor do
RSV tanto no contexto de cultura de células e metabolismo de astrécitos (Quincozes-
Santos et al., 2013) quanto no contexto de algumas desordens psiquiatricas como o
autismo, onde os resultados encontrados demonstraram um papel preventivo dessa
molécula (Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch et al., 2018).
Entretanto, mais uma vez, é necessario compreender como o DMSO utilizado como
solvente poderia influenciar nesse tipo de abordagem experimental a fim de otimizar

seu uso para obtencao de conclusbes mais precisas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar o efeito do dimetilsulféxido no subnucleo medial péstero-dorsal da
amigdala em ratos Wistar adultos do modelo animal de autismo induzido por acido

valproico tratados ou nao com resveratrol

2.2. Objetivos especificos
a) Avaliar aspectos morfométricos e morfolégicos dos espinhos dendriticos da
regido medial péstero-dorsal da amigdala;
b) Avaliar os espinhos dendriticos quanto ao formato e tamanho, ao tamanho e

didmetro da cabeca, tamanho e didmetro do pescoco.
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3. MANUSCRITO

Detrimental Effect of Dimethyl Sulfoxide on the Dendritic Spines of
the Rat Medial Amygdala
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Abstract

The compound dimethyl sulfoxide (DMSO) is a nontoxic polar vehicle with rapid
penetration across biologic membranes. We employ DMSO as a vehicle for the
anti-inflammatory and antioxidant trans-resveratrol (RSV), to treat rat pregnant
female rats in an animal model of autism spectrum disorder (ASD) induced by
prenatal exposure to valproic acid (VPA). The male VPA offspring group is a
robust autism model, exhibiting face, construct and predictive validity,
developing autistic-like phenotype that includes sociability impairment,
behavioral rigidity, sensory alterations and molecular alterations in blood. The
prenatal treatment with RSV was able to prevent important behavioral, cellular
and molecular alterations related to ASD in the VPA offspring. Our initial aim in
the present work was to determine the number and structure of dendritic spines
in the rat posterodorsal medial amygdala (MePD) in the VPA group and the
possible preventive effect of RSV. Surprisingly, we found that the prenatal
administration of vehicle DMSO per se, decreased the number of dendritic
spines as well as affect spine structure in the MePD of adult rats. Despite these
findings in the MePD, RSV diluted in DMSO has been able to recover VPA-
induced behavioral deficits consistent with an ASD model. New efforts are
needed to elucidate the change found at the MePD level. This observation
raises the possibility of novel studies on sexual behavior, electrophysiological

analysis, and epigenetic profile on the MePD
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INTRODUCTION

The compound dimethyl sulfoxide (DMSO, C2HsOS, PubChem CID: 679) is
widely used in industry and clinical practical as a chemical solvent (Capriotti and
Capriotti, 2012) that provide rapid penetration and/or enhanced penetration of
other substances across biologic membranes (Brayton, 1986). It is an
amphipathic aprotic molecule with properties of highly polar domain and two
non-polar methyl groups making it soluble in both aqueous and organic
solutions (Santos et al., 2003). In this regard, DMSO has been used as a
vehicle for the anti-inflammatory and antioxidant trans-resveratrol (RSV) in an
animal model of autism spectrum disorder (ASD) induced by prenatal exposure
to valproic acid (VPA; Bambini-Junior et al., 2011; Gottfried et al., 2013;
Mabunga et al., 2015). VPA reduces place preference conditioned by
conspecific and leads to no preference between exploring a wire-cage or a rat
enclosed inside a wire cage, which reveal sociability impairments in rats
(Victorio Bambini-Junior et al., 2014). Prenatal RSV was able to prevent these
marked harmful effects of VPA (Victorio Bambini-Junior et al., 2014) as well as
the neural deficits in primary somatosensory cortex (Fontes-Dutra et al., 2018)
and the altered circulating levels of specific microRNA that controls dendritic
spine development (Hirsch et al., 2018 and references therein).

The amygdaloid nuclei are key targets to be investigated in socio-emotional
impairments in various developmental disorders (Opendak et al., 2017), such as
the ASD (Zalla and Sperduti, 2013; Avino et al., 2018). These subcortical nuclei
play a relevant role in the processing of memory, decision making, social
interaction, and emotional responses of anxiety and fear, for example (Rasia-

Filho et al., 2000; Janak and Tye, 2015; Lapate et al., 2016). The occurrence of



21

ASD involves the combination of genetic, epigenetic, environmental,
neuroimmune, and hormonal factors (Gottfried et al., 2015; Schaafsma and
Pfaff, 2014; Zou et al., 2017). A recent stereological analysis of the number of
neurons in the amygdaloid nuclei of 52 human brains (24 neurotypical and 28
ASD) demonstrated that the neuron number increases from birth to adulthood,
but not in ASD (Avino et al., 2018). Males have a higher preponderance of ASD
than females at young children age (May and Williams, 2018). Indeed, the
gene-environment interactions underlying ASD implicate early prenatal stress
as being especially detrimental to boys with a vulnerable genotype (Schaafsma
and Pfaff, 2014).

In this context, the posterodorsal medial amygdala (MePD), part of the
“‘extended amygdala” (de Olmos et al., 2004), is a likely candidate to be
affected in the ASD because (1) it is a sexually dimorphic area, a finding that is
detected at birth (males higher than females; Mizukami et al., 1983) and
persists after puberty (Cooke, 2011), (2) has a high expression of receptors for
gonadal hormones and show significant differences in the number of neurons
and glial complexity between sexes (Johnson et al., 2013; Morris et al., 2008),
(3) recognizes socially relevant afferent sensory stimuli (Meredith and
Westberry, 2004), (4) has connections with the hippocampal circuit for memory
elaboration (Petrovich et al., 2001), (5) modulates male-typical juvenile rough-
and-tumble social play (Cooke and Woolley, 2009) as well as (6) participates in
the display of various adult social behaviors directed to conspecifics, including
aggression and reproductive ones (reviewed in Newman, 1999, Rasia-Filho et

al., 2012).
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At the cellular level, dendritic spines are specialized postsynaptic elements
connected mostly by excitatory terminals (Brusco et al., 2014; Spruston et al.,
2013; Yuste, 2013). Dendritic spines are classified into different morphological
types which, based on region-specific and functional characteristics, can
regulate the synaptic impact, integration, and plasticity (Bourne and Harris,
2007; Hayashi-Takagi et al., 2015; Rochefort and Konnerth, 2012; Tgnnesen
and Nagerl, 2016). Dendritic spines in the rat MePD are notably pleomorphic
(Brusco et al., 2014, 2010) and detailed morphometric studies are needed for
the proper identification of changes in spine number, shape, and structure
following different natural conditions or experimental manipulations (Zancan et
al., 2017, 2015). There are no such data available for the dendritic spines in the
MePD of rats submitted to the ASD model induced by the prenatal exposure to
VPA.

