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RESUMO 
 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA), segundo o DSM-5, se enquadra 
nos Transtornos do Desenvolvimento e é caracterizado por uma díade 
comportamental: 1) prejuízos na comunicação e interação social e 2) 
comportamentos repetitivos ou estereotipados. Apesar da etiologia do TEA ser 
desconhecida, tanto fatores genéticos quanto ambientais já foram associados à 
desordem, incluindo a utilização de ácido valproico (VPA) durante a gestação. 
Observando essa relação importante, desenvolveu-se um modelo animal de 
autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA, o qual já foi amplamente 
validado em aspectos comportamentais e moleculares. No primeiro capítulo 
desta tese, utilizamos o modelo animal de autismo obtido através de uma única 
injeção intraperitoneal de VPA (600mg/kg) no dia E12,5 nas ratas Wistar 
prenhes e testamos um tratamento pré-natal com resveratrol (RSV), através de 
injeções subcutâneas (3,6 mg/Kg) administradas nas ratas prenhes nos dias 
E6,5-E18,5. O tratamento pré-natal com RSV demonstrou ser capaz de 
prevenir alterações na sociabilidade recíproca, porém não teve impacto nos 
prejuízos na memória olfativa e comportamentos repetitivos induzidos pelo 
VPA. No que se refere aos dados de microRNA (miRNA), RSV foi capaz de 
prevenir a alteração na expressão de miR134-5p, o qual também se observou 
alterado em pacientes com TEA, juntamente com o miR138-5p, ambos com 
alvos associados à modulação do citoesqueleto na estrutura de espinhos 
dendríticos. Em conjunto, esses resultados demonstram que o RSV altera vias 
importantes no modelo, possivelmente através das suas características 
antioxidantes e anti-inflamatórias, as quais contrapõem os aspectos 
inflamatórios do VPA. Este trabalho permitiu o aprimoramento e melhor 
conhecimento da técnica de RT-qPCR para análise de miRNA, sendo tema do 
segundo capítulo da presente tese, reunindo diferentes estratégias que 
auxiliaram a superar potenciais problemas e interferentes no uso dessa técnica. 
Finalmente, no terceiro capítulo, utilizamos o modelo VPA para avaliar o efeito 
do tratamento pós-natal com suramina, através de uma única injeção 
subcutânea (20 mg/kg) administrada nos filhotes machos na idade P30. Este 
tratamento foi capaz de reverter alterações de sociabilidade, novidade social e 
comportamento do tipo ansioso, enquanto os prejuízos na sociabilidade 
recíproca, comportamento exploratório, estereotipia e processamento sensorial 
não foram revertidos por esse tratamento. Nos dados moleculares, a suramina 
não foi capaz de reverter o aumento de expressão nos receptores purinérgicos 
P2X4 (hipocampo e córtex pré-frontal medial) e P2Y2 (hipocampo), porém 
reverteu o aumento de IL-6 promovido pelo VPA. Assim, possivelmente a 
modulação comportamental associada à suramina parece não estar associada 
a interações específicas nos receptores purinérgicos, mas sim com uma 
modificação neuroimune através da interleucina pró-inflamatória IL-6, 
demonstrando a importância do sistema imunológico na fisiopatologia do TEA. 
De forma geral, a tese contribuiu para elucidar mecanismos envolvidos no 
desenvolvimento das características do tipo autista, demonstrando o papel 
relevante das alterações neuroimunes e da modulação de alvos por miRNA, as 
quais, em conjunto, podem contribuir para o desenvolvimento de métodos 
diagnósticos e adequação de estratégias farmacológicas voltados ao TEA. 
Palavras-chave: Comportamento animal, microRNA, neuroimune, PCR, 

resveratrol, sistema purinérgico, suramina, transtorno do espectro autista. 
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ABSTRACT 
 

According to DSM-5, Autism Spectrum Disorder (ASD) is a 
developmental disorder characterized by a behavioral dyad: 1) deficits in 
communication and social interaction, and 2) repetitive and stereotyped 
behaviors. Although the etiology of ASD is still unknown, both genetic and 
environmental factors have been associated with the disorder, including the use 
of valproic acid (VPA) during gestation. Observing this important relationship, 
an animal model of autism induced by prenatal exposure to VPA was 
developed, which has already been widely validated in behavioral and 
molecular aspects. In the first chapter of this thesis, we used the animal model 
obtained through a single intraperitoneal injection of VPA (600 mg/kg) at E12.5 
in pregnant Wistar rats and tested a prenatal treatment with resveratrol (RSV) 
by subcutaneous injections (3.6 mg/kg) administered in the pregnant rats at 
E6.5 to E18.5. The prenatal treatment with RSV was able to prevent changes in 
the reciprocal sociability, but had no impact on the deficits in olfactory memory 
and repetitive behavior induced by VPA. Regarding the microRNA (miRNA) 
data, RSV treatment was able to prevent the alteration in the expression of 
miR134-5p, which also was altered in ASD patients along with miR138-5p, both 
with targets associated with cytoskeletal modulation in the structure of dendritic 
spines. Taken together, these results demonstrate that RSV alters important 
pathways in the model, possibly through its antioxidant and anti-inflammatory 
properties, which counteract the inflammatory aspects of VPA. This work 
allowed the improvement and better knowledge of the RT-qPCR technique for 
miRNA analysis, which was the theme of the second chapter of this thesis, 
combining different strategies to overcome potential problems and interferences 
in this methodology. Finally, in the third chapter we used the same animal 
model to evaluate the effect of postnatal treatment with suramin after a single 
subcutaneous injection (20 mg/kg) administered to male pups at P30. This 
treatment was able to revert VPA-induced deficits in sociability, social novelty, 
and anxiety-like behavior, whilst present no effect on impairments in reciprocal 
sociability, exploratory behavior, repetitive behavior and sensory processing. In 
the molecular data, suramin was not able to reverse the increase of expression 
in the purinergic receptors P2X4 (hippocampus and medial prefrontal cortex) 
and P2Y2 (hippocampus), but reversed the VPA-induced increase of 
proinflammatory interleukin IL-6. Thus, behavioral modulation associated with 
suramin appears to be related not with specific interactions in purinergic 
receptors, but with a neuroimmune modification through the IL-6, indicating the 
importance of the immune system in the ASD pathophysiology. In general, the 
thesis contributed to elucidate the mechanisms involved in the development of 
autistic-like features, demonstrating the relevant role of neuroimmune 
alterations and the modulation of targets by miRNA, which, together, may 
contribute to the development of diagnostic methods and improvement of 
pharmacological strategies related to ASD. 
 
Key words:  animal behavior, ASD, microRNA, neuroimmune, PCR, purinergic 

system, resveratrol, suramin. 
.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Transtorno de Espectro Autista 

O autismo foi primeiramente descrito por Leo Kanner em 1943 como um 

distúrbio complexo, definido através de parâmetros comportamentais 

(KANNER, 1968). Desde então, diversas tentativas de categorizar 

adequadamente as pessoas com Transtorno do Espectro Autista (TEA) foram 

realizadas (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION (APA), 1994; APA, 

2000). Os Transtornos do Neurodesenvolvimento, nos quais o TEA se encaixa, 

se manifestam durante a primeira infância e os prejuízos no desenvolvimento 

resultam em alterações em habilidades sociais, acadêmicas, pessoais e 

ocupacionais (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION (APA), 2013). 

Segundo a quinta edição do Manual Estatístico e Diagnóstico dos 

Transtornos Mentais (DSM-5), o TEA atualmente agrupa, em uma única 

condição, quatro transtornos anteriormente separados - o autismo clássico, a 

síndrome de Asperger, o transtorno desintegrativo da infância e os transtornos 

globais do desenvolvimento não especificados (AMERICAN PSYCHIATRY 

ASSOCIATION (APA), 2013). Outra mudança significativa descrita no DSM-5 

em relação a edições anteriores é que a caracterização do espectro, 

anteriormente dividida em três áreas (prejuízo na sociabilidade, na 

comunicação e presença de estereotipias e comportamentos repetitivos), passa 

a ser agrupada em dois domínios comportamentais:  

1) Prejuízo na comunicação e interação social em múltiplos contextos, 

incluindo déficits na reciprocidade social, na comunicação não-verbal utilizada 

para interação social e em habilidades para iniciar, manter e entender 

relacionamentos; 
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2) Comportamentos repetitivos, atividades e interesses restritos e 

estereotipados.  

Mesmo que esses sintomas estejam presentes isoladamente em 

diversas outras doenças psiquiátricas, apenas a presença concomitante destes 

– agrupados nos dois domínios comportamentais acima citados - em um 

mesmo indivíduo é que caracteriza o TEA. Apesar de haver um padrão restrito 

para o diagnóstico, que deve incluir essas duas características principais, o 

TEA se apresenta como uma desordem heterogênea e multifatorial 

(GOTTFRIED et al., 2013): enquanto alguns pacientes possuem um vasto 

vocabulário e gramática, outros utilizam somente frases padronizadas e 

repetitivas e outros sequer falam. Além disso, comumente se observa na clínica 

que muitos dos movimentos estereotipados apresentados são em resposta a 

diversos tipos de estressores, entre eles, as dificuldades de adaptação a 

mudanças na rotina. 

O transtorno pode estar presente em indivíduos com manifestações 

distintas e abrangentes, de forma que dois indivíduos não compartilham o 

mesmo conjunto de características (GADIA; TUCHMAN; ROTTA, 2004; RAPIN; 

TUCHMAN, 2008). Contudo, todos os indivíduos apresentam necessariamente 

prejuízos nos dois domínios comportamentais já citados, os quais podem variar 

em intensidade, mas são presentes ao longo de toda vida (TUCHMAN; 

MOSHE; RAPIN, 2009). 

Apesar da crescente investigação em torno do TEA, existem diversas 

variáveis que podem dificultar a interpretação dos dados obtidos das 

pesquisas. Primeiramente, há uma dificuldade na obtenção de tecidos 

encefálicos de pacientes autistas vivos e, em tecidos post-mortem, não se sabe 
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ao certo se as alterações se referem à causa ou à consequência do TEA. Além 

disso, o quadro clínico de crianças e adolescentes, muitas vezes agravado, 

dificulta sua participação em estudos, fazendo com que muitos dados se 

originem de sujeitos autistas adultos. Adicionalmente, a heterogeneidade do 

TEA e a presença de outras comorbidades e síndromes em pacientes autistas 

dificultam as investigações e levam a incertezas a respeito dos dados obtidos, 

se são decorrentes do próprio TEA, ou relacionados a outros distúrbios. 

Embora diversas alterações moleculares e fisiológicas possam concorrer 

para o desencadeamento do TEA, o seu diagnóstico somente será possível 

após dois ou três anos de idade. Apesar de existirem sintomas que não podem 

ser percebidos nesta idade, muitos pais percebem problemas no progresso 

social ou comunicativo das crianças. Os prejuízos sociais não são 

propriamente claros na infância, porém gradualmente se tornam mais evidentes 

já que o indivíduo acaba, progressivamente, sendo exposto a situações mais 

diversas de interação social como o ingresso na vida escolar (DOVER; LE 

COUTEUR, 2007). 

1.2. Comorbidades associadas ao TEA 

Além da díade comportamental citada acima, que determina o seu 

diagnóstico, diversas outras características e comorbidades associadas são 

frequentemente observadas em indivíduos com TEA, mesmo não sendo 

necessárias no diagnóstico. Por exemplo, muitas crianças com TEA 

apresentam prejuízo intelectual, sendo que boa parte precisa de apoio social e 

educacional (BAUMAN, 2010; MEFFORD; BATSHAW; HOFFMAN, 2012). 

Além disso, pacientes com TEA podem apresentar hiperatividade, 

agressividade e automutilação, o que é mais comum entre aqueles que 
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possuem prejuízo cognitivo. Sintomas depressivos, psicóticos e 

comportamento suicida também podem ocorrer, e a frequência destes pode ser 

maior ou menor conforme as diferentes fases da vida (NAZEER; GHAZIUDDIN, 

2012). Ainda, impulsividade, déficit de atenção/hiperatividade, transtornos de 

ansiedade, problemas de conduta, depressão, distúrbios do sono e epilepsia 

também podem estar presentes (DUCHAN; PATEL, 2012; KAPLAN; 

MCCRACKEN, 2012; SILVER; RAPIN, 2012). 

Somado a essas comorbidades comportamentais, diversas alterações 

moleculares e fisiológicas podem ser observadas nesses indivíduos, incluindo 

problemas gastrointestinais, distúrbios hormonais e metabólicos (BAUMAN, 

2010), alterações sensoriais, tais como hipo ou hiper-responsividade a 

estímulos sonoros, visuais e táteis (BEN-SASSON et al., 2009; GRANDIN, 

2009; KERN et al., 2007), além de uma menor sensibilidade à dor (KLINTWALL 

et al., 2011). A epilepsia é uma das comorbidades mais frequentes no TEA, 

atingindo aproximadamente um terço dos indivíduos, com picos de ocorrência 

em diferentes fases da vida (DUCHAN; PATEL, 2012; KAPLAN; MCCRACKEN, 

2012; NAZEER; GHAZIUDDIN, 2012; SILVER; RAPIN, 2012). Além disso, 

doenças como Esclerose Tuberosa, Síndrome do X Frágil e Síndrome de 

Angelman são frequentemente associadas ao autismo (SILVER; RAPIN, 2012).  

A identificação de comorbidades associadas ao TEA é importante para 

melhorar a qualidade de vida desses pacientes, seja mediante tratamento 

farmacológico seja através de apoio social e educacional. Além disso, há um 

interesse no progresso da pesquisa em relação aos mecanismos moleculares e 

genéticos associados a esse distúrbio. 
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1.3. O desencadeamento do TEA 

O TEA tem se apresentado como um desafio para a comunidade 

científica e para a sociedade, uma vez que a etiologia deste transtorno é 

desconhecida e até o momento nenhum tratamento ou marcador clínico para 

diagnóstico foi identificado. Acredita-se que o TEA seja decorrente da 

associação entre fatores ambientais e genéticos. Pesquisas indicam que 

alterações genéticas contribuem para o desenvolvimento do TEA, sendo que 

esses componentes podem estar relacionados com sua etiologia e com o 

surgimento de sintomas e comorbidades associados (ABRAHAMS; 

GESCHWIND, 2008; AMEIS; SZATMARI, 2012; FREITAG et al., 2010; 

GREENBERG et al., 2001; GRIGORENKO, 2009; RONALD; HOEKSTRA, 

2011). Estudo com gêmeos apresenta concordância de 60% no autismo 

clássico em monozigóticos contra 0% em dizigóticos (MUHLE; 

TRENTACOSTE; RAPIN, 2004). A alta concordância em monozigóticos é um 

indicativo de que a herança genética é um fator determinante no 

desencadeamento do autismo. Algumas condições genéticas, como Síndrome 

do X-frágil e Esclerose Tuberosa, tem alta correlação com TEA (BELMONTE et 

al., 1995; BROWN et al., 1982; FELICIANO et al., 2013; NUMIS et al., 2011; 

TURK; GRAHAM, 1997). A idade avançada dos genitores, independentemente 

do sexo, parece estar envolvida no desencadeamento do TEA (DURKIN et al., 

2008). Porém, fatores como baixa fertilidade e mudança do estilo de vida em 

pessoas com mais de 40 anos também são possíveis explicações para esse 

achado (OLSEN; ZHU, 2009). 

