ANALISE DE microRNA NO MODELO ANIMAL DE AUTISMO E SEUS ALVOS
DE MATRIZ EXTRACELULAR
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Introducao

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) é uma desordem
heterogénea e multifatorial caracterizada por dificuldades na
interacao e comunicacao social e repertorio restrito de interesses e
atividades. A etiologia do TEA ainda é desconhecida, porém alguns
fatores ambientais, como a exposicao pré-natal ao acido valproico

Objetivo

Analisar o perfil de expressao de um conjunto de miRNA no sangue total
no modelo animal de TEA e buscar alvos que estejam relacionados a
matriz extracelular possivelmente associados com esse transtorno.

Método

(VPA), contribuem para aumentar o risco do desenvolvimento do

transtorno. Dessa maneira, a exposicdo pré-natal ao VPA é um Ratas Wistar prenhes receberam uma unica injegdo intraperitoneal (600 mg/kg) de
' VPA ou salina no dia embrionario 12,5 (E12,5), formando os grupos experimentais

método validado para inducao de modelo animal de TEA. v
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mensageiros. Niveis alterados de alguns miRNA podem estar
envolvidos com alteracdes proteicas presentes no TEA.

Tanto em pacientes como em modelos animais de TEA, foram
relatadas alteracdes dos componentes da matriz extracelular (MEC),
o que pode estar relacionado com alteracdes nos niveis de miRNA
gue regulam tais componentes.

Aos 30 dias pds-natal (P30), o sangue dos filhotes machos foi homogeneizado em
reagente Trizol® e foi realizada a extracao de RNA total. Na sequéncia, foi realizada a
transcricao reversa seguida de PCR quantitativo em tempo real, utilizando o método -
ANACt para calcular a expressao relativa dos miRNA selecionados neste estudo. Foram
realizados testes t de Student, com p<0,05 para determinar a diferenca significativa
nos niveis de miRNA entre os dois grupos.

Resultados e Discussao

O programa GeNorm elencou miR181a-5p, miR181b-5p, miR124-5p, miR195-5p, miR132-3p e miR198-5p como o0s mais estaveis, sendo esses considerados os
normalizadores. A expressao relativa do miR138-5p aumentou cinco vezes no grupo VPA, enquanto as expressdoes de miR199a-5p, miR125a-5p e miR25-3p
aumentaram aproximadamente duas vezes (Figura 1). As alteracdes causadas pelo VPA nos niveis de miRNA podem estar relacionados com algumas alteracdes da
matriz extracelular (Figura 2). A reelina, um componente alterado no TEA, é um alvo validado do miR138-5p nos humanos e predito em ratos (Tabela 1), sua reducao
pode estar relacionada com neurogénese e migracao celular alterados no TEA. Além disso, integrina a-5 é um alvo predito de miR25-3p em humanos. A MMP-9 é um
alvo validado para miR125a-5p em ratos e possui papel importante sobre a morfologia e funcionamento de espinhos dendriticos (Figura 3). Modificacbes estruturais
de espinhos dendriticos e da plasticidade sinaptica devido a alteracdes dos niveis desses miRNA podem estar envolvidos com alguns sintomas associados ao TEA.

Tabela 1. Alvos validados e preditos envolvidos na funcionalidade da MEC. 2
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VLDL{{ ApoER2 NMDAR Figura 1. Expressao relativa de miR138-5p, miR199a-5p, miR125a-5p e miR25-3p no sangue de ratos
i - de 30 dias expostos prenatalmente ao VPA comparado com grupo controle. Resultados expressos
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— \
— \ MEC
processada \/
] us1 \ integrinasﬁﬁ\\
Dinamica de

microtubulos

- Crescimento de neuritos

- Plasticidade sinaptica
- Maturacdo de espinhos dendriticos

A

Maturacao
de espinhos

Alongamento
de espinhos

l Neurogénese p/

[l mTORC1 ] <----

1

Figura 3. Envolvimento de miR-125a-5p nas mudanc¢as morfoldgicas de espinhos denditicos pela acao
da MMP-9. Os niveis elevados de MMP-9 desencadeiam o alongamento e a diminuicdo da espessura
de espinhos dendriticos durante os estagios iniciais do desenvolvimento. Porém, em estagio adulto,
a MMP-9 cliva proteinas desconhecidas da MEC liberando ligantes de integrinas que induzem o
alargamento de espinhos durante a LTP. Adaptado de Levy et al., Front. Neuroanat., 2014.
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Figura 2. Vias regulatdrias envolvidas pelo miRNA-138-5p no controle da sinalizacao dependente
de reelina provavelmente alterada no TEA. Adaptado de Herz and Chen, Nature Reviews
Neuroscience, 2006.
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Conclusao

Os alvos moleculares dos miRNA avaliados nesse trabalho sao correlacionados
com disfuncdes celulares possivelmente envolvidas na fisiopatologia do TEA,
incluindo alteracao da neurogénese, migracao celular e maturacao dos espinhos
dendriticos. Nosso estudo sugere que o perfil de expressao de miRNA pode ser
uma importante ferramenta para conduzir a identificacao de defeitos funcionais e
de sinalizacao da matriz extracelular provavelmente alterados no TEA.
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