Our aim was to determine whether the prenatal exposure to VPA modifies
the number and structure of dendritic spines in the rat MePD and the possible
beneficial effect of RSV as a neuroprotective agent in this ASD model. We
used DMSO as vehicle for RSV and, surprisingly, found that it, per se,
drastically affected the number and structure of local dendritic spines, as
detailed below.

MATERIAL AND METHODS

The present work was based on the methodological procedure reported by
Bambini-Junior et al. (2014, 2011) and Zancan et al. (2017).

Wistar rats were obtained from the animal facility of the Department of
Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS, Brazil) and

housed in groups in standard laboratory conditions, with food and water ad
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libitum, room temperature kept at 22°C, and a 12 h light-dark cycle. All efforts
were made to minimize the number of animals studied and suffering. Rats were
manipulated according to the international laws for the ethical care and use of
laboratory animals (National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals : DHEW Publication 80-23, Revised 1985, Office of Science
and Health Reports, DRR/ NIH, Bethesda, MD 20205; Nih et al., 2011) and the
local Animal Ethics Committee (UFRGS, Brazil; protocol no. #33879).

Initially, adult males and females were placed into the same cage to mate
overnight. Pregnancy was verified by the presence of spermatozoa in the
vaginal smear in the morning, which was then considered the embryonic day
0.5 (E0.5). Pregnant rats were divided into five groups according to the
treatment they received, as described below. From EG.5 to E18.5 pregnant
females received a daily subcutaneous injection of RSV (Fluxome, Stenlgse,
Denmark) at 3.6 mg/kg or equivalent volume of DMSO at 7.2 M (100 uL/ kg/day
1:2in 0.9% saline v/v), as previously described (Victorio Bambini-Junior et al.,
2014). On E12.5 pregnant females received a single intraperitoneal injection of
VPA at 600 mg/kg (Sigma-Aldrich #P4543) or equivalent volume of saline
solution 0.9%.

Pregnant female were randomly assigned to the following experimental
groups: (1) non-manipulated “naive” animals, whose mothers did not receive
any kind of treatment, and that served as a general control (n = 6), (2) animals
prenatally exposed to both vehicles (DMSO and saline; Vehicle, n = 7), (3)
animals prenatally exposed to RSV (n = 7), (4) animals prenatally exposed to
VPA (n =9), and (5) animals prenatally exposed to both RSV and VPA

(RSV+VPA, n = 5).
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At 120 postnatal day, all animals in the experimental groups were
anesthetized with ketamine and xylazine (75 mg/kg and 10 mg/kg i.p.,
respectively) and were submitted to transcardiac perfusion, after injection of
heparin (1000 IU), using 400 ml of 1.5% formaldehyde followed by 100 ml of 4%
formaldehyde diluted in phosphate buffer solution (0.1M, pH 7.4; PBS) at room
temperature (RT). Speed flow was initially rapid (50-100 ml during the first 90 s
after chest opening) and slowed to last for additional 20 min (15 ml/min flow), to
maintain the fine integrity of spines and synapses (Tao-Cheng et al., 2007). The
brains were removed and kept in the same fixative solution for an additional 1 h
at RT before being coronally sectioned (160 um-thick) using a vibrating
microtome (VT 1000S, Leica Microsystems, Germany).

The MePD was studied from 3.0 to 3.4 mm posterior to the bregma,
lateral to the optic tract, and ventral to the stria terminalis (ST, Franklin and
Paxinos, 2008; Figure 1). Fine powdered fluorescent carbocyanine dye Dil (cat.
no. D-282, Molecular Probes, USA) was applied extracellularly on the surface of
the ST. Each brain slice was covered with PBS, and Dil was allowed to
extracellularly diffuse to the MePD for 15-18 h at RT. Post-fixation was obtained
using 4% paraformaldehyde in PBS for 30 min. Then, slices were mounted with
an anti-fading media (Fluoromount EMS, USA) under coverslips. Images of the
MePD neurons were obtained along the next 10 days. The right and left MePD
were studied separately.

The rat MePD has bitufted and stellate multipolar neurons (Rasia-Filho et
al., 2004), but no difference exists for the density of proximal dendritic spines
between them (de Castilhos et al., 2008). Data was gathered along 40 um of

proximal dendritic shafts, from primary to secondary branching orders (as
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previously done by de Castilhos et al., 2008; Zancan et al., 2017). Dendritic
spines were imaged using a confocal microscope (LEICA TCS SP8, Germany)
with a plan-apochromat 63%/1.4 numerical aperture water-immersion lens.
Spectral detectors were adjusted to capture emission from Helium/Neon laser
555 nm of wavelength, sequential z-stack acquisition was performed at 0.1 ym
step size using a resolution of 1024 x 1024 with 4 times zooming (providing a
pixel size of ~140 nm), pinhole aperture set to 1 Airy Unit, and avoiding over
and undersaturated pixels. This configuration was constant along all the
experiment and studied groups. The 3D reconstruction of each dendritic
segment was performed using the Image Pro-Plus 7.0 software (Media
Cybernetics, USA). One dendritic branch was studied per neuron with a
maximum of 8 neurons per hemisphere in each rat and in each group.
Representative images are shown in Figure 2.