Outros componentes intimamente envolvidos com o desencadeamento 

do TEA são as alterações no sistema imunológico durante a gestação 

(PATTERSON, 2009). Observações epidemiológicas sugerem que a exposição 
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a teratógenos durante a gestação poderia estar relacionada  ao 

desencadeamento do TEA, destacando-se o ácido valproico (VPA) 

(CHRISTENSEN et al., 2013; CHRISTIANSON; CHESLER; KROMBERG, 

1994; MOORE et al., 2000; SMITH; BROWN, 2014; WILLIAMS et al., 2001; 

WILLIAMS; HERSH, 1997). Essas observações auxiliaram o estabelecimento 

de um modelo animal para o estudo de autismo induzido farmacologicamente 

pela exposição pré-natal ao VPA (RODIER et al., [s.d.]; SCHNEIDER; KOCH, 

2005). Posterior ao desenvolvimento do modelo, ainda foi demonstrado que o 

VPA aumenta significativamente a incidência de autismo nos filhos de mães 

que faziam uso deste medicamento durante a gestação, especialmente no 

primeiro trimestre (CHRISTENSEN et al., 2013; HARDEN, 2013). 

1.4. Modelo animal de autismo induzido pela exposição ao VPA 

Entre modelos animais que induzem comportamentos do tipo autista, a 

exposição pré-natal ao VPA em roedores é um dos mais caracterizados. Os 

filhotes machos de fêmeas expostas ao VPA apresentam várias características 

semelhantes às encontradas em pacientes com autismo, assemelhando-se 

tanto aos sintomas centrais quanto a algumas comorbidades observadas no 

TEA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; ROULLET et al., 2010; SCHNEIDER; 

KOCH, 2005; SCHNEIDER et al., 2008a). Os animais do modelo apresentam 

prejuízos comportamentais correspondentes aos observados em pacientes 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), fato esse de extrema importância, visto que o 

diagnóstico do TEA é dado através da avaliação comportamental. Entre os 

comportamentos alterados, destacam-se atividade exploratória aumentada em 

campo aberto (SCHNEIDER et al., 2008a; TSUJINO et al., 2007), aumento de 

padrões comportamentais estereotipados (SCHNEIDER et al., 2008a) e do tipo 
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ansioso (MARKRAM et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008a), rigidez 

comportamental (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), aumento da memória de 

tarefas aversivas (MARKRAM et al., 2008), menor sensibilidade a estímulos 

nocivos (SCHNEIDER et al., 2008a; WANG et al., 2016) e prejuízos sociais 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER; KOCH, 2005; YOCHUM et al., 

2008). Alterações no ciclo sono-vigília e diminuição nas interações sociais e 

nas respostas emocionais são características predominantes no autismo e 

foram também relatados no modelo animal (TSUJINO et al., 2007).  

Os roedores expostos ao VPA expressam também alterações 

moleculares semelhantes às observadas no TEA (GOTTFRIED et al., 2013), 

incluindo o funcionamento alterado dos sistemas opioidérgicos (SCHNEIDER et 

al., 2007), serotoninérgicos (TSUJINO et al., 2007), dopaminérgicos (TSUJINO 

et al., 2007), gabaérgicos (FUKUCHI et al., 2009) e glutamatérgicos (BRISTOT 

SILVESTRIN et al., 2013).  

O modelo animal já demonstrou apresentar validade de face (fortes 

semelhanças fenotípicas e fisiopatologia relacionada) e validade de construto 

(um mesmo fator de risco; neste caso, exposição ao VPA durante o período 

embrionário). Em relação à validade preditiva,  muitos autores divergem nessa 

questão em relação ao modelo VPA, uma vez que não se conhecem quais 

rotas biológicas estão envolvidas nessa resposta (ROULLET; LAI; FOSTER, 

2013); porém, há fortes indícios que o modelo VPA também possua validade 

preditiva, ou seja, uma mesma resposta a tratamentos que visam controlar 

sintomas e comorbidades do TEA (MABUNGA et al., 2015). Portanto, esse 

modelo pode ser usado para elucidar alvos com a finalidade de aperfeiçoar 
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intervenções farmacológicas para prevenção, reversão ou atenuação de 

sintomas semelhantes ao TEA (TYZIO et al., 2014). 

Uma vez que os critérios para diagnóstico do TEA são clínicos e 

resultam de análises comportamentais, atualmente, é impossível estudar esse 

transtorno em humanos antes da manifestação dos sintomas. Devido às suas 

peculiaridades, os modelos animais fornecem a oportunidade de análise de 

alterações do desenvolvimento que podem desencadear as características do 

TEA (FAVRE et al., 2013; KATAOKA et al., 2013). Dessa forma, surge a 

possibilidade de estudo e manipulação de vias biológicas para compreensão e, 

até mesmo, prevenção do surgimento das alterações comportamentais típicas 

do TEA. Uma das principais metas do nosso grupo de pesquisa é a modulação 

de gatilhos etiológicos por moléculas que agem em alguns sistemas de 

sinalização como tentativa de prevenir ou atenuar o efeito do VPA após a 

indução do modelo de autismo. 

1.5. MicroRNA 

Os microRNA (miRNA) são pequenos RNA não-codificantes com 19-25 

nucleotídeos que atuam como reguladores da tradução de RNA mensageiros 

em suas correspondentes proteínas. Assim, eles se destacam como elementos 

essenciais no controle de diversos processos celulares durante o 

desenvolvimento e na fase adulta (AMBROS, 2004). Desde sua primeira 

descrição em 1993 (LEE; FEINBAUM; AMBROS, 1993), muitos estudos têm 

mostrado que essas moléculas são capazes de controlar seus RNA 

mensageiros alvos através da interação principalmente com suas regiões 

3’UTR (BARTEL, 2009; FILIPOWICZ; BHATTACHARYYA; SONENBERG, 

2008).  
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Quanto à biogênese, os miRNA são gerados a partir de regiões 

específicas de diversos genes, os quais são transcritos em um miRNA primário 

longo (pri-miRNA) pela enzima RNA polimerase III (BORCHERT; LANIER; 

DAVIDSON, 2006). Depois de transcrito, o pri-miRNA é clivado no núcleo por 

um complexo formado pelas proteínas Dgcr8 e Drosha a uma estrutura mais 

curta em forma de grampo, com 50-120 nucleotídeos, a qual constitui o miRNA 

precursor (pré-miRNA)(YANG et al., 2006).  O pré-miRNA é então transportado 

para o citoplasma pela proteína exportina 5 (YI et al., 2005). Uma vez no 

citoplasma, o pré-miRNA sofre a ação da enzima Dicer, uma RNAase III, 

produzindo então uma fita dupla (miRNA: miRNA*) de aproximadamente 22 

pares de bases. Após a separação desse duplex, uma das fitas (miRNA*) será 

degradada e outra (miRNA) será acoplada a um complexo silenciador induzido 

por RNA (do inglês, RISC) (OKAMURA et al., 2008). O complexo RISC, por sua 

vez, liga-se em sequências localizadas predominantemente na região 3’UTR do 

RNA mensageiro, podendo bloquear a sua tradução e/ou conduzi-lo à 

degradação (DOENCH; SHARP, 2004; KEDDE et al., 2007; LIU, 2008). Além 

de regular o processo de tradução, sabe-se que os miRNA podem influenciar a 

transcrição gênica, uma vez que interferem nos níveis de fatores de transcrição 

(KOSIK, 2006).  

Para que haja um reconhecimento específico do RNA mensageiro alvo 

pelo seu miRNA, não é necessária a complementaridade total de bases entre 

essas duas sequências. Em vez disso, uma pequena sequência de 6–8 

nucleotídeos na extremidade 5’ do miRNA, conhecida como sequência ‘‘seed”, 

proporciona grande parte da regulação gênica via miRNA (GRIMSON et al., 

2007). De fato, complementaridades parciais entre sequências de miRNA e as 
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regiões terminais 3’ UTR dos RNA mensageiros alvos são suficientes para 

impedir sua translação ou proporcionar sua desestabilização. Pelo fato da 

exigência desse pequeno número de bases para essa regulação, um grande 

número de transcritos pode ser alvos de um único miRNA. Por outro lado, um 

único RNA mensageiro pode ser negativamente regulado por diversos miRNA 

(FRIEDMAN et al., 2008).  

Os miRNA estão possivelmente envolvidos em todos os processos 

biológicos, por modificar e a modular a tradução de milhares de RNA 

mensageiros (KAMAL; MUSHTAQ; GREIG, 2015). Assim, podem participar na 

regulação de vários processos celulares fisiológicos e patológicos, incluindo o 

desenvolvimento do embrião, proliferação, migração e diferenciação celular, 

apoptose, sobrevivência, tumorigênese e plasticidade sináptica (BRODERICK; 

ZAMORE, 2011). Diversas interações entre miRNA e seus alvos já foram 

validadas experimentalmente em diferentes espécies e diversas interações 

entre rotas de sinalização já foram descritas (HSU et al., 2011). Assim, há uma 

crescente evidência que os miRNA possuem funções centrais nessas rotas 

através da regulação da tradução de seus componentes proteicos. Em 

contrapartida, foi demonstrado que algumas dessas rotas de sinalização 

podem, por si só, modular a expressão de diversos miRNA (DAVIS-

DUSENBERY; HATA, 2010), resultando em uma dependência funcional 

bidirecional entre miRNA e rotas de sinalização. 

Os miRNA são particularmente abundantes no sistema nervoso central 

(SNC), sendo que algumas populações se encontram enriquecidas em regiões 

encefálicas específicas (CAO et al., 2006; SAUGSTAD, 2010). Eles estão 

envolvidos no desenvolvimento do sistema nervoso, na manutenção do 
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fenótipo neuronal, bem como na diferenciação celular. Exemplos de miRNA 

com essas funções são miR-430, miR-9 e miR-124 (BARBATO et al., 2008). 

Além disso, esses pequenos reguladores também são expressos em dendritos, 

como o miR-134, que regula negativamente o tamanho de espinhos dendríticos 

e sua ação é bloqueada pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

(SCHRATT et al., 2006) e o miR-138, que tem papel na maturação dessas 

estruturas (SIEGEL et al., 2009). Alguns miRNA, como o miR-132 e o miR-124,  

influenciam a síntese local de proteínas, estando implicados, assim, na 

plasticidade sináptica (BARBATO et al., 2008; SAUGSTAD, 2010; WAYMAN et 

al., 2008). 

Níveis alterados de alguns miRNA têm sido implicados em várias 

desordens do SNC, como doença de Alzheimer, doença de Parkinson, doença 

de Huntington, atrofia lateral amiotrófica, esquizofrenia e TEA (DE SMAELE; 

FERRETTI; GULINO, 2010; SAUGSTAD, 2010). No entanto, ainda há poucos 

estudos demonstrando o papel dos miRNA no contexto de TEA (KAMAL; 

MUSHTAQ; GREIG, 2015). Em um estudo, 470 miRNA humanos foram 

avaliados em seis pacientes com TEA e seis indivíduos neurotípicos e 

verificou-se que nove dos 470 miRNA apresentavam níveis aumentados ou 

diminuídos nos pacientes autistas, sugerindo o envolvimento dos miRNA na 

fisiopatologia do TEA (TALEBIZADEH; BUTLER; THEODORO, 2008). Outros 

estudos também sugerem alterações na regulação de vários miRNA 

associados ao TEA, dentre eles miR-132, miR-146a, miR-23a, miR-23b 

(TALEBIZADEH; BUTLER; THEODORO, 2008), miR-106b e miR-23a (ABU-

ELNEEL et al., 2008). 
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A identificação sistemática e a caracterização de miRNA pode auxiliar na 

elucidação de mecanismos envolvidos no desencadeamento do TEA e também 

representar uma possível estratégia promissora como potenciais 

biomarcadores que podem ser obtidos de forma não invasiva para a detecção e 

diagnóstico precoce do TEA, uma vez que podem ser isolados a partir de 

amostras biológicas facilmente obtidas de pacientes, como sangue e saliva, as 

quais, a priori, refletem o perfil de expressão de miRNA no SNC. 

1.6. Resveratrol 

O resveratrol (3,4,5’-trihidroxiestilbeno - RSV) é um composto 

polifenólico de ocorrência natural, produzido por diversas plantas para protegê-

las contra a radiação ultravioleta, ataques de fungos e outros danos (PHILIPPE 

JEANDET et al., 2002; SCHOUTEN et al., 2002). O RSV foi primeiramente 

isolado de raízes da planta heléboro-branco (Veratrum album) na década de 

40. Desde então, soube-se que esta molécula também está presente em uvas, 

pinhos, amendoins e no vinho tinto, possuindo diversos efeitos biológicos 

(FRÉMONT, 2000; VANG et al., 2011). 

Nas últimas duas décadas, os polifenóis, especialmente o RSV, 

receberam atenção especial da comunidade científica por meio de estudos 

mostrando seus papéis protetores e terapêuticos em diversas patologias, 

incluindo câncer (GUPTA et al., 2011; JANG et al., 1997; NUTAKUL et al., 

2011) e diabetes (HUANG et al., 2010; YAO et al., 2015). Adicionalmente, 

diversos estudos já demonstraram efeitos anti-inflamatórios (LEE et al., 2015; 

SÁNCHEZ-FIDALGO et al., 2010) e antioxidantes (MOHAMMADSHAHI; 

HAIDARI; SOUFI, 2014) dessa molécula, os quais poderiam explicar o 

aumento da expectativa de vida proporcionado pelo tratamento com RSV em 
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algumas espécies (BAUR et al., 2006; HOWITZ et al., 2003; WOOD et al., 

2004). Ainda, estudos ressaltam seus efeitos neuroprotetores (QUINCOZES-

SANTOS; GOTTFRIED, 2011; TANG, 2010).  

Em estudo recente de nosso grupo de pesquisa, um tratamento pré-natal 

com RSV foi capaz de prevenir os prejuízos de sociabilidade na prole no 

modelo animal de autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA 

(BAMBINI-JUNIOR et al., 2014). Adicionado a isso, um novo estudo do nosso 

grupo mostrou que essa molécula também é capaz de prevenir prejuízos 

sensoriais neste mesmo modelo animal (FONTES-DUTRA et al., 2018). Esses 

resultados possibilitam o uso dessa molécula como ferramenta crucial para a 

compreensão da fisiopatologia do TEA, bem como no auxílio nos estudos de 

rotas biológicas e estruturas envolvidas em sua etiologia, tanto em embriões 

quanto em idades pós-natal. 

Apesar desses diversos estudos em modelos animais e culturas 

celulares, dados de testes clínicos em humanos ainda estão em 

desenvolvimento (PANGENI et al., 2014; TOMÉ-CARNEIRO et al., 2013), de 

forma que não se recomenda a suplementação de RSV em quantidades 

superiores àquelas obtidas através do consumo de alimentos que contenham 

essa molécula. 

1.7. Sinalização purinérgica e TEA 

Há uma crescente evidência do papel das disfunções mitocondriais no 

TEA (FILIPEK et al., 2003; TSAO; MENDELL, 2007), sendo que um estudo 

mostrou que os níveis de DNA mitocondrial estavam aumentados em crianças 

com TEA (PICARD et al., 2014). Além disso, um comprometimento do 

metabolismo energético mitocondrial tem sido proposto para desempenhar um 
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papel no desencadeamento do TEA (LOMBARD, 1998; PASTURAL et al., 

2009; PATOWARY et al., 2017). É importante notar que o ATP extracelular de 

origem mitocondrial é um sinal de alarme universal liberado pelas células sob 

estresse. Esse ATP liberado pode, em células adjacentes, desencadear 

processos inflamatórios (CHAN; GOLD; VON AHSEN, 2011; CORRIDEN; 

INSEL, 2010; FAAS; SÁEZ; DE VOS, 2017) e induzir uma intensa reação 

autoimune (THEOHARIDES; ASADI; PATEL, 2013; ZHANG et al., 2012). 