Spine images were further enhanced by 200 x. From these reconstructed
3D images, spine density was calculated as the number of spines divided by
dendritic micrometers (Brusco et al., 2010; Rasia-Filho et al., 2004). This
allowed us to measure the overall spine density (i.e., total number including all
spine types) in the MePD of each experimental group (Figure 3A). Afterwards,
we classified and counted each type of dendritic spine from these samples. As
described in (Zancan et al., 2017), the morphological criteria for assigning
dendritic spines to different classes were the spine length (SL, corresponding to
the distance from the dendritic shaft to the top of the spine head), neck length
(NL), neck diameter (ND), head diameter (HD), and the number of protrusions
from a single stalk. Spines were identified as stubby/wide (HD > SL), mushroom

(HD >> ND), thin (when SL > HD and HD > ND), ramified (with a single stalk
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that branches in two heads) or atypical (when showing a transitional aspect
between classes or an unusual shape that cannot be classified in any other
classes). These criteria were based on referential data published previously
(Arellano et al., 2007; Brusco et al., 2014, 2010; Fiala and Harris, 1999;
Gonzalez-Burgos et al., 2015; Harris et al., 1992; Peters and Kaiserman-
Abramof, 1970; Zancan et al., 2015). Each spine was visualized along the z-
stack planes to avoid misleading counting and classification. The number of
each spine type was counted for each experimental group. Images had final fine
adjustments of contrast made in Photoshop CS3 (Adobe Systems, Inc., USA)
without altering spine counting or morphological classification.

Further quantitative morphometric data for the SL, NL, ND, and HD of
each spine type was obtained for the differently shaped spines in all
experimental groups after enhancing 400 x the above mentioned selected
images. Morphological parameters were measured on the selected ‘Z’ stack that
showed the best visualization of well-defined borders and the maximal central
diameter in the microscopic plane of section using the Image Pro Plus 7.0
software (Zancan et al., 2017).

Mean values were calculated per rat and data is presented as mean +
standard deviation (SD) in each group. Data was tested for the normality
distribution by the Kolmogorov-Smirnov test and for homoscedasticity using the
Bartlett test. The overall density of dendritic spines was submitted to a one-way
analysis of variance (ANOVA) test and the Tukey post hoc test. When
necessary, data on the number of spines in each morphological class and
respective morphometric values were log transformed to fulfill the formal

requirements to be compared between groups using a one-way ANOVA and the
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Tukey post hoc test. In those cases of higher variability in the SDs regarding the
SL, NL, ND, and HD values, data was compared using the Kruskal-Wallis test
corrected for ties followed by the Dunn test. Statistical level of significance was
set as P <0.05in all cases.

RESULTS

At random sampling, bitufted neurons accounted for most (~88%) of the
studied neurons in the five experimental groups. Dil labelling provided the
visualization of cell bodies, dendritic shafts of variable lengths, and pleomorphic
spines in both brain hemispheres. Dendritic spines showed a continuum of
different shapes and sizes (Figure 2). In the naive group, stubby/wide spines
were the most abundant type (~60%) followed by thin and mushroom spines
(~22% and 16%, respectively). Other spine shapes, including ramified or
atypical ones, accounted for the remaining values, although at very low
percentual values.

Data regarding the overall density of dendritic spines in the MePD of the
experimental groups are shown in Figure 3A. There was a statistically
significant difference between groups (F4,27 = 4.02, P = 0.01), but no effect of
hemispherical laterality (F1.27 = 0.04, P = 0.84) or due to the interaction of these
two factors (Fs,27= 1.05, P = 0.39). Because data were not different between
hemispheres, results from the right and left MePD were pooled together and
compared between groups. The Tukey post hoc test revealed that naive rats
had a significant higher density of spines than the other four experimental
groups (ranging 24-34% more spines, P < 0.05 compared to the RSV group and
P < 0.01 compared to Vehicle, VPA, and RSV+VPA groups). No statistically

significant difference was found between the Vehicle, VPA, RSV, and
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RSV+VPA groups (P > 0.05 in all cases).

Spine-specific changes occurred in the MePD of the experimental
groups. Data are shown in Figure 3B. That is: (1) stubby/wide spines showed a
statistically significant difference between groups (Fs57 = 5.13, P=0.001) and
naive rats had higher values (~24%) than the Vehicle and RSV+VPA groups
(Tukey post hoc test, P < 0.01 and 0.05, respectively) but not when compared
to the RSV and the VPA groups (P > 0.05 in both cases). In addition, the RSV
group showed a significant higher number of stubby/wide spines than the
Vehicle group (P < 0.05). (2) The number of mushroom spines was higher in
naive rats than in the other four experimental groups (~45-72%; Fa457=11.01, P
< 0.001; Tukey post hoc test, P < 0.001). (3) Naive rats also showed more thin
spines than the other four experimental groups (~62-75%; Fa51=4.99, P <
0.002; Tukey post hoc test, P < 0.05 when comparing naive to Vehicle and
RSV+VPA groups, and P < 0.01 when comparing naive to RSV and VPA
groups). (4) Ramified and atypical spines were absent or accounted for a very
low number in all groups that precluded statistical comparisons.

Dendritic spine morphometric data are shown in Figure 4A-D. Results
showed that: (1) for stubby/wide spines, SL did not differ between groups
[Kruskal-Wallis test, H(4) = 4.12, P = 0.38] whereas HD showed a statistically
significant difference between groups [H(4) = 13.05, P = 0.01] and the naive
group had higher values than the Vehicle one (Dunn test, P < 0.05). (2) For
mushroom spines, SL and ND showed significant differences between groups
[Fas5=2.90, P =0.02; and, H(4) = 13.49, P = 0.009, respectively] and naive rats
showed higher values of SL than the VPA group (P < 0.05) and higher values of

ND than the RSV group (P < 0.01). No differences were found for NL (Fa,55 =
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1.82, P=0.13) and HD (F455=0.72, P = 0.57) between groups. (3) Thin spines
did not differ between groups regarding SL (F4,55= 0.58, P = 0.67), NL (Fa,55=
0.47, P =0.75), ND (Fa55=0.14, P = 0.96), and DC (H(4) = 4.89, P = 0.29). All
the other comparisons did not reach the statistical level of significance set a
priori.