Aproximadamente 50% do conteúdo mitocondrial que é liberado contém ATP, 

cuja ação pode ser bloqueada por inibidores de receptores purinérgicos 

(DUBYAK, 1991; KRISHTAL; MARCHENKO; PIDOPLICHKO, 1983).  

Os receptores purinérgicos ionotrópicos P2X são uma classe de canais 

hetero e homotriméricos permeáveis a cátions que se ligam ao ATP 

extracelular (FREDHOLM et al., 1994; RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Entre 

os sete receptores da família dos P2X (P2X1 a P2X7), o receptor P2X4 é de 

especial interesse como regulador do sistema nervoso e é encontrado em 

grandes quantidades no encéfalo (BORTOLATO et al., 2013; RUBIO; SOTO, 

2001). Além disso, parece estar envolvido na regulação do sistema 

neuroendócrino (ZEMKOVA et al., 2010), na plasticidade hipocampal (BAXTER 

et al., 2011), na modulação da atividade dos receptores GABA-A (JO et al., 

2011) e nos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (BAXTER et al., 2011). 

Outras subunidades P2X, como os subtipos P2X2 e P2X7, estão envolvidas na 

proliferação neural e na especificação do fenótipo de diferenciação (GLASER 

et al., 2014; GLASER; RESENDE; ULRICH, 2013), bem como em respostas 

sensoriais (LEWIS et al., 1995) e inflamatórias (BARICORDI et al., 1999), as 
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quais foram demonstradas alteradas em pacientes com TEA (TOMCHEK; 

DUNN, 2007) e no modelo VPA (SCHNEIDER et al., 2008b). 

Os receptores P2Y, uma classe de receptores purinérgicos acoplados à 

proteína G, são determinantes fundamentais em muitas respostas fisiológicas, 

incluindo neuromodulação (GUZMAN; GEREVICH, 2016; PUCHAŁOWICZ et 

al., 2015; VON KÜGELGEN; HOFFMANN, 2016), vasodilatação (RALEVIC; 

DUNN, 2015), inflamação (GUZMAN; GEREVICH, 2016) e migração celular 

(HARDEN et al., 2010). Em mamíferos com o SNC já desenvolvido, o receptor 

P2Y2 torna-se expresso em astrócitos corticais e neurônios, sob condições de 

lesão cerebral, e sua ativação tem um papel neuroprotetor, regulando a 

proliferação e migração de astrócitos e promovendo a estabilização de neuritos 

(BURNSTOCK, 2007; PETERSON et al., 2010; WEISMAN et al., 2012). 

Publicações recentes demonstraram que a suramina, um antagonista 

inespecífico de receptores purinérgicos, foi capaz de reverter alterações 

comportamentais e metabólicas em modelo de TEA induzido por ativação 

imune materna (NAVIAUX et al., 2014, 2013), bem como em um modelo 

genético de Síndrome do X Frágil (NAVIAUX et al., 2015). É importante notar 

que a análise metabolômica identificou vias bioquímicas associadas a 

melhorias de sintomas que se sobrepõem tanto a pessoas com TEA quanto a 

modelos animais, as quais foram previamente identificadas como mediadoras 

funcionalmente relacionadas da resposta ao perigo celular evolutivamente 

conservada (NAVIAUX et al., 2015). No entanto, os autores não conseguiram 

explicar como um efeito anti-purinérgico poderia prevenir as mudanças 

comportamentais no modelo de rato poli (I:C), os quais mostraram ser 

dependentes dos níveis elevados de interleucina 6 (IL-6) (SMITH et al., 2007), 
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nem como os efeitos terapêuticos foram alcançados no modelo genético. No 

entanto, a suramina é inespecífica e pode apresentar outros efeitos, tais como 

afetar os receptores acoplados a proteínas G (BOLITHO et al., 2007), inibir a 

secreção de mastócitos (JAFFAR; PEARCE, 1990), proliferação de linfócitos T 

(NOVALES-LI, 1996) e atividade bactericida de leucócitos polimorfonucleares 

(ROILIDES et al., 1993).  

1.8. Interações neuroimunitárias e TEA 

Diversas alterações envolvendo o SNC foram observadas em modelos 

de autismo em roedores pela exposição pré-natal ao VPA (BAUM; 

STEVENSON; WALLACE, 2015; JUMAH et al., 2016; YANG et al., 2016). No 

entanto, uma hipótese existente na pesquisa sobre o autismo que pode explicar 

seus mecanismos é o envolvimento de componentes do sistema imunitário no 

desencadeamento deste transtorno (CHOI et al., 2016; GESUNDHEIT et al., 

2013; KUGELBERG, 2016). Histórico familiar de doenças autoimunes 

(SWEETEN et al., 2003) e níveis alterados de citocinas inflamatórias 

(RATAJCZAK, 2011) são algumas das evidências que sugerem a relação entre 

sistema imunitário e TEA. 

Estudos prévios demonstraram que existem alterações no sistema 

imunológico durante a gestação que parecem estar intimamente envolvidas 

com o desencadeamento do TEA (PATTERSON, 2009). Evidências 

epidemiológicas relacionam ativação do sistema imunológico materno durante 

a gestação e alterações genéticas relacionadas ao sistema imunológico com o 

desenvolvimento de TEA pela prole (ATLADÓTTIR et al., 2010; CROEN et al., 

2005; KORVATSKA et al., 2002). Esses achados são corroborados por estudos 

envolvendo modelos animais (BAUMAN et al., 2014; MALKOVA et al., 2012) e, 
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juntamente com as alterações imunológicas encontradas em pessoas com TEA 

(ASHWOOD et al., 2011), ajudam a estabelecer a natureza imunológica desse 

transtorno.  

Além de tecidos periféricos, alterações imunológicas em tecidos 

encefálicos já foram descritas em indivíduos com TEA (GOINES; ASHWOOD, 

2013). Análises de tecidos encefálicos post mortem revelaram indícios de 

neuroinflamação devido ao aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, 

principalmente IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-y, ativação neuroglial (ROSE; 

ASHWOOD, 2014) e alterações gênicas diretamente envolvidas com o sistema 

imunológico (LINTAS et al., 2011). 

Adicionalmente, indivíduos diagnosticados com TEA frequentemente 

apresentam anormalidades linfocitárias. Proporções e quantidades reduzidas 

de linfócitos T CD4+ foram observadas em estudo com 25 pacientes (YONK et 

al., 1990). Apesar de não haver relatos de infiltração linfocitária no SNC de 

pacientes com TEA, existe a possibilidade de isso ocorrer durante a gestação 

ou durante a primeira infância (GESUNDHEIT et al., 2013). Por outro lado, já 

foi relatada infiltração linfocitária no sistema gastrointestinal de pacientes com 

TEA, com um número aumentado de células CD4+ e CD8+ e produção elevada 

de citocinas inflamatórias por essas células (ASHWOOD et al., 2003; 

ASHWOOD; WAKEFIELD, 2006). 

Além dessas evidências encontradas diretamente em indivíduos com 

TEA, já foi demonstrado que existe uma relação entre ativação imune materna 

(alterações pró-inflamatórias maternas durante a gestação) com o nascimento 

de filhos com TEA, variando a desordem conforme o período de exposição 

(MEYER et al., 2008). Adicionalmente, já foi demonstrada uma correlação 
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positiva entre infecção materna viral ou bacteriana nos dois primeiros trimestres 

de gestação com o desenvolvimento de TEA nos seus filhos (ATLADÓTTIR et 

al., 2010). 

Nesse contexto, variações nos níveis de citocinas maternas destacam-

se como prováveis candidatos para mediar a comunicação entre sistema 

imunitário materno e fetal. Aumentos nos níveis de IL-6 durante a gestação é 

um dos fatos correlacionados com TEA na prole (SMITH et al., 2007). Estudos 

demonstram que ativação imune materna altera o desenvolvimento do encéfalo 

do feto através de receptores de IL-6 (SMITH et al., 2007). Somado a isso, já 

foi demonstrado que o VPA causa alterações imunitárias (ICHIYAMA et al., 

2000; ROSSI et al., 2012) e que as citocinas maternas são capazes de chegar 

ao feto durante o período crítico da gestação frequentemente utilizado para 

indução do modelo animal de autismo (DAHLGREN et al., 2006). Dessa forma, 

o estudo do balanço entre citocinas pró- e anti-inflamatórias no modelo animal 

de autismo induzido por exposição ao VPA pode gerar respostas que 

sustentem a hipótese neuroimunológica. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar parâmetros comportamentais e moleculares no modelo animal de 

autismo induzido por exposição pré-natal ao ácido valproico e o possível efeito 

preventivo de resveratrol e reversivo de suramina sobre os parâmetros 

avaliados. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

Parâmetros comportamentais: 

- Avaliar possíveis alterações comportamentais no modelo VPA e o efeito do 

tratamento pré-natal com RSV ou tratamento pós-natal com suramina, por meio 

dos seguintes parâmetros comportamentais: sociabilidade, comportamentos 

repetitivos, comportamento do tipo ansioso e parâmetros sensoriais; 

Quantificação de miRNA: 

- Analisar a expressão relativa de um grupo de miRNA no modelo VPA, 

combinado ou não ao tratamento pré-natal com RSV; 

Expressão gênica:  

- Quantificar os níveis de RNA mensageiros de receptores purinérgicos no 

modelo animal de autismo, combinado ou não com o tratamento pós-natal com 

suramina; 

- Quantificar os níveis de RNA mensageiros de citocinas pró-inflamatórias no 

modelo animal de autismo, combinado ou não ao tratamento pós-natal com 

suramina. 

Análise descritiva sobre a análise de miRNA: 
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- Revisar algumas técnicas disponíveis para quantificação de miRNA e 

descrever detalhes importantes na realização da técnica de RT-qPCR para 

avaliação dessas moléculas. 
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Abstract 

MicroRNA (miRNA) is a group of small non-coding RNA that control protein 

expression, emerging emerge as important regulators of several biological 

processes and may exert important roles in triggering and progress of several 

disorders. The presence of miRNA in different cell types, tissues and even in 

body fluids has implicated these small RNA as potential biomarkers of several 

diseases. However, in order to explore miRNA in this feature, it is required the 

use of expensive methodological sequencing. On the other hand, miRNA may 

provide important clues about altered pathways and mechanisms involved in 

several diseases, in addition to provide new possibilities for therapeutic 

strategies. In this context, RT-qPCR emerges as a more accurate and less 

expensive method able to supply the biomedical research about this field. Here, 

we report several key procedural aspects of miRNA quantification in tissues and 

peripheral compartments. We also highlight some cautions to be taken during 

the RT-qPCR experiments, in order to obtain more accurate and reliable results 

about miRNA relative expression in context of several human disorders. 
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Introduction 

Since the discovery of the first miRNA in 1993 [1], the knowledge about 

these small molecules has been growing up year after year. Once it was 

discovered that miRNA are widespread in both plant and animal kingdoms and 

exhibit a complex expression profile [2–4], the study of these small molecules 

has attracted much importance in the last years.  

In physiological conditions, miRNA may regulate cell differentiation, cell 

proliferation and survival, and metabolism, among many other functions [5]. 

Once miRNA regulate thousands of genes, it is not surprising that the disruption 

of their pattern of expression may be related to onset and progression of 

several diseases, including neuropsychiatric diseases. Thus, since miRNA 

research has made a significant impact on all aspects of biomedical research, 

their potential role as prognostic and predictive biomarkers in patient 

management has been described [6–11]. In addition to these prognostic 

approaches, miRNA can provide a better understanding of pathway regulation 

in model systems to explain coordinated gene expression changes in diseases 

and create new possibilities for mechanistic studies in order to investigate new 

nucleic acid–based therapies. 

Biological sources of miRNA 

Several studies have been supported the evidence that miRNA play a 

role in central nervous system (CNS) development and homeostasis, including  

neurogenesis, neuronal differentiation and survival, glial function, 
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synaptogenesis an neuroplasticity [12–15]. Post mortem brain analysis has 

been revealed significant alterations in miRNA levels in several CNS diseases, 

including schizophrenia [16,17], bipolar diseases [18,19], Alzheimer’s disease, 

Parkinson’s disease and Autism Spectrum Disorders [20]. 

In human CNS disorders, the research is frequently dependent of the 

reliability on peripheral sources of miRNA to obtain useful data to the better 

understanding of disease mechanism and therapeutics, since living brain tissue 

samples are poorly accessible from human subjects, which make more difficult 

the investigation of miRNA levels in CNS disorders. 

The remarkable discovery that stable miRNA could be found in total 

blood, serum and plasma was soon confirmed and extended by many 

researchers [21–23]. Recent studies demonstrated that miRNA can pass to 

bloodstream from cells or tissues and organs [24–26], which makes reasonable 

to assume that changes in miRNA levels in blood reflect possible changes in 

other tissues, including CNS.  Based on this, several researchers focused on 

the possibility that changes in levels of circulating miRNA could be adopted as 

less invasive or even noninvasive biomarkers for a variety of pathological 

conditions.  

Two major sources of circulating miRNA are extracellular miRNA and 

miRNA within peripheral mononuclear blood cells (PBMC) [27,28].  Extracellular 

miRNA is most certainly found in conjugated forms, because naked miRNA 

degraded within seconds due to high levels of nucleases in blood. Several 

reports have demonstrated that extracellular miRNA obtains its stability through 

several mechanisms. Serum stability can result from the formation of complexes 

between circulating miRNA and specific proteins [29–31].  However, although 
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the extracellular miRNA are stable in purified plasma or serum, it is 

recommended that the blood be processed within 2-4 hours in EDTA tubes[32], 

once citrate and heparin can interfere in PCR analysis [33]. In addition to this, 

cellular components of blood can release miRNA until separation procedure, so 

that miRNA from blood cells can contributes to extracellular miRNA levels found 

is plasma or serum [34]. Expression of circulating miRNA may also be 

determined from isolated peripheral blood mononuclear cells [28,35], which can 

be very interesting when the studied disorder is associated to immune and 

inflammatory impairments.  

In addition to these blood-derived samples, miRNA expression may be 

also obtained from other body fluids, including whole urine, saliva and 

cerebrospinal fluid [36]. Other studies have found miRNA within circulating 

exosomes and other microvesicles, which ensure their stability even in naked 

form. However, to attend biomedical research, it is necessary to clarify if the 

miRNA levels in these compartments are able to resemble biological processes 

in the brain, arguably the most unique of organs with a distinct composition and 

cellular milieu. Besides, the miRNA content in these alternative samples should 

be sufficient to provide accurate and satisfactory results. Unfortunately, the 

most promising human samples available to biomarkers discovery (those 

obtained by less invasive manners) usually have very low miRNA content, 

which requires additional – and frequently more expensive – methods to 

improve the miRNA quantification.  

miRNA profiling techniques  

The miRNA analysis from a sample can be accomplished in several 

ways, each of which has advantages and limitations. The choice of technique to 
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be used for miRNA analysis depends on its purpose. Today, the major 

approaches are microarrays, RNAseq, and RT-qPCR.  

Screening with microarrays requires relatively large amounts of RNA 

input and is limited in both sensitivity and dynamic range. The range of miRNA 

expression in a typical cell is several orders of magnitude larger than the 

dynamic range of microarray, therefore a large number of expressed sequences 

will be undetectable. Likewise, it is obvious that only is possible to detect 

miRNA species that have corresponding assays on the array, meaning that this 

tool is not a suitable for discovery of new miRNA species. In addition to these 

disadvantages, microarrays are currently a very expensive assay, due the high 

costs of available platforms, which should include specific probes for every 

miRNA to be analyzed. 