DISCUSSION

The present data provide three important novel findings: (1) the rat MePD is
a vulnerable area to prenatal damage and evidence lasting morphological
effects during adulthood; (2) the prenatal exposure to the vehicle DMSO, per
se, decreased the number of dendritic spines as well as affect spine structure in
the MePD of adult rats; and, (3) considering that RSV diluted in DMSO has
been able to recover VPA-induced behavioral deficits consistent with an ASD
model (Victorio Bambini-Junior et al., 2014), our results indicate that other
areas than the MePD “bypass” the damaging effects of DMSO and are
susceptible of RSV actions in parallel circuits of the social behavior brain
network of rats, as depicted below.

First, the exposure to DMSO occurred along E6.5 to E18.5 and hindered
further detrimental effects of VPA or rescuing properties of RSV in the present
model of ASD. DMSO, as a recommended and currently used as vehicle for
RSV, was administered to the experimental groups, except the naive one, for 13
days during pregnancy (Victorio Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al.,
2018; Hirsch et al., 2018). Various evidence suggests that environmental
challenges during pregnancy can alter placental function and correlate to low
birth weight, intrauterine growth restriction, as well as have lasting effects on

neuronal development and behavioral display in adult hood (Bazer et al., 2014;
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Triche and Hossain, 2007). This is in line with the report that prenatal progestin
levonorgestrel exposure induces autism-like behavior in male offspring through
estrogen receptor suppression in the amygdala (Zhou et al., 2017). Our findings
further indicate that early insult to the MePD can promote a long-term structural
effect on dendritic spines with likely connectional and functional disrupting
effects. The density of thin and mushroom spines was severely affected
whereas stubby/wide spines were the type of spine most resistant to number
reduction following DMSO administration, although showing reduced HD when
compared to non-manipulated control rats. One possible explanation for the
capacity of DMSO to affect MePD spine number and structure involves
glutamate receptor modulation. Dendritic spines are contacted by excitatory
axon terminals, and thin and mushroom spines express AMPA and NMDA
glutamate receptors in different proportions at the postsynaptic density
(Matsuzaki et al., 2004; Yuste, 2013). DMSO suppresses NMDA- and AMPA-
induced ion currents and calcium influx in hippocampal neurons (Lu and
Mattson, 2001). This is a possibility to be also investigated in the rat MePD.
Second, previous work used the same protocol of VPA-induced brain insult
and RVS diluted in DMSO to prevent social behavioral impairments (V.
Bambini-Junior et al., 2014); altered localization of GABAergic parvalbumin
neurons in primary sensory cortex and amygdala (Fontes-Dutra et al., 2018)
and blood increase of miR134-5p (Hirsch et al., 2018) related to ASD. As
recently reviewed by Matias et al. (2018 and references therein), “DMSO has
become the solvent of choice to dissolve potential neuroprotective and
neurotoxic hydrophobic substances used in pharmaco-toxicological research...

that generally do not solubilize in aqueous vehicles. Some DMSO advantages
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include its capacity to dissolve compounds with a wide range of chemical
properties, low volatility, miscibility with water, relatively low toxicity to both
tissue culture and technicians, and limited deleterious effects at low
concentration upon bioassays... In addition, it has been suggested that DMSO
can be safely used, being generally well-tolerated by the experimental
animals...”.

However, it is now clear that DMSO can promote different effects on the
brain, showing a dose-dependent and subregion- and genotype-specific
modulatory actions on the neuronal structure (Matias et al., 2018). For example,
DMSO had a beneficial effect on neural function in a preclinical model of
Alzheimer's disease in mice (Penazzi et al., 2017). Chronic treatment with a
low, non-toxic DMSO dose modulates spine density in hippocampus, reflecting
on animal behavior, that was able to abolish the differences observed between
the Alzheimer's disease-like and wild-type male mice (Penazzi et al., 2017).
Other in vitro effects of DMSO includes the modulation of Ca?*-influx at 2-4%
(282-563 mM; (Galvao et al., 2014); disruption of cation channels at 14.2%
(0.1-2 M; (Nardid et al., 2013), cytoskeletal proteins at 10% (1.4 M; Sanger et
al., 1980) and albumin at 20% (2.82 M; (Batista et al., 2014), and promotes the
formation of water-filled membrane pores at 30.6% (4.3 M; (de Ménorval et al.,
2012). Also, DMSO induced phenotypic changes in embryonic stem cells
altering the genome-wide DNA methylation profiles (Thaler et al., 2012). DMSO
at 100% led to significant motor impairment of adult male mice in the rotarod
performance test (Matias et al., 2018). Here, we used DMSO at 7.2 M, as
previously done by Bambini-Junior et al. (2014) and Fontes-Dutra et al. (2018).

Other alternatives to dilute RSV would be the use of ethanol or
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dimethylformamide, but both are irritant, painful, and can generate toxic side-
effects. These pitfalls would disturb pregnant females by inducing stressful
unpredictable consequences and affect offspring development.

Third, the MePD showed an impaired structural synaptic and neuronal
organization following DMSO exposure as evidenced by the spine number and
shape drastic changes in the four manipulated experimental groups compared
to the nadive one. In spite of these findings in the MePD, RSV can still generate
regenerative effects on the social behavior display of adult rats (Bambini-Junior
et al., 2014). Therefore, it is important to consider that the MePD is part and
modulates the social brain network of rats (Newman, 1999; Rasia-Filho et al.,
2012), but it is not crucial for the occurrence of all of its activity and behavioral
displays. Interestingly, other circuits in parallel can be “bypassing” the damaged
MePD to provide the rescuing effects of RSV on the social behavior of VPA-
induced ASD-like symptoms. Putative candidates for target sites for RSV
actions include cortical areas where, again, spiny synapses are important
substrates for the pathogenesis of ASD (Penzes et al., 2011). For example,
synaptic changes occur in pyramidal neurons in the cortical somatosensory
area of offspring following maternal immune activation as a mouse model of
ASD (Coiro et al., 2015). l.e., in these young animals, there were a reduction in
number and turnover rates of stubby, mushroom, and thin dendritic spines, an
alteration in the interaction between presynaptic boutons and dendritic spines,
and deficits in excitatory and inhibitory synaptic transmission (Coiro et al.,
2015). Furthermore, prenatal VPA-treated mice showed dysregulation of
synapse connectivity in pyramidal neurons of the mice somatosensory cortex,

including a reduced proportion of Golgi-impregnated filopodium-type and stubby
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spines and increased proportions of thin and mushroom spines, along with a
decreased spine head size (Mahmood et al., 2017). Pyramidal neurons should
be viewed as target cells for both the vulnerability to neurodevelopmental
disorders and neuroprotective drugs. This is another research line that deserves
further attention.