Next-generation sequencing (NGS) of RNA, often called RNA-seq, is a 

relatively new technology that takes advantage of massively parallel sequencing 

on a solid support. This technique is highly suited to discovery, enabling 

characterization of SNPs, mutations, processing variants, and novel miRNA 

species. RNA-seq is generally regarded as a screening technology. It 

characterizes all sequences in a sample in a semi-quantitative, but exhaustively 

thorough, manner. Thus, RNA-seq technique plays an essential role in search 

for biomarkers for several diseases, since it is highly suited to discovery novel 

miRNA species [10,37]. On the other hand, microarray and RT-qPCR 

techniques require prior knowledge of the sequences of all the miRNA to be 

investigated.  

Although miRNA represent a relatively abundant class of transcripts, their 

expression levels vary greatly among species, organs, tissues and cell types 
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[38]. Thus, depending on nature and amount of sample, some less abundant 

miRNA routinely escape detection with technologies such microarray analysis 

[39,40].  

For miRNA profiling, RT-qPCR is actually the preferred method for 

accurate and sensitive detection of miRNA and other small RNA. In a single 

run, miRNA ranging from 10 to 107 copies can be accurately quantified. Sample 

requirements for RT-qPCR are much lower than for RNA-seq or microarrays. 

Excellent sensitivity can be achieved with less than 1 μg. From serum or 

plasma, this corresponds to the miRNA content of approximately 100 μl sample. 

In addition, RT-qPCR allows miRNA profiling from other body fluids that have 

far less miRNA than serum, such as cerebrospinal fluid, saliva and urine. RT-

qPCR is an excellent technique for studies of molecular mechanisms involving 

one or a few miRNA, whose sequences have already been described and well 

known. In addition, one must have prior knowledge if this group of miRNA to be 

analyzed is expressed in the species, organs and tissues or cells of interest.  

On the other hand, the RT-qPCR technique alone is not able to supply 

some research needs. For example, in the search for possible miRNA that 

could serve as potential biomarkers (including some miRNA whose sequence is 

still unknown) for certain pathological conditions, the methodology requires a 

previous screening of all the possible miRNA expressed in the study species, in 

general human. For this purpose, microarray and RNA-seq techniques are more 

useful. 

Principle of the RT-qPCR for miRNA quantification 

Quantification of miRNA with RT-qPCR was first proposed by Chen. 

Here, we listed the main points to be considered on the investigations of miRNA 
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relative expression from various biological samples and some methodological 

procedures about RT-qPCR. 

RNA isolation: 

The outcomes of miRNA analysis depend on several aspects of the 

overall process, beginning with the nature of the sample and the way it is 

collected, preserved and processed. Generally, all procedures must be carefully 

performed in order to avoid sample contamination. The collection of fresh 

samples requires their preservation by different methods, such as coagulation 

prevention, freezing and fixing. The preservation process must be carried out 

properly in order to avoid degradation of the miRNA in the sample.  

For RNA isolation, the most widely used process is based on the use of a 

reagent containing phenol and guanidine thiocyanate [41]. A biological sample 

is homogenized in the reagent and next properly stored at low temperatures.  

The isolation of RNA can be accomplished by three procedure steps:  phase 

separation with chloroform, RNA precipitation using isopropanol and RNA wash 

with 75% ethanol [42].  

There are several studies demonstrating alternative forms of isolation of 

genetic material from various biological samples. In general, analysis of miRNA 

expression requires previous stages of isolation of small RNA, which require the 

acquisition of commercial kits that increase the cost of the procedure. 

After RNA isolation, we assessed the RNA quality by running an extract 

aliquot on a Northern blot assay. Additionally, the quantity of RNA in sample 

may be measured with a spectrophotometer, which also may provide RNA 

quality through spectrophotometric indexes A260/A230 and A260/A280. RNA 
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samples with acceptable quality and sufficient amount of total RNA can be used 

for reverse transcription.  

Reverse Transcription: 

Unlike mature messenger RNA, which have a polyadenylated tail at their 

3 'end, complementary DNA (cDNA) synthesis can not be performed using 

oligoDT primers. Thus, for this purpose, it is necessary to acquire specific 

primers, called stem-loop primers. By using these primers, the strand cDNA 

synthesis lengthens the target from its original approximately 22 nt to >60 nt.  

The design of stem-loop primers combines the following 44 nt described by 

Chen: 5′- GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT 

ACG AC -3′ with the complement of the six 3’ nt of the mature miRNA sequence 

[43,44]. 

The amount of total RNA extract used in this step is closely dependent of 

relative abundance of miRNA on sample to be analyzed. Generally, the 

synthesis of cDNA is accomplished by using 2 µg of total RNA, which can 

provide sufficient amount of miRNA for our proposed PCR analysis. In order to 

preserve the miRNA stability in the reverse transcription procedure, we 

recommend the use of nuclease inhibitors. Besides, several cautions must be 

taken, like the use of nuclease-free materials and sterile and distilled water. 

Real time quantitative PCR: 

PCR amplification utilizes a forward primer which includes extra 5’ nts to 

adjust for an appropriate Tm. First, we take the first 12 to 17 nt of the 5’ end of 

the mature miRNA, and 3 to 7 additional 5’ nt selected in order to get the Tm 

approximately 60°C. Finally, by using the same 44 nt portion in the sequence 

for all stem-loop primers, a universal primer that is complementary to this 
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sequence can be designed, which is able to annealing to the cDNA during 

amplification. Chen used the following 16 nt sequence of reverse universal 

primer: 5’- GTG CAG GGT CCG AGG T -3’ [43]. However, in order to improve 

the selectivity, Kramer recommended the following 20 nt sequence 5’-CCA GTG 

CAG GGT CCG AGG TA-3’ [44]. 

Optionally, a hydrolysis probe for detection and quantification of PCR 

products can be designed in conjugation to its fluorophore binder. However, in 

order to reduce the costs of miRNA expression analysis, SyBr Green-based 

amplification detections may be used, providing satisfactory results when the 

necessary precautions are taken prior and during the analysis, including a 

careful primers design and precaution against sample contaminations. 

Normalization for miRNA expression analysis 

The accuracy of the miRNA expression analyzes by RT-qPCR is critically 

dependent on the normalization of the obtained data. The purpose of 

normalization is to remove variations due to sampling, allowing real differences 

in miRNA expression profiles as a consequence of pathological condition, 

treatment or stage of development.  

Several studies reported the use of small, non-coding RNAs, such as 

snRNA and snoRNA, as normalization strategies to determine miRNA 

expression levels. However, these RNA are not expressed in serum and plasma 

or may present fluctuations in their expressions between experimental groups. 

Thus, alternative methods of normalization are necessary in experiments 

involving these sample types [45] 

Some miRNA exhibit expression profiles that do not change under 

different conditions, and may serve as reference miRNA in the quantifications of 
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other miRNA that do not exhibit such stability.  In our miRNA analysis, we 

usually performed a scan of the miRNA selected for the study, with the aim of 

finding the miRNA normalizers for our analyses. We used the geNorm and 

NormFinder algorithms to investigate the variance of all selected miRNAs and 

then assess the stability of miRNA expression levels [46]. 

Calculation of miRNA expression 

The level of miR expression was measured using the average of Ct 

(cycle threshold) values. Frequently, miRNA relative expression can be 

accomplished by comparative 2-ΔΔCt method, using the most stable miRNA (or 

alternative non-coding small RNA) as normalizers [46,47]. However, in some 

cases, lower values of PCR efficiencies require the calculation of exact value of 

amplification efficiencies for each reaction. 

The PCR efficiency may be calculated from the slope of the amplification 

curve by exponential amplification analysis using the LinRegPCR algorithm [48]. 

Thus, the relative expression of miRNA may be calculated considering the exact 

PCR efficiency (Eff) and the –ΔΔCt values for each sample, according to 

methodology previously described [47].  

In order to accurately measure the miRNA relative expression, we 

recommend the use of multiple normalizers instead of only one. The number of 

normalizers will depend on the distribution and stability of the data among 

samples and experimental groups. Finally, for more accurate results, a 

geometric mean for different normalizers was proposed [49]. 

Identification of downstream targets of miRNA 

The identification of direct targets of altered miRNA can be accomplished 

in two different ways. Firstly, there are many available target predictions 
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databases which have been provided important clues about mechanisms of 

action of several miRNA, although the predictive value is frequently limited. 

Second, physiological miRNA targets can be identified and validated through 

different current experimental strategies [50].  

Regarding to predicted targets, different predictive platforms are currently 

available, including TargetScan [51], MiRWalk [52], MiRDB [53] and 

microRNA.org [54,55].  Some less rigorous programs present lower accurate 

predictions, whilst others reach higher percentages but they are significantly 

less sensitive, so failing to predict a large number of miRNA sequences that 

were found active by experimental methods.  

Most of experimental strategies for miRNA targeting are based on over-

expression or inhibition of a specific miRNA in a cell line followed by assessing 

the downstream effects, for example, by protein levels analysis or by assessing 

a specific cellular function. Additionally, luciferase assays are commonly used in 

order to validate putative miRNA targets [56,57]. 

Conclusion 

Since miRNA are important regulators of protein expression and involved 

in many cellular processes, the research on miRNA involvement in several CNS 

diseases has grown up in the last years, supporting their role in molecular 

mechanisms involved on triggering and progress of these conditions.  Also, they 

may prove to be valuable diagnostic markers for a number of diseases and play 

yet promising targets to therapeutic strategies. 

The potential of miRNA as biomarkers is, at this point in time, still rather 

limited, since the discovery process requires the screening for large numbers of 

miRNA with a wide range of expression levels in multiple replicates, which 
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raises the costs of biomedical research in this attempt. On the other hand, 

studies about molecular mechanisms and putative miRNA-based therapeutic 

strategies can be accomplished by less expensive techniques, including RT-

qPCR.  

However, some technical issues have to be solved and several cautions 

have to be taken. In order to reach reliable and reproducible quantification of 

miRNA, is essential to compare results arising from different studies and, given 

that many experimental variables can affect miRNA measurement, all the 

related technical procedures should be carefully optimized and standardized.  

These actions will undoubtedly help to identify the roles of these small 

molecules in several diseases and facilitate the practical application of miRNA 

expression profiles to diagnostics and development of new therapies. 
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ABSTRACT 

 

Autism spectrum disorder (ASD) is characterized by deficits in communication 

and social interaction and restricted interests and stereotypes. It is known that 

environmental factors, such as prenatal exposure to valproic acid (VPA), may 

contribute to the increased risk of triggering ASD. Since the purinergic system 

has been widely associated with the onset of ASD, we analyzed the effects of 

suramin, a non-selective purinergic antagonist, on behavioral changes by VPA 

model of autism, as well as the expression of purinergic receptors and 

proinflammatory cytokines. The VPA-exposed animals showed a reduction in 

sociability and social novelty in the three-chambered test, in addition to an 

increase in anxiety-like behavior, which were rescued by postnatal treatment 
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with suramin. We observed only effect of prenatal exposure to VPA on 

reciprocal social interaction, latency and number of rearings in open field, self-

grooming behavior, whisker nuisance task score and response to withdraw the 

tail after a thermal stimulus and suramin was not able to rescue these 

alterations. In addition to behavioral assessments, we quantified gene 

expression of some purinergic receptor and proinflammatory cytokines in neural 

tissues from animal model. VPA exposure caused upregulation of P2X4 and 

P2Y2 in hippocampus, while only P2X4 increased in medial prefrontal cortex. 

Likewise, interleukin 6 (IL-6) levels were increased in VPA group and suramin 

was able to rescue this alteration. No differences were observed in locomotor 

behavior (measured by distance traveled and average speed in open field 

arena), number of entries in central square in open field arena nor in number of 

entries in open arm and risk assessments in plus maze test. Taken together, 

our findings show an important purinergic modulation with suramin treatment 

rescuing the deficits in social and anxious-like behaviors, in addition to IL-6 

levels. We suggest that further studies will be necessary to understand the 

mechanisms involved in purinergic pathway and to elucidate the etiology of 

ASD. 

Keywords: autism, animal behavior, purinergic system, suramin, valproate. 

 

1. INTRODUCTION 

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder 

characterized by a behavioral dyad, which includes impairments in 

communication and social interaction and repetitive or stereotyped behaviors 

(American Psychiatric Association, 2013). In the last years, the incidence of 

ASD had a strong elevation (1:68 live births according to the most recent data 
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from USA) (Christensen et al., 2016) explained only in part by the changes in 

diagnostic parameters of DSM-5, demonstrating the necessity to expand 

studies in order to understand more deeply the pathways and possible risk 

factors involved in this disorder. Although the etiology is still unclear, it is 

already known that genetic and environmental factors are determinant for 

shaping the heterogeneous phenotypes exhibited by individuals with ASD 

(Chaste and Leboyer, 2012). Several studies demonstrated that the use of 

valproic acid (VPA) - an anticonvulsant drug widely used in the treatment of 

epilepsy, migraine and mood instabilities - during pregnancy, especially in the 

first trimester, can significantly increase the risk of developing autism 

(Christensen et al., 2013; Williams et al., 2001).  

The animal model of autism by prenatal exposure to valproic acid is a 

consolidated study method (Mabunga et al., 2015), being capable to replicate 

autistic-like features  as classic behavioral dyad (Schneider and Przewłocki, 

2005), comorbidities as anxiety, epilepsy and morphofunctional alterations in 

sensory and social related areas (Fontes-Dutra et al., 2018; Lin et al., 2013). 

The studies using this model improved the understanding of many components 

of ASD, including altered neuroimmune pathways (Gottfried et al., 2015), 

electrophysiological impairments (Gogolla et al., 2009) and cytoarchitecture 

disruptions (Casanova et al., 2002; Fontes-Dutra et al., 2018; Hutsler and 

Casanova, 2016). Thus, it became necessary to understand how VPA induces 

developmental alterations that lead to ASD analyzing, for example, modulation 

of different components of synaptic transmission, like the purinergic system.  

Several studies have demonstrated mitochondrial dysfunctions in ASD 

(Filipek et al., 2003; Patowary et al., 2017). This impairment of mitochondrial 
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energetic metabolism and consequent increase in extracellular ATP levels 

(Faas et al., 2017) leads to the onset of inflammatory processes via purinergic 

signaling, suggesting that this system may be involved in the etiology of ASD. 

Previous studies demonstrated that suramin, a non-selective inhibitor of the 

purinergic system, has therapeutic effects on autistic-like behaviors in the 

animal model of autism through maternal immune activation (MIA) (Naviaux et 

al., 2014, 2013). However, it is still unclear how an antipurinergic effect could 

prevent behavioral changes in this animal model, which seem to be related with 

elevated levels of interleukin 6 (IL-6) (Smith et al., 2007). 

Based on these previous findings, the aim of this work was to evaluate 

the therapeutic effects of suramin on several behaviors in an animal model of 

autism induced by prenatal exposure to VPA and elucidate the role of purinergic 

signaling on inflammatory responses in autism context. 

2. METHODS 

2.1. Animals and ethics 

Wistar rats obtained from the local breeding colony (ICBS-Federal 

University of Rio Grande do Sul) were maintained under standard laboratory 

conditions. The animals were mated overnight, and when pregnancy was 

established, this day was considered the zero embryonic day (E0). The 

offspring was weaned at postnatal day 21 (PND 21) and only male animals 

were used in this study (Bambini-Junior et al., 2011). This project was approved 

by the local animal ethics committee (CEUA-UFRGS 23884) and all procedures 

were approved by the Institutional Ethics Committee on Animal Use in 

accordance with Brazilian Law 11794/2008 (Arouca Law) and National Institutes 
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of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications 

No. 8023). 