In conclusion, our data indicate that prenatal administration of the vehicle
DMSO modulates number and shape of dendritic spines in the MePD of rats.
This highlights that DMSO should be used with caution and its effects should be
carefully considered as vehicle for therapeutically purposes. On the other hand,
the synaptic impairment of the MePD does not impede the rescue of social
behavior display promoted by RSV in the same VPA-induced ASD model, as
recently reported (Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch
et al., 2018). New efforts are needed to elucidate the change found at the
MePD level. This observation raises the possibility of novel studies on sexual
behavior, electrophysiological analysis, and epigenetic profile on the MePD.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1. Schematic view of the rat posterodorsal medial amygdala (MePD).
Diagram of the ventral aspect of a coronal brain section showing the MePD (in
this case at -3.30 mm posterior to bregma) close to the optic tract (opt) and the
stria terminalis (st). Spatial coordinates are: D, dorsal; L, lateral; M, medial; V,

ventral.

Figure 2. Digitized fluorescent images of posterodorsal medial amygdala
neurons labeled with Dil and reconstructed by confocal microscopy. Dendritic
spines were studied in proximal branches and representative data are show for
the groups Naive, Vehicle, RSV, VPA, and RSV+VPA. Spines were classified
as stubby (s), wide (w), thin(t), and mushroom (m). Other spine classes were

rarely observed in our samples.

Figure 3. (A) The overall density of spines per dendritic segment in the
posterodorsal medial amygdala (MePD) was significantly reduced in all
experimentally treated-groups when compared to the naive, non-manipulated
group. *P < 0.05 compared to the RSV group and **P < 0.01 compared to
Vehicle, VPA, and RSV+VPA groups. (B) Reduction was also observed in the
three main classes of dendritic spines (stubby/wide, mushroom, and thin) in the
MePD of experimentally treated-groups. **P < 0.01 and *P<0.05 compared to

naive group, and #P<0.05 when comparing RSV to Vehicle group.
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Figure 4. Morphometric analyses of dendritic spines in the posterodorsal medial
amygdala showed that (A) spine length (SL) was not significantly different
between groups when compared the three main spines classes, with the
exception of the higher values in the naive group compared to the VPA one (*P
< 0.05). (B) Neck length (NL) was not significant differences between groups.
(C) Neck diameter (ND) was not significantly different between groups, with the
exception of the higher values in the naive group compared to the RSV one (**P
< 0.01). And, (D) head diameter (HD) was not significantly different between
groups when compared the three main spines classes, with the exception of the
higher value for the stubby/wide spines in the naive group compared to the

Vehicle one (*P < 0.05).
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4. DISCUSSAO

Esse trabalho apresenta dados inéditos e elucidativos, dando contribuicdo ao
entendimento dos mecanismos envolvidos em alteragdes no periodo gestacional que
levam a altera¢des que duram até a idade adulta. Essas alteracdes podem acontecer
com diversos fatores iniciais, incluindo-se infeccdes, obesidade, exercicio fisico,
drogas, entre outras. No entanto, esses dados expdem a fragilidade da MePD
mediante a exposig¢ao pré-natal ao DMSO, diminuindo consideravelmente a densidade
dos espinhos dendriticos nessa regiao, considerando o perfil diferente de espinhos
dendriticos entre os animais expostos ao DMSO e o grupo néive. Essas alteragdes,
entretanto, ndo foram capazes de impedir a prevencao, tanto a nivel comportamental
(Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch et al., 2018), quanto a
nivel celular (Fontes-Dutra et al., 2018) e molecular (Hirsch et al., 2018) ja observada

pelo nosso grupo de pesquisa que o RSV causa nos animais expostos ao VPA.

Os efeitos altamente diversos do DMSO tanto em estudos com modelos
animais quanto com humanos refletem a multiplicidade de suas fungdes, porém
poucos estudos foram capazes de elucidar as possiveis vias e mecanismos alterados
por esse composto (Jacob & Torre, 2015). Um dos aspectos mais relevantes dentre
os identificados € o carater analgésico e anti-inflamatério do DMSO (Jacob et al.,
1964), bem como a sua livre passagem pelas barreiras biolégicas (Capriotti &
Capriotti, 2012), caracteristica que permite uma ampla gama de interagdes nao so a
nivel periférico como também no SNC. Comumente, estudos de muitas areas utilizam
DMSO como veiculo para moléculas organicas hidrofobicas em decorréncia da
relativa inocuidade desse composto, entretanto é necessario trazer a tona o
guestionamento do possivel viés introduzido por esse solvente, principalmente quando

em altas concentragoes.

A reducdo importante na densidade de espinhos dendriticos na MePD em animais
adultos pode ser um reflexo dos 13 dias de tratamento subcutaneo com DMSO durante
a gestacéo, entretanto o maior questionamento situa-se no motivo que levaria a
vulnerabilidade especifica desse nucleo, uma vez que estudos ja demonstraram
alteragbes em outras estruturas (Bringas et al., 2013; Mahmood et al., 2018). A
modulagdo da plasticidade sinaptica na amigdala é de extrema importancia para o

desenvolvimento de memorias aversivas (Maren, 2017), tendo implicagdes
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importantes nos transtornos de ansiedade (Mahan & Ressler, 2012), porém n&o ha
evidéncias dos possiveis impactos de alteragdes sinapticas na MePD isoladamente, a
qual tem uma relagdo mais direta com a puberdade e a regulagcdo do comportamento
sexual (Li et al., 2015). Um estudo utilizando DMSO em culturas organotipicas de
hipocampo em modelo de Alzheimer demonstrou uma importante regeneragdo dos
contatos sinapticos (Penazzi et al., 2017) apds o tratamento com esse composto,
porém 0s mecanismos envolvidos nesse efeito nao foram conhecidos.
Interessantemente, o DMSO apresenta uma atividade moduladora em processos de
autofagia em hepatdcitos através de um redugéo na expressdo de AKT1 (Homdlogo
de oncogene viral timoma murino V) fosforilada mediada por ATF4 (fator de ativagéo
da transcricéo 4) (Song et al., 2012), via que, em neurbnios, possui papel importante
no prunning sinaptico e nas modificagdes morfolégicas em espinhos dendriticos (Liu
et al., 2014; Tang et al., 2014), sendo portanto um possivel mecanismo alterado pelo
DMSO na MePD.

No contexto do TEA, especificamente do modelo animal induzido por exposi¢cao
pré-natal ao VPA nos estudos do nosso grupo, o DMSO vem sendo utilizado como
solvente do RSV. Entretanto, ndo foi possivel observar influéncias do DMSO tanto em
analises de comportamentos classicos do tipo autista como sociabilidade (Bambini-
Junior et al., 2014) e estereotipias (Hirsch et al., 2018) quanto em outros experimentos
de histologia, analise proteica (Fontes-Dutra et al., 2018) biologia molecular e outros
(Hirsch et al., 2018). Dessa forma, o DMSO n&o foi capaz de alterar de forma geral o
desenvolvimento esperado dos animais do modelo, indicando que as alteragdes em
espinhos dendriticos na MePD, apesar de extremamente relevantes, nao se refletem
em prejuizos que poderiam desqualificar a validade e translacionalidade do referido

modelo de estudo bem como do tratamento com RSV.

Assim, levando em consideragcao a hipétese do DMSO como indutor de
alteracbes em espinhos dendriticos é necessario observar um impacto a nivel de
desenvolvimento embrionario e fetal cujas consequéncias puderam ainda ser
observadas na idade adulta. Possivelmente essas alteragcdes possuem uma relacao
importante com os comportamentos sexuais, ainda que nao existam dados da
literatura demonstrando esse tipo de relagdo. De forma geral, esse dado ressalta a

importancia da escolha consciente de veiculos e demonstra a necessidade de
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repensar a escolha de DMSO em estudos voltados para modelos que de alguma forma

possam ser diretamente influenciados por mudancgas na MePD.

Por outro lado, além do efeito devastador da administracdo de DMSO durante
o periodo embrionario nesse nucleo especifico da amigdala, outro ponto a ser
considerado é o efeito do tratamento diario de RSV diluido em veiculo DMSO através
de injecbes subcutadneas (s.c.) durante os 13 dias de tratamento previamente

padronizado pelo nosso grupo de pesquisa.

A escolha da forma de administracdo de um farmaco é uma etapa chave do
tratamento que é proposto. A forma s.c. de administragcao € muito utilizada quando se
faz um tratamento medicamentoso a longo prazo ou crénico (Richter & Jacobsen,
2014), pois possibilita uma maior tolerancia ao farmaco (devido a sua absorcao lenta,
diminui os efeitos colaterais de uma exposi¢cao prolongada as altas concentragdes
séricas), além de que essa absor¢cado lenta leva a uma exposicdo sistémica
prolongada, pois o farmaco, apds ser injetado no espago extracelular do tecido
subcutaneo, é transportado para capilares sanguineos ou linfaticos para absorgéo,
antes de atingir a circulacao sistémica (Richter & Jacobsen, 2014). Além disso, a
administragéo s.c. representa um método conveniente considerando a facilidade do

manuseio dos animais no momento do tratamento.

Porém, diversos estudos evidenciam o efeito estressor de inje¢cdes tanto
intraperitoneais (i.p.) quanto s.c., sendo esse estresse um gatilho para diversas
alteragdes neuroquimicas observadas. Embora um trabalho recente demonstre que
nao ha efeito estressor, nem dor ou sofrimento da inje¢ao i.p. crénica ao final de 30
dias de experimento em camundongos fémeas (Davis et al., 2014), ele mostra que,
nos primeiros 15 dias, existe um aumento nos niveis de cortisol em resposta a pungcao
com agulha e ndo em resposta a injecéo i.p. com salina, chamando atencéo para o
efeito estressor dessa pratica. Além disso, ja foi demonstrado que a injegéo i.p. com
solucao salina foi capaz de induzir estresse agudo e leve em um estudo que validou a
coleta de corticosterona urinaria como uma medida n&o invasiva de estresse agudo

em camundongos (Meijer et al., 2005).

Sabe-se que regides limbicas e corticais especificas desempenham um papel
fundamental na integragéo das respostas comportamentais e fisioldgicas tanto durante

N

um evento estressor quanto na adaptagao a estressores subsequentes, e que
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respondem de forma diferente a esses estimulos: enquanto que hipocampo e cortex
pré-frontal apresentam atrofia dendritica e perda de sinapses excitatorias, nucleos
como o BLA - rico em neurdnios piramidais -, apresentam crescimento de espinhos
dendriticos (Radley & Morrison, 2005). Ja no nucleo central da amigdala (CeA), nao
foi observada qualquer atrofia dendritica em resposta ao estresse por imobilizagao
cronica (Ajai Vyas et al., 2003). Outro aspecto de plasticidade estrutural em que a
amigdala se diferencia € a permanéncia das alteragdes mesmo apds periodos de
recuperagao de estresse induzido (A. Vyas et al., 2004). Ainda n&o é descrito de que
forma essas alteragbées contribuem em transtornos funcionais, como o TEA, e o
envolvimento de outras estruturas encefalicas, como a MePD, local em que,

curiosamente, nao foram observados neurénios piramidais.

Esses efeitos induzidos por estresse na morfologia da amigdala podem ser
explicados, em parte, por algum mecanismo de acéo dos glicocorticoides, hormbnios
esterdides cujos receptores sdo abundantemente expressos na amigdala (Leuner &
Shors, 2013). Além dos glicocorticéides e dos receptores de aminoacidos excitatorios,
ha uma lista crescente de mediadores implicados no remodelamento dendritico
induzido pelo estresse; entre eles, pode-se destacar fatores tréficos como fator
neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) e a protease ativadora de plasminogénio
tecidual (tPA), fator liberador de corticotrofina (CRF) e endocanabindides (Bruce S
Mcewen et al., 2015).