2.2. Treatments 

Valproic acid (sodium valproate, Sigma-Aldrich, USA) was dissolved in 

0.9% saline for a concentration of 250 mg/mL. Pregnant females received a 

single intraperitoneal injection of 600 mg/kg VPA or physiological saline on 

E12.5. Male offspring received a single intraperitoneal injection of suramin 

(hexasodium salt, Sigma-Aldrich, USA) 20 mg/kg or PBS 0,1M on PND 30. 

Thus, four experimental groups were formed: Control, Suramin, VPA and VPA + 

SUR. 

2.3. Behavioral tests 

Experienced researchers blinded to experimental groups performed all 

behavioral experiments. In between testing trials, testing apparatuses were 

entirely cleaned. Behavioral testing was performed in prepubertal phase of 

offspring, between PND 32-40, two days after the injection of suramin. All 

behavioral tests were performed under light conditions of 60 LUX. The following 

behavioral tests were performed: Elevated Plus Maze, Open Field/Grooming, 

Whisker Nuisance Task (WNT), Three-Chambered Test, Reciprocal Sociability 

Test and Tail Flick. 

2.3.1. Elevated Plus Maze (PND 32): the anxiety-like behavior was 

assessed in an elevated plus maze apparatus with a 10 cm × 10 cm center, 

connecting two opposite open arms (length: 50 cm) and two opposite arms 

closed with 30 cm high walls (length: 50 cm), 1 m above the floor. Rats were 

placed in the middle of apparatus and its movements were recorded for 5 
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minutes using a camera connected to a laptop. The time spent in the open arms 

is considered a measure of non-anxious behavior. 

2.3.2. Open Field Test/Self-Grooming (PND 33): adapted from 

Schneider and colleagues (Schneider and Przewłocki, 2005), the exploratory 

and locomotor activity and the time and number of stereotyped movements 

were assessed in an open field, which consists of an wooden box measuring 

50x50x50 cm. Rats were placed in the center of the arena and recorded during 

30 minutes. Using the Anymaze Software®, we performed a tracking of 

locomotor activity (travelled distance and average speed) and time spent and 

number of entries in central square during the 30 minutes of test.  

The self-grooming behavior was evaluated considering three different time 

periods (0-5, 10-15 and 20-25 minutes). We considered grooming as number of 

body cleaning with paws and face-washing actions and distinguished between 

complete (cleaning from snout to tail) and incomplete (fast and repetitive 

movements on snout) self-grooming. 

2.3.3. Whisker Nuisance Task (PND 34-35): adapted from McNamara 

et al (McNamara et al., 2010) and described by Fontes-Dutra and collegues 

(Fontes-Dutra et al., 2018), in this test we observed the animal response to the 

vibrissae stimulation. One day prior to test, animals were set to the 

experimenter for 5 minutes, in an empty housing (57.1 × 39.4 x 15.2 cm) coated 

with an absorbent pad. On the day of test, the vibrissae were stimulated with a 

wooden toothpick for three consecutive periods of 5 min (15 min in total) with a 

30 second interval between them. McNamara et al. (2010) developed a 

nonparametric scale of 0 to 2 according to the response (0 = absent/typcal, 1 = 

present/light response and 2 = profound/accentuated response), distributed in 8 
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categories of behavior: freezing, stance and body position, breathing, whisker 

position, whisking response, evading stimulation, response to stick presentation 

and grooming (McNamara et al., 2010). The maximum test score is 16. High 

scores (8-16) indicate abnormal responses to stimulation, in which the animal 

freezes, shakes, or is aggressive. The low scores (0-4) indicate normal 

responses, in which the mouse is calm or indifferent to stimulation.  

2.3.4. Three-Chamber Test (PND 36-37): this test was performed as 

previously described by Bambini-Junior and colleagues (Bambini-Junior et al., 

2011). Briefly, at the beginning, the animal was habituated in the central 

chamber of the apparatus for 5 minutes. In the Sociability Test, one object was 

placed in one of the side chambers and in the other an unknown interaction 

animal (novel rat 1). We measured the time spent in each chamber and the time 

of exploration of either the rat or the object for 10 minutes.  

In the Social Novelty Test, the novel rat 1 (now known rat) remained in 

this place and an unknown rat (novel rat 2) was placed in the previously empty 

chamber. The time spent in each chamber and the time of exploration of both 

the rat known or not was also evaluated for 10 minutes.  

2.3.5. Reciprocal Social Behavior (PND 38): adapted from Schneider 

et al. (Schneider and Przewłocki, 2005), the test was performed in the same 

box as the open field test during 15 minutes. The test animal was placed in the 

apparatus and, after an habituation period of 5 minutes, an unknown and 

younger interaction animal was placed with the test animal. We evaluated the 

social behavior of the test animal through some pre-established parameters: 

nose to nose, anogenital inspection, flank exploration and following.  
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2.3.6. Tail Flick (PND 39-40): nociceptive thresholds were evaluated 

using a tail flick analgesimeter (Insight Equipments, Ribeirão Preto, Brazil). One 

day prior the test, the animals were gently restrained by hand for 5 minutes in 

order to habituate to apparatus. Tail flick measurements were taken three times 

at 30-seconds intervals.  

2.4. Dissecation of tissue samples  

The animals were deeply anesthetized on PND 41 with Ketamine (300 

mg/Kg) and Xilasin (40 mg/Kg). After, the animals were decapitated and the 

medial prefrontal cortex and hippocampus were dissected. The tissues were 

immediately homogenized in TRIzol® reagent (Invitrogen, USA) and preserved 

at ultra-freezer until posterior molecular analysis. 

2.5. RNA Extraction and RT-qPCR Procedure 

After homogenization of tissues samples, chloroform was added to 

perform phase separation, and RNA was precipitated from the upper aqueous 

layer using isopropanol. The precipitated RNA was washed with ethanol to 

remove impurities, resuspended in RNase-free water and stored at ultra-freezer 

(Hummon et al., 2007). 

The mRNA expressions of purinergic receptors and cytokines were 

evaluated by reverse transcriptase followed by quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR). Complementary DNA (cDNA) was synthesized from mRNA 

using reverse transcriptase reaction containing 2 µg of total RNA, 1 µL of 10 mM 

dNTP mix (Invitrogen, USA), 1 µL of oligodT primer, 4 µL M-MLV reverse 

transcriptase 5X reaction buffer (Invitrogen, USA), 2 µL of 0.1 M DTT 

(Invitrogen, USA), 1 µL of RNase inhibitor (Invitrogen, USA), 1.0 µL of M-MLV 

reverse transcriptase (Invitrogen, USA), and sterile distilled water to a final 
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volume of 20 µL. The synthesis of the cDNA was completed after a sequence of 

three incubations at 65ºC for 5 min, 37ºC for 50 min and 70ºC for 15 min. 

The quantitative PCR mix was comprised by 12 µL of cDNA (1:40), 0.2 

µL of specific forward and universal reverse (10 µM) primers (as detailed in 

Supplementary Table 1), 0.5 µL of 10 µM dNTP mix, 2.0 µL of 10X PCR buffer 

(Invitrogen, USA), 0.8 µL of 50 mM MgCl2 (Invitrogen, USA), 2.0 µL of 1X 

SYBRTM Green (Molecular Probes, USA), 0.1 µL of Platinum Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen, USA) and sterile distilled water to a final volume of 20 

µL. The fluorescence of SYBRTM Green was used to detect amplification, 

estimate Ct values, and to determine specificity after melting curve analysis. 

PCR cycling conditions were standardized to 95ºC for 5 min followed by 40 

cycles at 95ºC for 10 s, 58ºC for 10 s, and 72ºC for 10 s. After the main 

amplification, sample fluorescence was measured from 60ºC to 95ºC, with an 

increasing ramp of 0.3ºC each, to obtain the denaturing curve of the amplified 

products and Tm estimation, to assure their homogeneity after peak detection. 

Data was obtained from an Applied Biosystems StepOne System (USA). 

The RT-qPCR results were imported into Microsoft Excel and the geNorm 

program was used to assess the variance in expression levels of the mRNA 

analyzed (Vandesompele et al., 2002). This program scanned all mRNA 

evaluated and ranked accordingly to their stability. The more stable mRNA were 

used as housekeeping control. 

The average value of crossing threshold (Ct) values (in triplicate) was 

converted to quantities for geNorm analysis by the difference between Ct value 

from two groups taken in each comparison.  PCR efficiency was calculated from 

the slope of the amplification curve by exponential amplification analysis using 
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the LinRegPCR algorithm (Ramakers et al., 2003). The relative expression of 

mRNA was calculated considering the 100 % PCR efficiency and the –ΔΔCt 

values for each mRNA (Livak and Schmittgen, 2001) and were normalized to the 

housekeeping genes identified by the geNorm software. 

2.6. Statistical analysis 

IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM SPSS, Armonk, NY, USA) was used to 

perform the statistical analysis. Kolgomorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests of 

normality were applied to determine data distribution. For behavioral tests, we 

used Generalized Estimating Equations (GEE) to weight both the interventions 

(VPA exposure and/or suramin treatment) and the litter effect in the behavioral 

outcome. After a Wald Chi-Square test, we performed pairwise comparisons for 

the parameters that presented interaction effect between interventions (VPA-by-

suramin interaction). If only main effects were observed, the individual effect of 

VPA or suramin was evaluated. Bonferroni’s post hoc test was used as the final 

evaluation. Data is reported as mean ± standard error of the mean (SEM). The 

Poisson distribution was used for discrete variables (number), while gamma 

distribution was used for time variables.  

The relative expressions of purinergic receptors and cytokines were 

compared using one-way ANOVA followed by Bonferroni. The results were 

expressed as mean ± SEM. All statistical analyzes were supervised by the 

Biostatistics Unit at the Clinical Hospital of Porto Alegre. 

 

3. RESULTS 

3.1. Behavioral tests 

3.1.1. Social Behavior 
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Three-chambered test: Rats from control and suramin group spent 

significantly more time in the chamber containing a conspecific novel rat than a 

novel object (CON: p< 0.001; SUR: p=0.025; Figure 1A). In contrast, VPA 

animals did not present preference between spending time in the chamber with 

a rat or an object (p=0.550). Interestingly, suramin treatment on VPA-exposed 

rats was able to reestablish the social feature, as the VPA+SUR group showed 

preference to stay in chamber with the novel rat (p<0.001). Regarding to social 

interaction, rats from both control and suramin groups also spent significantly 

more time exploring the cage containing the conspecific rather than the object 

(CON: p<0.001 SUR: p<0.001), whilst VPA group showed no preference 

between rat and object exploration (p=0.131, Figure 1A). Suramin treatment 

was again able to restore this social behavior (VPA+SUR: p<0.001). 

In the test for social novelty, all groups showed no significant difference 

between the time spent in the novel rat chamber and the known rat chamber 

(CON: p=0.562; SUR: p=0.760; VPA: p=1.000; VPA+SUR: p=0.235; Figure 2B). 

However, rats from control and suramin groups spent significantly more time 

exploring the novel rat than the known rat (CON: p=0.003; SUR: p=0.005, 

Figure 1B), indicating an interest in social novelty. VPA rats did not show 

preference in exploration time between novel and known rat (VPA: p=0.13), 

whilst suramin treatment was able to prevent this social impairment in VPA-

exposed animals (VPA+SUR: p=0.016, Figure 1B). 

Reciprocal social behavior: Prenatal exposure to VPA significantly 

reduced every reciprocal social interaction parameter evaluated, except for 

following behavior (Supplementary Figure S1). We observed only a VPA effect 

on total reciprocal social behavior, since VPA-exposed animals presented a 
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decrease in number (p<0.001) and time (p<0.001) of social approaches and 

suramin treatment was not able to rescue these impairments (Figure 1C). 

3.1.2. Anxiety-like, exploratory and locomotor behavior 

Regarding to anxiety-like behavior, rats from VPA group spent 

significantly less time exploring the open arm of the elevated plus-maze 

apparatus, compared to animals from control (p=0.001) and suramin (p=0.003) 

groups. VPA+SUR group spent more time exploring the open arm of the 

apparatus compared to the VPA group (p<0.001; Figure 2A), indicating that 

suramin was able to rescue the anxiety-like behaviors in rats exposed to VPA. It 

is worth to note that no differences were found among experimental groups in 

open arms entries (all p>0.570; Supplementary Figure S2A) and number of risk 

assessments in the elevated plus-maze apparatus (all p>0.210; Supplementary 

Figure S2B). In the open field arena, animals from VPA group spent significantly 

less time in central square compared to animals from control (p=0.007) and 

suramin (p<0.001) groups. As observed in plus maze evaluation, suramin was 

able to rescue this alteration, since VPA+SUR group spent more time in central 

square compared to VPA group (p=0.004, Figure 2B). 

Regarding the exploratory behavior, only the VPA-exposed rats 

presented lower number of rearing in an open field arena (p=0.041, Figure 2C). 

Finally, when locomotor activity of those rats in the open field arena was 

evaluated, no significant differences in distance traveled (all p>0.910, Figure 

2D) and average speed (all p>0.960, Supplementary Figure S2D) were found 

among experimental groups. 

3.1.3. Self-grooming behavior 
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The self-grooming behavior was evaluated across three testing periods 

(0-5, 10-15 and 20-25 minutes) and distinguished between complete and 

incomplete self-grooming. During the second period, VPA groups spent more 

time performing complete self-grooming compared to control animals (p=0.039), 

and suramin was not able to rescue this alteration. Similarly, in the third period, 

the same pattern was observed in VPA animals (p=0.003, Figure 3A). Taking all 

periods together, VPA-exposed animals spent more time doing complete self-

grooming with no reversion by suramin treatment in this behavior (p=0.002, 

Figure 3B).  

Regarding to time spent doing incomplete self-grooming, no difference 

was observed among the groups (all p>0.100, Figure 3C or p>0.420, Figure 

3D). Regarding the total time performing self-grooming, VPA-exposed animals 

presented a trend to spend more time self-grooming in 10-15 min (p=0.065), a 

significant increase in the third period (p= 0.013, Figure 3E), and considering 

the three periods of test (p=0.002, Figure 3F). In all cases, postnatal treatment 

with suramin was not able to rescue these alterations. 

Regarding the number of self-grooming events, VPA animals presented 

more events of complete self-grooming only in the third period (p=0.002, 

Supplementary Figure S3A) with a trend to increased total complete self-

grooming (p=0.088, Supplementary Figure S3B). When considered the number 

of incomplete self-grooming and all grooming events, no differences were 

observed among groups in the three periods analyzed (all p>0.210, 

Supplementary Figure S3C) or considering three periods (all p>0.553, 

Supplementary Figure S3D). Finally, when considered the number of all events 

of self-grooming, VPA-exposed animals presented an increase only in 20-25 
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minutes (p=0.005, Supplementary Figure S3E) with no differences in the total 

period of test (all p>0.130, Supplementary Figure S3F).  

3.1.4. Sensorial Behavior 

In the whisker nuisance task (WNT), which evaluates the behavioral 

somatic response from whisker stimulation, the VPA-exposed animals 

presented a significant increased score when compared to control animals 

(p=0.001, Figure 4A), indicating higher levels of nuisance when whiskers are 

stimulated. The postnatal treatment with suramin was not able to rescue this 

alteration.  

Only a VPA effect was observed in the latency to tail withdrawal in tail 

flick test, so that VPA-exposed animals presented higher latencies compared to 

non-exposed animals (p=0.012, Figure 4B).  

3.2. Molecular analysis 

3.2.1. Expression of purinergic receptors 

Regarding the relative expression of mRNA in the medial prefrontal 

cortex, GeNorm algorithm ranked P2Y2 and P2Y4 as most stable and they 

were used as housekeeping to evaluate the relative expression of the remaining 

receptors. The ionotropic receptor P2X4 was found significantly increased in the 

cortex of animals prenatally exposed to VPA (p=0.003) and suramin was not 

able to revert this alteration (Figure 5A). On the other hand, there were no 

significant differences in levels of remaining receptors (p>0.330, Figure 5A). 

When the receptors were evaluated in hippocampus of the young rats, 

P2X3 and P2Y4 were used as housekeeping. Curiously, the ionotropic receptor 

P2X4 was found significantly increased in animals from VPA (p=0.041) and 

VPA+SUR (p=0.003) groups, compared to control group also in this region.  
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Additionally, animals presented mRNA levels significantly increased of the 

metabotropic receptor P2Y2 in VPA (p=0.043) and VPA+SUR (p=0.017) group 

compared to control group. In both cases, suramin was not able to reverse this 

alteration (Figure 6B). Nevertheless, levels of remaining purinergic receptors 

showed no differences among experimental groups (p>0.200, Figure 5B). 

3.2.2. Expression of cytokine mRNA levels 

We also determined the relative expression of four cytokines in medial 

prefrontal cortex and hippocampus of young rats. In the medial prefrontal 

cortex, Gapdh and Beta3-tubulin were used as housekeeping to evaluate the 

relative expression of the IL-1β, IL-6, IFN-γ and TNF-α. The animals from VPA 

group presented an increase in relative expression of IL-6 mRNA compared to 

control group (p=0.007) and the postnatal treatment with suramin was able to 

rescue the levels of IL-6 of VPA-exposed rats to control levels (Figure 6A). On 

the other hand, IL-1β, IFN-γ and TNF-α showed no differences between groups. 

Regarding to hippocampus and considering the same housekeeping mRNA, no 

differences were found in cytokine levels among all experimental groups (Figure 

6B). 

 

4. DISCUSSION 

An important approaching in VPA model is the possibility of developing 

therapeutic strategies to attenuate several features observed in ASD. For 

instance, our group demonstrated that resveratrol (RSV), an antioxidant and 

anti-inflammatory molecule, prevents VPA-induced social impairments in the 

three-chamber test (Bambini-Junior et al., 2014) and in the number and time of 

reciprocal social interactions (Hirsch et al., 2018). The present results 
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corroborate with impairments in sociability and social novelty exploration in the 

three-chambered test, as previously demonstrated (Bambini-Junior et al., 2014, 

2011). As previously shown, the postnatal treatment with a single dose of 

suramin was able to reverse social impairments (Naviaux et al., 2014, 2013).   

Additionally, the decrease in total reciprocal social interaction was not 

reversed by suramin.  In fact, the reciprocal social behavior test involves 

complex patterns of socialization between two free animals, unlike the three-

chambered test, where the conspecific animal remains trapped in a cage. 

Therefore, this characteristic of the test could be forcing the analyzed animal 

towards more complex social behavior actions, possibly causing additional 

impairments that suramin was not able to rescue.  

Another main finding of our study was that animals of the VPA model 

presented a more anxious-like behavior compared to control animals as seen in 

plus maze apparatus and open field arena. Anxiety behavior is one of most 

common comorbidities in ASD and has been reported to be present in around 

50% of autistic children and adolescents (Simonoff et al., 2008; van Steensel et 

al., 2011). Our study corroborates previous studies that demonstrated increased 

anxiety-like behavior in animal models of autism (Patterson, 2011). 

Interestingly, the treatment with suramin was able to completely rescue this 

alteration, which was seen by the higher percentage of total time spent 

exploring the open arm of the apparatus compared to VPA group.  

We also observed that VPA-exposed animals do not present significant 

motor alterations or hyperactivity, but demonstrated a significant reduction in 

vertical exploratory activity, which could be related to the reduction in social 

interest of VPA animals described in sociability test. As observed in reciprocal 
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sociability test, the postnatal treatment with suramin was not able to rescue the 

impairments observed in this exploratory behavior.  

In addition to analyzing social behavior, the present study also assessed 

another core symptom of autism - the repetitive and stereotyped behavior. In 

animal models of autism, this feature can be measured by analyzing the 

repetitive self-grooming behavior. Our work, for the first time in literature, 

assessed separately the self-grooming behavior as complete and incomplete 

events. The VPA-exposed animals showed increased time of complete self-

grooming, without alteration in both number and time of incomplete groomings. 

Studies have demonstrated that only complete grooming is initiated by 

cerebellar midline or locus coeruleus (LC) stimulation (Strazielle et al., 2012) 

and that ATP can induce depolarization and increase excitability of 

norepinephrinergic system from LC, possibly mediated by specific modulators of 

P2 receptors (Masaki et al., 2001; Yao and Lawrence, 2005), suggesting a 

putative role of purinergic system in grooming outcomes.  

Previous studies already demonstrated that grooming behavior could be 

related to sensory components (Houghton et al., 2018). Corroborating a 

previous work from our group (Fontes-Dutra et al., 2018), we observed that 

VPA animals presented hypersensitivity to a non-harmful stimulus in WNT, 

suggesting a disturbing in sensory gating which could lead to increase in self-

grooming behavior.  Hyposensitivity to pain is also frequently observed in 

autistic subjects, although this feature is not a consensus, since different 

findings were observed depending on how the studies were conducted (Moore, 

2015). In our study, VPA-exposed rats presented higher latencies to sense a 

thermal stimulus, demonstrating a lower nociceptive reactivity in VPA model of 
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autism, in accordance to previous work (Schneider et al., 2008). As observed in 

self-grooming, postnatal treatment with suramin was not able to rescue these 

sensorial impairments in VPA animals. 

There are sparse studies in literature indicating the roles of purinergic 

system in sensory processing. Nevertheless, it is known that purinergic system 

plays important roles in sensory pathways (Irnich et al., 2002). Our data 

presented increased expression of cortical heteromeric P2X4 receptor in VPA-

exposed animals. Thus, our hypothesis suggests that sensory neurons 

presenting higher levels of P2X4 receptor, both in periphery and in CNS, might 

be exacerbating the EPSCs from periphery to cortical areas and, since there is 

a reduction in inhibitory neurons in deep cortical layers in VPA animal model 

(Fontes-Dutra et al., 2018), the excitatory/inhibitory balance would be 

compromised.  

Our finding of purinergic receptors’ upregulation is a compelling evidence 

for the involvement of purinergic signaling in the ASD pathophysiology, added 

to the neuroimmunology alterations already found in patients (Gottfried et al., 

2015) and animal models of autism (Wei et al., 2012; Xu et al., 2015). Although 

this drug is poorly able to across the blood brain barrier (Hawking, 1978; Roboz 

et al., 1998), previous studies have demonstrated its therapeutic effects on 

social deficits (Naviaux et al., 2014, 2013). Our hypothesis is that suramin could 

be acting only at peripheral levels and modulates some characteristics of 

autism, possibly through a crosstalk between immunological and central 

nervous systems of these animals. 

Our study demonstrated that animals from VPA group showed increased 

levels of proinflammatory cytokine IL-6 in medial prefrontal cortex. Interestingly, 
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a remarkable finding in the present work was the restoration IL-6 levels in this 

area after treatment with suramin. Since the levels of this cytokine are 

commonly increased in autistic patients (Gottfried et al., 2015) and in animal 

models of autism (Wei et al., 2012; Xu et al., 2015), the suramin effect on IL-6 

levels could play a role on its changes on social and anxiety-like behavior (Xu et 

al., 2015), which also has been rescued by suramin treatment. 

In summary, our findings reinforce the idea of antipurinergic therapy as a 

novel pharmacological target in disorders associated with inflammatory 

dysregulation, including autism and provide new insights for the development of 

effective and safe treatments. Although VPA-exposed animals seem to present 

higher permeability in blood-brain barrier (Kumar et al., 2015; Kumar and 

Sharma, 2016a, 2016b), the limited access of suramin to CNS could explain the 

limitations of suramin-based therapeutic strategies. The present data provide 

remarkable support for the hypothesis that a drug acting through peripheral 

immune and inflammatory components can modulate some molecular and 

behavioral alterations in VPA autism model. Further studies are necessary to 

elucidate the mechanisms of suramin action. In addition to this, the use of some 

specific and safer drugs could be more efficient to rescue autistic-related 

impairments. 
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FIGURES 

 

 

Figure 1. Social behavior in VPA autism model. (A) Time spent in 

chambers and interaction time in sociability (B), social novelty tests in a 

three-chambered apparatus and (C) number and time of total pro-social 

interactions. Data expressed as means ± SEM. Asterisks indicate statistical 
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differences with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Different letters indicate 

statistical differences with p<0.05 considered significant. Statistical analysis: 

Generalized Estimating Equations (GEE) followed by Bonferroni. Three-

chambered test: CON (n = 15), SUR (n = 15), VPA (n = 11), VPA+SUR (n = 13). 

Reciprocal interactions: CON (n = 17), SUR (n = 17), VPA (n = 15), VPA+SUR 

(n = 13). 

  

Figure 2.  Anxiety, exploratory and locomotor behavior in VPA autism 

model. (A) Percent of time spent in the open arms in the elevated plus-

maze; (B) Time spent in central square; (C) Number of rearings and (D) 

distance travelled in a 50x50x50 open field arena. Data expressed as means 

± SEM. Different letters indicate statistical differences with p<0.05 considered 

significant. Statistical analysis: Generalized Estimating Equations (GEE) 

followed by Bonferroni. Plus Maze: CON (n = 17), SUR (n = 17), VPA (n = 16), 

VPA+SUR (n = 14). Open Field: CON (n = 15), SUR (n = 15), VPA (n = 15), 

VPA+SUR (n = 15). 
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Figure 3. Self-grooming behavior in VPA autism model. (A) time of 

complete grooming in different time ranges and (B) total time of complete 

grooming; (C) time of incomplete grooming in different time ranges and 

(D) total time of incomplete grooming; (E) time of total grooming in three 

different time ranges and (F) total time of grooming. Data expressed as 

means ± SEM with *p<0.05 and **p<0.01 considered significant. Statistical 

analysis: Generalized Estimating Equations (GEE) followed by Bonferroni. CON 

(n = 16), SUR (n = 15), VPA (n = 13), VPA+SUR (n = 13). 
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Figure 4. Sensorial behavior in VPA autism model. (A) Total score in 

Whisker Nuisance Task and (B) latency to respond to a thermal stimuli. 

Different letters indicate statistically significant differences caused by VPA 

exposure. Data expressed as means ± SEM with *p<0.05. Statistical analysis: 

Generalized Estimating Equations (GEE) followed by Bonferroni. WNT: CON (n 

= 15), SUR (n = 14), VPA (n = 13), VPA+SUR (n = 13). Tail flick: CON (n = 17), 

SUR (n = 14), VPA (n = 13), VPA+SUR (n = 14).  
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Figure 5. Relative expression of purinergic receptors in medial prefrontal 

cortex (A) and hippocampus (B) of young rats from VPA autism model.   

Plots presented as mean ± SEM with *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Statistical 

analysis: One-Way ANOVA followed by Tukey’s test. n = 8 for all groups in both 

tissues. 
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Figure 6. Relative expression of proinflammatory cytokines in medial 

prefrontal cortex (A) and hippocampus (B) of young rats from VPA autism 

model. Results expressed as means ± SEM with *p <0.05 considered 

significant. Statistical analysis: One-Way ANOVA followed by Tukey’s test. nMPC 

= 6-8 and nHIP = 8 for all groups. 
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Supplementary Figure 1. Number and time of (A) nose-to-nose sniffing, (B) 

anogenital inspection, (C) flank exploration and (D) following. Plots show 

means ± SEM. Different letters indicate statistical differences with p<0.05. 

Statistical analysis: Generalized Estimating Equations (GEE) followed by 

Bonferroni. CON (n = 17), SUR (n = 17), VPA (n = 15), VPA+SUR (n = 13). 
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Supplementary Figure 2. (A) Number of entries in open arms and (B) risk 

assessments in elevated plus maze apparatus; (C) number of entries in 

central square and (D) average speed in open field arena. Data expressed 

as means ± SEM. Different letters indicate statistical differences with p<0.05 

considered significant. Statistical analysis: Generalized Estimating Equations 

(GEE) followed by Bonferroni. Plus Maze: CON (n = 17), SUR (n = 17), VPA (n 

= 16), VPA+SUR (n = 14). Open Field: CON (n = 15), SUR (n = 15), VPA (n = 

15), VPA+SUR (n = 15). 
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Supplementary Figure 3. (A) Number of complete grooming in different 

time ranges and (B) total number of complete grooming; (C) number of 

incomplete grooming in different time ranges and (D) total number of 

incomplete grooming; (E) number of total grooming in three different time 

ranges and (F) total number of grooming. Data expressed as means ± SEM 

with **p<0.01 considered significant. Statistical analysis: Generalized 

Estimating Equations (GEE) followed by Bonferroni. CON (n = 16), SUR (n = 

15), VPA (n = 13), VPA+SUR (n = 13). 
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DISCUSSÃO GERAL 

 

O Grupo de Estudos Translacionais em Transtorno do Espectro Autista 

(GETTEA) vem utilizando o modelo animal de autismo induzido por exposição 

pré-natal ao VPA para avaliar diversos aspectos moleculares e 

comportamentais do TEA, uma vez que ele apresenta diversas características 

similares àquelas encontradas em pacientes. Entre estas, se destaca a 

replicação das duas características centrais do diagnóstico do TEA: prejuízos 

na comunicação e interação social e comportamentos repetitivos e 

estereotipados (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER; KOCH, 2005; 

SCHNEIDER et al., 2008a). Além disso, é comum estes animais apresentarem 

diversas comorbidades frequentemente encontradas em indivíduos com TEA, 

incluído rigidez comportamental, prejuízos sensoriais e comportamentos do tipo 

ansioso (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER et al., 2008b; 

SCHNEIDER; PRZEWŁOCKI, 2005). Dessa forma, o modelo VPA é 

extremamente útil no estudo do autismo, uma vez que proporciona importantes 

descobertas relacionadas a comprometimentos metabólicos que muitas vezes 

estão subjacentes às alterações comportamentais encontradas no contexto do 

TEA.  Entretanto, apesar das diversas descobertas já realizadas através da 

utilização de modelos animais de autismo, ainda pouco se sabe sobre a 

fisiopatologia deste transtorno. Os exatos mecanismos pelos quais o VPA 

estaria agindo para desencadear as características do tipo autista em roedores 

ainda permanecem desconhecidos. 

A utilização de modelos animais de autismo em roedores possibilita, de 

uma forma mais aprofundada, o estudo das características do TEA, visando 

dois objetivos principais. Primeiramente, o modelo animal possibilita o estudo 
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de mecanismos moleculares que possam estar envolvidos no 

desencadeamento do transtorno. Além disso, a utilização de modelos animais 

de autismo pode ser utilizada como potencial ferramenta para o estudo de 

estratégias terapêuticas que possam prevenir, reverter ou atenuar diversas 

características comportamentais apresentadas no TEA.  

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado 

que o RSV foi capaz de prevenir prejuízos sociais no modelo animal de autismo 

induzido pelo VPA através do teste Três Câmaras (BAMBINI-JUNIOR et al., 

2014). Em um dos trabalhos realizados na presente tese, nós 

complementamos e corroboramos esse estudo de 2014, mostrando que o RSV 

também foi capaz de prevenir prejuízos sociais no teste de sociabilidade 

recíproca. Apesar de envolver padrões de interações sociais mais complexos 

que aqueles observados no teste de três câmaras, nesse teste de sociabilidade 

recíproca também foi possível observar que houve prejuízos no comportamento 

sociais nos ratos cujas mães foram expostas ao VPA e, da mesma forma, o 

tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir essas alterações.  