Outro fator que pode ser levado em conta é a ativagao da microglia em regides
cortico-limbicas (Bollinger et al., 2017). Um estudo recente demonstrou a remodelagao
neuronal mediada por microglia de espinhos dendriticos induzida por estresse cronico
no cortex pré-frontal medial em machos, mas nao em fémeas (Wohleb et al., 2018),
demonstrando que o fator estressor ainda pode ser modulado pelo sexo do animal,
resultando em maior ou menor disfungéo a nivel de circuitos cortico-limbicos. Porém,
ainda nao se pode afirmar quais sao, de fato, os mecanismos subjacentes envolvidos

na reorganizacao da morfologia e plasticidade da regido da amigdala.

Dessa forma, nesse estudo, levantamos também a hipotese da injecao
prolongada como um fator estressor durante o periodo embrionario, podendo esse
estresse por si so ser o responsavel pelos resultados obtidos nesse estudo ou atuar
em um sinergismo com a administragao cronica do veiculo DMSO, com atencéao

especial a vulnerabilidade da MePD.
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Ao longo dos anos, a regido da amigdala tem se mostrado uma estrutura
relevante para entender tanto as caracteristicas comportamentais determinantes para
o TEA (Amaral et al., 2003; Baron-Cohen et al., 2000; Sweeten et al., 2002), quanto
na elucidacao de mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nesse transtorno, com o
estudo em modelos animais (Markram et al., 2008; Sosa-Diaz et al., 2014; Truitt et al.,
2007). No entanto, a maior parte dos estudos envolvendo a regiao da amigdala
concentram dados ao redor do nucleo BLA, onde mostram importantes alteracbes na
conectividade dessa regido, envolvida com ansiedade (Truitt et al., 2007) e na

formacao de memorias aversivas e de medo (Markram et al., 2008).

Essa hiperconectividade evidenciada possui uma relacdo intima com o
aumento do numero de sinapses excitatorias (Lin et al.,, 2013) e/ou o prejuizo da
inibicdo nesta regiao (Markram et al., 2008). O presente trabalho demonstra pela
primeira vez uma vulnerabilidade da MePD para fatores ambientais durante o periodo

gestacional.

A amigdala medial (Me) apresenta relagbes importantes para o controle do
comportamento sociossexual de roedores (L. W. Swanson, 2000), tendo uma vasta
sensibilidade e expressao de receptores para horménios esteroides (Pardo-Bellver et
al., 2012; A. A. Rasia-Filho et al., 2012; Sano et al., 2016). Esse nucleo recebe
importantes proje¢des sensoriais tanto do bulbo olfatério principal, quanto acessoério
e, estudos vém demonstrando que a MePD contém a maior densidade de receptores
androgénicos e estrogénicos (Cooke, 2006; Pardo-Bellver et al., 2012; Simerly et al.,
1990). A intima sensibilidade que o nucleo MePD apresenta com flutuagbes hormonais
€ evidenciada por estudos em que se realizou a técnica de gonadectomia em ratos
adultos. Enquanto que estudos tém demonstrado uma importante reducdo na
densidade de espinhos dendriticos em ratos que sofreram gonadectomia dessa regiao
especifica da amigdala (Zancan et al.,, 2017), outros estudos mostram que a
gonadectomia apresenta um efeito importante em diversas estruturas encefalicas,
elevando os niveis de subunidades de receptores esteroides (ER) em ratos
submetidos a mesmo procedimento, ainda que nao tenha sido avaliado na MePD, mas
em estruturas que apresentam fungdes similarmente importantes (Nomura et al.,
2003). Ainda, outros estudos mostraram importantes diferengas na densidade de

espinhos dendriticos no nucleo MePD em diferentes estagios do desenvolvimento, em
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que ha variagdes dos hormdnios esterdides sexuais circulantes, entre ratos machos e
fémeas (A. . Rasia-Filho et al., 2004).

Surpreendentemente, os dados do presente trabalho apontam nao para um
efeito dos tratamentos VPA e RSV, mas sim para um efeito global com a administragéao
do veiculo DMSO, reduzindo a densidade de espinhos dendriticos no nucleo MePD
da amigdala, levantando importantes questdes nao s6 sobre sua bioatividade, como
também quais mecanismos fisiolégicos poderiam estar envolvidos. Atualmente, os
efeitos bioativos do DMSO, usado extensivamente como veiculo para diversas
moléculas, tém sido levantados pela literatura, mostrando que este composto em
situacbes especificas pode ter um efeito biolégico relevante a ser considerado
(Hanslick et al., 2009b; Yuan et al., 2014). Em 1975, foi demonstrado que macacos
tratados com DMSO apresentaram um achatamento no numero de espinhos
dendriticos (de la Torre JC, Kanawaga HM, Hill PK, Crockard HA, Surgeon JW, 1975).

Desde entdo, poucos estudos buscaram entender os possiveis mecanismos
consequentes desta observacao. No entanto, um estudo de 2006 avaliando o efeito
do DMSO sobre diversos parametros, entre eles, sobre o RNA mensageiro de ER
mostrou que essa molécula é um potente modulador da expressao desses receptores
em cultura celular de hepatocitos (Mortensen & Arukwe, 2006), células
conhecidamente sensiveis ao horménio estrogénio. Dessa forma, os dados deste
trabalho levantam a hipétese de uma possivel modulagao do DMSO sobre os niveis
de receptores de estrogénio na MePD, tendo como efeito um possivel aumento desses
receptores, o que poderia estar, em parte, sendo consequéncia para a reducido da
densidade de espinhos dendriticos nos grupos tratados com DMSO. Como discutido
anteriormente, a gonadectomia é capaz de reduzir o numero de espinhos dendriticos
via aumento da presencga de receptores do tipo estrogénio. Da mesma forma, o DMSO
poderia estar induzindo essa redugao por mecanismos similares a esse procedimento.
E importante considerar que o ntcleo MePD é extremamente sensivel aos horménios
sexuais circulantes devido a elevada expressao de receptores para esses hormbnios
esterdides, como os ER. Isso poderia a tornar vulneravel a agentes quimicos que séo
capazes de modular ndo sé os niveis circulantes destes horménios, mas também a
expressao génica de seus receptores. Este é o primeiro trabalho, até entdo, que néo
somente coloca o DMSO como um potente agente indutor de alteragdes na densidade

de espinhos dendriticos do MePD, como também traz a tona a possivel conexéo entre
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a possivel modulagao do DMSO sobre ER neste nucleo. Estudos futuros poderao
comprovar e elucidar especificamente por quais mecanismos o DMSO pode estar

induzindo essas alteracdes.