Em outro trabalho desenvolvido, nós também analisamos o 

comportamento social de ratos prenatalmente expostos ao VPA, porém 

testando um tratamento pós-natal com suramina, um antagonista purinérgico 

não-seletivo (DUNN; BLAKELEY, 1988). Ratos do grupo VPA apresentaram 

prejuízos na sociabilidade e na novidade social no teste de Três Câmaras, 

corroborando um trabalho anterior do grupo (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011, 

2014). No presente trabalho, uma única injeção de suramina em ratos de 30 

dias foi capaz de reverter estes prejuízos sociais induzidos pelo VPA 

observados nesse teste. Por outro lado, a suramina não foi capaz de reverter 
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os prejuízos sociais induzidos pelo VPA, quando observamos o comportamento 

pelo teste de sociabilidade recíproca.  

Como já foi dito acima, o teste de sociabilidade recíproca provavelmente 

envolve padrões mais complexos de interações sociais entre dois animais 

livres, diferente do teste de três câmaras, onde o animal de interação 

permanece dentro de uma gaiola, de forma que a interação depende de um 

comportamento ativo do animal testado. No teste da sociabilidade recíproca, 

por sua vez, a interação social pode ocorrer por uma iniciativa do animal que 

está sendo testado, ou ele pode ser estimulado a interagir após uma iniciativa 

do seu companheiro de caixa. Assim, a característica peculiar desse teste pode 

estar envolvendo outros mecanismos de comportamento social, causando 

alterações adicionais que foram prevenidas pelo RSV, embora nenhum efeito 

tenha sido observado após tratamento pós-natal com suramina.  

Além da análise do comportamento social, os trabalhos realizados nessa 

tese também envolveram outro aspecto central do TEA: o comportamento 

repetitivo e estereotipado. Em roedores, essa característica pode ser 

mensurada de várias formas, dependendo do contexto utilizado. Testes 

utilizados para isso incluem comportamento de autolimpeza excessivo, 

cambalhotas pra trás e movimentos corporais rítmicos. Estes comportamentos 

compartilham características importantes com aquelas observadas no TEA, 

incluindo a pouca variação na forma de resposta e o fato de não haver nenhum 

propósito ou função óbvia nesses movimentos (LEWIS et al., 2007). Aqui, 

utilizamos o comportamento de autolimpeza para avaliar comportamento 

repetitivo e estereotipado no modelo animal de autismo induzido por VPA, uma 

vez que esse teste é considerado padrão-ouro para avaliação desse tipo de 
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comportamento. Nossos resultados mostraram, em conjunto, que ratos do 

modelo VPA gastam mais tempo fazendo autolimpeza do que os ratos que não 

foram expostos ao VPA, especialmente em períodos finais dos testes.  Em 

ambos os trabalhos, o tratamento pré-natal com RSV ou pós-natal com 

suramina não tiveram efeito terapêutico sobre esse comportamento.  

Além disso, em um dos trabalhos, nós avaliamos separadamente os 

eventos de autolimpeza completo e incompleto. Um padrão de autolimpeza 

completo se caracteriza como uma sequência ordenada de movimentos no 

sentido cefalocaudal, enquanto na autolimpeza incompleta (ou fragmentada) o 

animal não realiza todos os movimentos ou os realiza de forma desordenada 

(BERRIDGE, 1989; CANNON et al., 1992). Em nosso estudo, animais expostos 

ao VPA apenas apresentaram um maior número de eventos de autolimpeza 

completos, enquanto nenhuma diferença foi encontrada na autolimpeza 

incompleta. Uma explicação para essa diferença pode residir no fato de que 

diferentes regiões encefálicas e conexões neuronais podem estar envolvidas 

nesses dois tipos de autolimpeza. Por exemplo, um estudo de 2012 

demonstrou que apenas eventos de autolimpeza completos são iniciados 

através de um estímulo na linha média cerebelar (ou locus coeruleus) 

(STRAZIELLE et al., 2012). Uma hipótese é a de que as alterações 

moleculares e/ou morfológicas causadas pelo VPA possam estar ocorrendo em 

diferentes regiões encefálicas em graus de intensidade distintas, o que poderia 

explicar tais discrepâncias em diferentes parâmetros comportamentais.  

Um aspecto importante relacionado ao comportamento de autolimpeza é 

o componente sensorial. Estudos já demonstraram que um aumento na 

sensitividade sensorial pode ser observado em indivíduos com hábitos de 
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higiene compulsiva, como puxar o cabelo, pegar a pele e roer as unhas, os 

quais são coletivamente conhecidos como comportamentos repetitivos focados 

no corpo (do inglês body-focused repetitive behaviors, BFRB) (HOUGHTON et 

al., 2018). Prejuízos sensoriais são uma das características mais importantes 

do TEA, afetando mais de 90% dos pacientes (GESCHWIND, 2009). Hiper-

responsividades táctil e auditiva são exemplos dessas alterações sensitivas, as 

quais poderiam impactar em muitos aspectos a qualidade de vida dos 

indivíduos com TEA (COSKUN et al., 2009; O’CONNOR, 2012; PUTS et al., 

2014). Um dos trabalhos realizados mostrou que os ratos expostos ao VPA 

apresentaram altos escores no teste de estimulação das vibrissas (do inglês 

whisker nuisance task, WNT), corroborando um trabalho recente do grupo 

(FONTES-DUTRA et al., 2018). Estes resultados podem sugerir um incômodo 

ou perturbação no controle sensorial, podendo levar ao aumento do 

comportamento de autolimpeza. Enquanto o RSV foi capaz de prevenir o 

aumento dos escores no WNT nesse mesmo estudo anterior do grupo, nenhum 

efeito da suramina foi observado, sugerindo mais uma vez que essas duas 

moléculas agem em diferentes tecidos, regiões e/ou vias de sinalização. 

O teste de transmissão social por preferência alimentar (do inglês social 

transmission of food preference, STFP) é aplicado para avaliação indireta da 

comunicação social entre os ratos. Isto se dá pela apresentação de uma 

comida com um novo sabor para um representante de um grupo de ratos (o 

demonstrador) e pela subsequente avaliação da preferência alimentar dos 

demais ratos da ninhada (os observadores) entre a comida com este sabor 

apresentado e uma comida com sabor desconhecido. Quando analisamos a 

porcentagem de consumo da comida apresentada, os ratos expostos ao VPA 
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apresentaram uma menor porcentagem em relação aos ratos do grupo controle 

e RSV, indicando que aqueles não tiveram preferência pelo sabor previamente 

experimentado pelo seu irmão em relação a estes. Dada essa menor 

porcentagem de consumo do sabor apresentado, investigamos se esse efeito 

poderia ser causado por um menor consumo relativo da comida com sabor 

apresentado ou, alternativamente, a um maior consumo relativo da comida não 

apresentada. Assim, ao analisarmos o consumo médio absoluto por grupo, 

vimos que, de uma forma geral, os animais não apresentam diferença 

significativa no consumo da comida não apresentada. Em contrapartida, os 

animais expostos ao VPA tendem a consumir menos da comida apresentada.  

Uma vez que existe uma alteração sensorial de cunho somático 

importante mostrada pela primeira vez por nosso grupo (FONTES-DUTRA et 

al., 2018), a contrapreferência dos ratos expostos ao VPA pode ser um 

indicativo da alteração do processamento sensorial de cunho olfatório, 

possivelmente, nesses roedores. Assim, o estímulo olfatório gerado pela 

apresentação daquele sabor poderia estar gerando uma memória aversiva a 

esses animais, fazendo com que eles tendam a comer menos daquela comida 

previamente apresentada, refletindo sobre a menor porcentagem de consumo 

desta.  

Apesar de se saber que a informação sensorial é processada 

primariamente por regiões corticais com redes especializadas para o tipo de 

modalidade, estudos vêm demonstrando o papel importante de regiões 

subcorticais, como a amígdala, nessa atribuição de cunho afetivo em diferentes 

tipos de informação, como as sensoriais. Tanto em indivíduos com TEA, quanto 

no modelo animal VPA, alterações da amígdala já foram observadas 
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(BANERJEE et al., 2014; LIN et al., 2013; MARKRAM et al., 2008). É possível 

que nossos resultados apontem não só para um processamento sensorial 

alterado, mas também para a possibilidade de atribuição de valor afetivo do 

tipo aversivo sobre esta informação por possível hiperativação da amígdala, 

devido a um hiperprocessamento sensorial no STFP. Apesar de estudos 

prévios terem demonstrado que alterações de cunho somático são prevenidas 

pela administração de RSV (FONTES-DUTRA et al., 2018), nenhum efeito 

preventivo foi observado no STFP.  

Sujeitos com TEA frequentemente apresentam hipossensitividade à dor. 

No entanto, a observação desta característica depende de como os testes são 

conduzidos (MOORE, 2015), não sendo, portanto, um consenso na literatura. 

Em nosso estudo, os animais expostos ao VPA apresentam maiores latências 

para sentir um estímulo térmico, indicando uma menor reatividade nociceptiva 

no modelo VPA, o que também já foi observado em outros trabalhos utilizando 

o mesmo modelo (SCHNEIDER et al., 2008a). Assim como observado para o 

WNT, o tratamento pós-natal com suramina não foi capaz de reverter o prejuízo 

na sensitividade térmica causado pelo VPA. 

Outro achado importante desta tese foi o fato de que os animais 

expostos ao VPA apresentam comportamento do tipo ansioso mais exacerbado 

que os animais não expostos, o que foi verificado através do menor tempo 

explorando os braços abertos no labirinto em cruz elevado. Esse achado 

corrobora estudos anteriores utilizando modelos animais de autismo 

(PATTERSON, 2011), além de refletir em modelos animais uma comorbidade 

frequentemente encontrada em crianças e adolescentes com TEA (SIMONOFF 

et al., 2008; VAN STEENSEL; BÖGELS; PERRIN, 2011). O tratamento pós-
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natal com suramina, além de ter efeito terapêutico sobre o comportamento 

social em nossos dados e em trabalhos anteriores (NAVIAUX et al., 2014, 

2015, 2013), foi capaz de reverter totalmente o aumento do comportamento do 

tipo ansioso em animais expostos ao VPA. 

Apesar de um tratamento antipurinérgico ter um efeito ansiolítico no 

modelo animal de autismo induzido por VPA, um estudo anterior demonstrou 

que outro antagonista não-específico de receptores purinérgicos, o 

piridoxalfosfato-6-azofenil-2′,4′-ácido dissulfônico (PPADS) possui efeitos 

ansiogênicos (KITTNER et al., 2003), o que vai de encontro aos nossos 

achados. Talvez os efeitos ansiolíticos da suramina (o qual também é um 

antagonista não específico de receptors purinérgicos do tipo P2) possa estar 

envolvendo rotas alternativas que não sejam seus efeitos sobre o sistema 

purinérgico, uma vez que essa molécula é capaz de bloquear diversos outros 

receptores e enzimas que não necessariamente estejam envolvidas na 

sinalização purinérgica (BUTLER et al., 1988; CALCATERRA; VICARIO; 

ROVERI, 1988; FORTES; ELLORY; LEW, 1973; MAHONEY; AZZI; HUANG, 

1990; MORIYAMA; NELSON, 1988; ONO; NAKANE; FUKUSHIMA, 1988; 

WILLS; WORMALL, 1950).  

As atividades locomotoras e exploratórias do modelo animal de autismo 

também foram avaliadas em um dos trabalhos desenvolvidos nessa tese, 

utilizando um aparato de campo aberto. Através de programa de 

monitoramento automatizado da atividade (Anymaze, Stoelting, U.S.A.), nós 

mensuramos a distância percorrida e a velocidade média dos animais no 

aparato durante 30 minutos. Nenhuma diferença foi encontrada em nenhum 

desses parâmetros entre os grupos experimentais, indicando que a exposição 
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ao VPA não causa alterações motoras a ponto de comprometer a locomoção 

destes animais, conforme já foi observado em estudos anteriores (BANERJEE 

et al., 2014). No entanto, os animais do grupo VPA ficaram menos tempo no 

quadrante central no campo aberto, corroborando o resultado de um maior 

comportamento do tipo ansioso nesses animais, uma vez que os animais mais 

ansiosos tendem a ir para os cantos do aparato. Igualmente ao observado no 

teste no labirinto em cruz elevado, suramina foi capaz de reverter essa 

alteração.  

Em relação à atividade exploratória, nós observamos uma redução 

significativa no número de explorações verticais nos animais expostos ao VPA, 

comparado aos controles. Esse achado pode ser relacionado com a redução 

do interesse social, também observado nestes animais nos testes de 

sociabilidade. Assim como observado em outros parâmetros avaliados, o 

tratamento com suramina não foi capaz de reverter essa alteração na atividade 

exploratória desses animais.  

Além de análises comportamentais, os trabalhos desenvolvidos nessa 

tese também abrangeram algumas análises moleculares, com o objetivo de 

tentar elucidar alguns mecanismos da ação do VPA e dos tratamentos 

realizados. Nós utilizamos a técnica de transcrição reversa seguida da reação 

em cadeia de polimerase quantitativa (do inglês reverse transcription followed 

by quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) para analisar a expressão 

relativa de um conjunto de miRNA em amostras de sangue de pacientes com 

TEA e no modelo animal de autismo induzido pela exposição ao VPA. Nós 

encontramos um aumento nos níveis de miR138-5p e miR134-5p no sangue de 

pacientes, comparado aos controles. Curiosamente, o miR134-5p também 
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apresentou um aumento em sangue de animais do grupo VPA. Estes achados 

sugerem que a avaliação do perfil de expressão de miRNA pode ser utilizada 

para identificar as vias biológicas potencialmente alteradas na TEA. Uma vez 

que miRNA podem passar para a corrente sanguínea a partir de células, 

tecidos e órgãos (CREEMERS; TIJSEN; PINTO, 2012; LUDWIG et al., 2016), 

alterações nos níveis de miRNA circulante podem refletir alterações em outros 

tecidos, incluindo os sistemas nervoso e imunitário.  

Esse trabalho traz novas perspectivas para a avaliação dos níveis de 

miRNA em diferentes estágios de desenvolvimento e diferentes tecidos, para 

podermos explorar as funções dessas pequenas moléculas na etiologia do 

TEA. Para isso, muitos estudos ainda são necessários e a técnica de RT-qPCR 

ganha destacada importância nesse aspecto. Diferente da análise da 

expressão de RNA mensageiros, que é comumente realizada por PCR, a 

quantificação de miRNA é mais frequentemente realizada pela técnica de 

microarranjo. No entanto, o tamanho reduzido e as quantidades limitadas de 

miRNA extraídas de tecidos animais trazem algumas dificuldades para as 

análises de miRNA utilizando essa técnica (LIN; LAI, 2013). Experimentos de 

microarranjo permitem o monitoramento do perfil de expressão simultâneo de 

diversos miRNA, mas seu uso apresenta algumas desvantagens, como a baixa 

sensibilidade e reprodutibilidade.  

A técnica de RT-qPCR, utilizada neste trabalho para avaliação da 

expressão de um conjunto de miRNA, apresenta-se como uma metodologia 

mais sensível e confiável que nos permitiu identificar tênues diferenças na 

expressão relativa dessas moléculas em diferentes grupos experimentais, o 

que provavelmente não seria possível se fosse utilizada a técnica de 
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microarranjo. No entanto, para que os resultados obtidos pela técnica de RT-

qPCR pudessem ser alcançados, foi necessária uma extensa padronização do 

protocolo, principalmente devido à carência de informações na literatura a 

respeito do uso dessa técnica para avaliar expressão de miRNA. Nesse 

sentido, escrevemos um manuscrito onde informamos passo a passo o 

protocolo de análise de miRNA por RT-qPCR, com o objetivo de facilitar 

estudos posteriores do grupo e de outros pesquisadores. 

Um dos principais aspectos a serem levados em conta é a utilização de 

uma normalização adequada para as análises de miRNA. O propósito da 

normalização é remover as variações entre grupos devido à amostragem, 

permitindo identificar reais diferenças nos perfis de expressão de miRNA como 

consequência do estado patológico, tratamento ou estágio do desenvolvimento. 

Alguns miRNA exibem perfis de expressão que não se alteram sob diferentes 

condições, podendo servir como miRNA de referência nas quantificações de 

outros miRNA de interesse. Neste trabalho, nós realizamos uma varredura de 

16 miRNA selecionados para este trabalho, com o objetivo de encontrar os 

miRNA normalizadores para nossas análises. Nós utilizamos o algoritmo 

geNorm para investigarmos a variância de todos os miRNA selecionados e 

então avaliar a estabilidade nos níveis de expressão dos miRNA (PELTIER; 

LATHAM, 2008). 

A técnica de RT-qPCR é frequentemente utilizada para análises de 

expressão de RNA mensageiros. No entanto, quando utilizada para análise de 

miRNA, algumas diferenças devem ser destacadas. Uma delas é a 

necessidade de desenhar e sintetizar iniciadores específicos para transcrição 

reversa de cada um dos miRNA analisados. Isso ocorre porque, diferente dos 
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RNA mensageiros maduros, que possuem uma cauda poliadenilada em sua 

extremidade 3’, a síntese de DNA complementar aos miRNA não pode ser 

realizada utilizando iniciadores complementares oligoDT. Assim, para tal, é 

necessária a aquisição desses iniciadores específicos, chamados de 

iniciadores em grampo (do inglês, stem-loop primers). Em contrapartida, para 

as análises de PCR quantitativo, apenas um iniciador reverso é necessário 

para a quantificação de todos os miRNA analisados, uma vez que todos os 

iniciadores em grampo utilizados para a transcrição reversa possuem uma 

porção comum para todos os miRNA, na qual esse iniciador reverso universal é 

capaz de se ligar na etapa de anelamento ao DNA complementar durante a 

amplificação. 

Outra diferença da análise de miRNA em relação às análises de RNA 

mensageiros por RT-qPCR são as quantidades de molde utilizado. Uma vez 

que, dependendo do tecido analisado e do RNA em questão, as quantidades 

de miRNA são mais limitadas que as de RNA mensageiros, maiores 

quantidades de material de partida são necessárias para sua quantificação. 

Assim, partindo de um mesmo DNA complementar (o qual foi sintetizado a 

partir de um mesmo extrato de RNA), é possível realizar diferentes diluições, a 

fim de se encontrar as melhores condições para análise de diferentes miRNA 

em diferentes tecidos. Atenção especial também deve ser dada à quantidade e 

à qualidade dos iniciadores utilizados para as análises de miRNA por PCR. 

Para isso, além de um bom desenho dos iniciadores e escolha de uma 

empresa que os sintetize de forma adequada, é necessário realizar testes para 

verificar a especificidade dos iniciadores em relação aos produtos desejados, 

além de otimizar suas concentrações. Uma vez que as amostras periféricas 
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podem ser mais facilmente obtidas de pacientes em relação a outros tecidos, a 

abordagem translacional que empregamos neste trabalho é capaz de sustentar 

o potencial uso de miRNA como biomarcadores no TEA. Não obstante, outros 

tipos de materiais biológicos podem futuramente ser utilizados com este 

objetivo, como as amostras de saliva de pacientes. Além de potenciais 

biomarcadores, a análise de miRNA pode permitir a realização de diversos 

estudos mecanísticos envolvendo rotas de sinalização possivelmente alteradas 

no TEA, bem como a investigação de possíveis estratégias terapêuticas 

envolvendo essas moléculas. 

Trabalhos do grupo demonstraram um efeito preventivo do RSV sobre a 

diminuição do comportamento social e alterações sensoriais em ratos expostos 

prenatalmente ao VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; FONTES-DUTRA et al., 

2018). Além disso, já foi demonstrado que essa molécula foi capaz de prevenir 

alterações na organização cortical na área somatossensorial primária desses 

animais (FONTES-DUTRA et al., 2018), o que poderia explicar seu efeito sobre 

as alterações sensoriais encontradas. Aqui, nós demonstramos que o RSV 

também foi capaz de prevenir um aumento dos níveis do miR134-5p, um 

miRNA de grande importância na maturação de espinhos dendríticos e no 

desenvolvimento de sinapses (SCHRATT et al., 2006; TAI; SCHUMAN, 2006). 

Dada suas propriedades anti-inflamatórias e antioxidantes e seus efeitos 

preventivos em modelos animais de autismo, o RSV surge como uma potencial 

molécula para futuras estratégias terapêuticas sobre sintomas e comorbidades 

do TEA, o que já está sendo buscado com testes pré-clínicos desenvolvidos 

pelo nosso grupo de pesquisa. 
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Por outro lado, os efeitos terapêuticos da suramina sobre alguns 

parâmetros comportamentais observados no modelo animal de autismo 

induzido por exposição ao VPA nos levaram a investigar um possível papel do 

sistema purinérgico no desencadeamento das características do tipo autista em 

ratos. Para responder a essa questão, nós quantificamos a expressão relativa 

de RNA mensageiros de alguns receptores purinérgicos do tipo P2 nos grupos 

experimentais. Nossos resultados demonstraram um aumento nos níveis 

corticais do receptor ionotrópico P2X4, enquanto no hipocampo houve um 

aumento de P2X4 e do receptor metabotrópico P2Y2 nos animais expostos 

prenatalmente ao VPA. Esses achados fortalecem a hipótese do envolvimento 

do sistema purinérgico no contexto do TEA, trazendo assim novas 

possibilidades de manipulações farmacológicas que explorem essa via.  

Embora nosso trabalho e outros estudos anteriores tenham 

demonstrado efeitos terapêuticos da suramina sobre prejuízos sociais em 

modelos animais de autismo (NAVIAUX et al., 2014, 2013), é sabido que esse 

fármaco dificilmente passa pela barreira hematoencefálica (BHE) em condições 

fisiológicas (HAWKING, 1940; RASEROKA; ORMEROD, 1986; SANDERSON; 

KHAN; THOMAS, 2007). Sendo assim, existem duas possibilidades que 

poderiam explicar tais resultados apesar dessa peculiaridade dessa molécula. 

Primeiramente, sabe-se que a suramina é capaz de se ligar a diversas 

proteínas plasmáticas como a albumina (HAWKING, 1978; ROBOZ et al., 

1998), de forma que poderia então estar atravessando a BHE através de 

transportadores proteicos específicos. No entanto, mesmo que isso esteja 

ocorrendo, a suramina não é capaz de alcançar concentrações suficientemente 
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altas no SNC para que possa exercer seus efeitos (SANDERSON; KHAN; 

THOMAS, 2007). 

Uma segunda explicação pode estar relacionada com a ação da 

suramina em tecidos periféricos. Uma das hipóteses mais investigadas no 

nosso grupo de pesquisa é que o VPA possa estar desencadeando alterações 

no sistema imunitário de roedores prenhes, as quais poderiam causar 

alterações imunológicas e inflamatórias na prole. Assim, uma vez que durante 

o desenvolvimento fetal existe uma interação entre sistema imunitário e SNC, 

possivelmente as alterações causadas pelo VPA possam estar indiretamente 

causando alterações relacionadas à fisiopatologia do TEA. Por consequência, 

uma possível ação da suramina a nível periférico poderia modular algumas 

características do tipo autista a nível imunológico, mesmo não agindo 

diretamente sobre o SNC. 

Guiados por essa segunda hipótese, quantificamos os níveis de RNA 

mensageiro de algumas citocinas pró-inflamatórias em duas regiões 

encefálicas de ratos expostos prenatalmente ao VPA e tratados ou não com 

suramina. Corroborando estudos anteriores com tecidos post mortem de 

indivíduos com TEA e em modelos animais (WEI et al., 2012; XU; LI; ZHONG, 

2015), encontramos níveis aumentados de IL-6 no córtex medial pré-frontal de 

animais expostos ao VPA, de forma que o tratamento com suramina foi capaz 

de reverter essa alteração. Visto que os níveis de IL-6 podem estar 

relacionados com o desencadeamento de algumas características do tipo 

autista, uma vez que já foram demonstrados níveis aumentados dessa citocina 

em pacientes e em modelos animais (WEI et al., 2012; XU; LI; ZHONG, 2015), 

nós acreditamos que o efeito positivo da suramina sobre o comportamento 
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social de ratos do modelo VPA possa ter alguma relação com essa restauração 

dos níveis de IL-6.  

De uma forma geral, nossos dados reforçam a possibilidade do uso de 

moléculas com diferentes propriedades como estratégias terapêuticas para 

alguns sintomas e comorbidades encontrados no TEA, apresentando para a 

comunidade científica novas possibilidades para o desenvolvimento de 

tratamentos seguros e eficazes. No entanto, muitos desafios ainda precisam 

ser contornados a fim de aperfeiçoar a utilização dessas moléculas em estudos 

clínicos. Somado a isso, nossos resultados trazem novas pistas sobre rotas de 

sinalização que possam ter grande importância no contexto do TEA, trazendo 

assim a possibilidade de investigação de novas moléculas para potenciais 

intervenções farmacológicas que possam atenuar ou prevenir certas 

alterações, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes com 

TEA e de suas famílias. 
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CONCLUSÕES 

No presente trabalho, utilizamos um modelo animal de autismo obtido 

pela exposição pré-natal ao VPA para avaliar o comportamento social e 

comportamentos repetitivos e estereotipados, que são os sintomas centrais do 

diagnóstico do TEA, além de alguns parâmetros comportamentais que 

aparecem como sintomas associados, como comportamento do tipo ansioso e 

alterações sensoriais. 

Primeiramente, em relação ao comportamento social, os animais do 

modelo VPA apresentaram prejuízo social tanto no teste três câmaras quanto 

no teste de sociabilidade recíproca, corroborando dados anteriores do grupo e 

da literatura. O tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir as 

alterações sociais observados no teste de sociabilidade recíproca. O 

tratamento com suramina, por sua vez, foi capaz de reverter alterações sociais 

no teste de três câmaras, mas não no teste de sociabilidade recíproca. 

Em relação ao comportamento repetitivo, animais expostos ao VPA 

gastaram mais tempo fazendo autolimpeza quando comparados aos animais 

dos grupos controle, e os tratamentos com RSV e suramina não foram capazes 

de prevenir ou reverter essas alterações. Por outro lado, o tratamento com 

suramina foi capaz de reverter o aumento do comportamento do tipo ansioso 

apresentado pelos animais do grupo VPA.  

Quando avaliamos parâmetros sensoriais, foi observado um prejuízo na 

memória olfativa dos animais expostos ao VPA, uma vez que estes não tiveram 

preferência por consumir um alimento com um sabor previamente apresentado 

por um animal da sua ninhada. O tratamento com RSV, no entanto, não foi 

capaz de prevenir essa alteração. Adicionalmente, a exposição ao VPA causou 
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uma hiper-responsividade a estímulos não nocivos (avaliada pelo teste WNT) e 

uma hiporresponsividade a um estímulo nocivo (avaliada pelo teste de retirada 

da cauda). O tratamento com suramina não foi capaz de reverter nenhuma 

dessas alterações sensoriais encontradas. 

Animais do grupo VPA também apresentaram um maior comportamento 

do tipo ansioso em relação aos animais do grupo controle, e curiosamente o 

tratamento com suramina foi capaz de reverter essa alteração. Nenhuma 

alteração significativa foi encontrada em relação à atividade locomotora e 

exploratória no modelo VPA. 

Ao avaliarmos a expressão relativa de um grupo de miRNA em sangue 

pacientes com TEA, foi observado um aumento na expressão de dois deles, 

miR138-5p e miR134-5p, sendo que esse último também teve sua expressão 

aumentada no modelo animal de autismo induzido por VPA, mas essa 

alteração foi totalmente prevenida pelo tratamento com RSV. Relacionado às 

análises de expressão de miRNA, concluímos que a técnica de RT-qPCR foi 

adequada para os propósitos deste estudo, após tomadas as devidas 

precauções e adequações ao longo do protocolo. 

A expressão gênica de dois receptores purinérgicos foi encontrada 

aumentada em estruturas em regiões encefálicas de animais VPA, sem 

nenhum efeito do tratamento com suramina. Por fim, os níveis da citocina IL-6 

foram encontrados aumentados no córtex medial pré-frontal desses animais, 

mas o tratamento com suramina foi capaz de reverter totalmente essa 

alteração. 

Como conclusão final, observamos que o RSV preveniu um prejuízo 

social e aumento dos níveis de miRNA no modelo de autismo induzido pelo 
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VPA, enquanto a suramina reverteu prejuízo no comportamento social e o 

comportamento do tipo ansioso, além do aumento de moléculas pró-

inflamatórias no encéfalo de animais do modelo VPA. Os efeitos do RSV 

reforçam a relevância dessa estratégia como ferramenta para estudos voltados 

para aspectos etiológicos durante o período embrionário, entre o momento da 

indução e o final da gestação. Os efeitos da suramina colocam o sistema 

purinérgico como um importante alvo de estudos na busca por estratégias 

terapêuticas no TEA. A análise de miRNA traz grandes perspectivas para 

análises de mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento e dos 

sintomas e também pode ter importância no desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas, de forma que a técnica de RT-qPCR aparece com 

papel fundamental nesses aspectos. 
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PERSPECTIVAS 

Considerando os resultados obtidos na presente tese e evidências de 

que os comportamentos do tipo autista e alguns parâmetros moleculares estão 

alterados no modelo animal, e que estratégias terapêuticas foram capazes de 

prevenir ou reverter tais alterações, algumas perspectivas emergem para o 

seguimento da pesquisa relacionada ao TEA no grupo, incluindo o estudo em 

embriões: 

 Avaliar o efeito de outros tratamentos antipurinérgicos sobre os 

comportamentos alterados, através do uso de inibidores seletivos de alguns 

receptores que apresentaram expressão aumentada em animais VPA;  

 Analisar os níveis de miRNA em estruturas encefálicas no modelo 

animal, bem como o efeito de estratégias terapêuticas; 

 Quantificar os níveis proteicos de alvos de miRNA alterados no modelo 

VPA e buscar mecanismos moleculares que possam estar envolvidos no 

desencadeamento de características do tipo autistas nesses animais; 

 Avaliar a influência dos níveis de miRNA sobre parâmetros específicos 

no modelo VPA, como alterações na morfologia de espinhos dendríticos, 

migração e diferenciação neuronal; 

 Avaliar a influência de miRNA sobre parâmetros imunitários e 

inflamatórios no modelo VPA; 

 Utilizar dados obtidos de técnicas mais abrangentes (como RNA-seq) 

para estudo de miRNA possivelmente alterados no contexto do TEA, tanto em 

humanos quanto no modelo animal, a fim de se encontrar possíveis 

biomarcadores que possam servir como ferramenta para diagnóstico precoce 

do TEA. 
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 Utilizar os conhecimentos obtidos sobre alterações nos níveis de miRNA 

no contexto do TEA para desenvolvimento de possíveis estratégias 

terapêuticas baseadas nessas pequenas moléculas, como por exemplo através 

da utilização de antagomirs. 
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