5. CONCLUSOES

O presente trabalho levanta consideracdes importantes a respeito do uso de
DMSO como solvente. De forma surpreendente, os dados aqui obtidos sugerem um
efeito bioativo importante global do DMSO, em todos os grupos experimentais
expostos a esse composto, na reducao da densidade de espinhos dendriticos num
importante subnucleo da amigdala. Ainda que alguns aspectos comportamentais,
celulares e moleculares até entdo avaliados por trabalhos prévios ndo tenham sido
modificados pela presenca do veiculo DMSO, o presente trabalho ressalta a
vulnerabilidade a longo prazo de regides frente a possiveis papeis bioativos do DMSO.
Sabendo que o DMSO é um importante modulador dos niveis de receptores de
estrogénio e, sabendo que a administragdo pode modular eventos inflamatérios em
periodos criticos da gestagao, ambos estes aspectos podem estar contribuindo para

a alteracdo remodelamento sinaptico dessa regido.

6. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, serao necessarios estudos para elucidar, de fato, quais
mecanismos o DMSO esta utilizando para promover essas alteracbes e quais
aspectos diferenciais a MePD apresenta para ser tdo vulneravel. Além disso, é
necessario realizar analises com comportamento séciosexual, a fim de verificar se
essa alteracdo em espinhos dendriticos observada nessa regiao, reflete em prejuizos
comportamentais. Estudos avaliando a expressao de receptores de estrogénio nessa
regido sao necessarios em grupos expostos ou ndo ao DMSO para confirmar a
possivel ligacao levantada no presente trabalho, entre o efeito modulador comprovado
do DMSO sobre esses receptores e a alteragao dos espinhos dendriticos nesta regiéo.
Também sera necessario realizar um grupo fémeas prenhes que recebem injecoes de
salina 0,9% durante 13 dias para isolar um possivel efeito de um quadro inflamatério
provocado pelas picadas da agulha sobre os espinhos dendriticos da MePD. O uso

de ligantes especificos de receptores de estrogénio, em comparativo com os possiveis
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efeitos do DMSO, também podem acrescentar importantes evidéncias para auxiliar na

elucidacado dessa possivel relacao.

Ademais, o trabalho reitera a necessidade do uso consciente e da expansao das
analises investigando os efeitos bioativos do DMSO e de outros solventes organicos
usualmente utilizados e recomendados por fornecedores de diferentes moléculas para

0 uso na pratica académica e clinica.

Além disso, estamos realizando experimentos com animais de 30 dias que n&o
receberam DMSO, a fim de comparar esses dados com dados de animais de outra

idade sem a administracdo de DMSO (dados Anexos).
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8. ANEXOS
ANEXO 1 — Parecer de aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) desta universidade.

C Projeto: 33879 - BNALISE DE ESPINHOS DENDRITICOS EM NUCLEOS DA AMIGDALA NO MODELO ANIMAL DE AUTISMO
INDUZIDO PCR EXPDSIE;?AD PRE-NATAL 20 ACIDO VALPROICO, coordenado pela Professora Doutora Carmem Gottfried,
como parte da dissertagdo de seu orientado de mestrado, Gustavo Brum Schwingsl. Serdo empregados 24 fémsas
em idade fértil e & machos, totalizando 32 animais genitores. O célculo amostral estimou um ?n? de £
animais por grupo e considerando a existéncia de 2grupos analisados, e levando em consideragdo uma média de
4 machos por ninhada, estima-se a utilizaglo de &4 filhotes machos.Serfo utilizados ratos Histar
provenientes do m setorial do Departamento de Bioguimica da Universidade Federal do Rioc Grande do
Sul. os animais serfio anestesiados profundamente por administragdo de lidocaina (7 mg/Kg) para analgesia e
tigpental (120 my/Kg) para anestesia profunda. Apds a administracdo de heparina (1000 IO}, zerio submetidos
& uma perfusdc transcardiaca répida (90 segundos desde abertura da caixa tordcica). Os progenitores e as
fémeas serdo eutanasiadogs com sgbredose de isoflurang com posterior decapitagdo confirmatdria. © projeto
atendeu as recomendagfes da CEUA-UFRGS e encontra-se aprovado.

fFEUR/UFRGS
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ANEXO 2
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p.s.: correcting by dendro-somatic distance (40 um)

Figura 1 — anexo: analise da densidade de espinhos dendriticos do tipo Stubby em
relacao ao total de espinhos dendriticos em animais de 30 dias na regido Cortical da
amigdala. Os animais VPA tiveram um aumento em relagdo aos animais do grupo

controle (p=0,0469). Teste t de Student.
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ANEXO 3
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p.s.: correcting by dendro-somatic distance (40 um)

Figura 2 — anexo: analise da densidade de espinhos dendriticos do tipo Thin em
relacédo ao total de espinhos dendriticos em animais de 30 dias na regido Cortical da
amigdala. Os animais VPA tiveram um redugdo em relagdo aos animais do grupo
controle (p=0,0457). Teste t de Student.
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ANEXO 4
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p.s.: correcting by dendro-somatic distance (40 um)

Figura 3 — anexo: analise da densidade de espinhos dendriticos do tipo Mushroom em
relacédo ao total de espinhos dendriticos em animais de 30 dias na regido Cortical da

amigdala. Nao foi verificada nenhuma diferenga entre os grupos. Teste t de Student.
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ANEXO 5
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Figura 4 — anexo: analise da quantidade total de espinhos dendriticos em animais de
30 dias na regido Cortical da amigdala. Os animais do grupo VPA tiveram uma
reducao no numero total de espinhos dendriticos dessa regiao (p=0,022). Teste t de
Student.





