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PARTE I



Resumo

O periodo do neurodesenvolvimento € caracterizado pela ampla estruturacdo do sistema
nervoso central (SNC) e, portanto, € um momento de grande vulnerabilidade a agentes
estressores enddgenos e exdgenos. Estresses ambientais como infec¢es durante a gravidez,
adversidades na infancia e isolamento do convivio social podem prejudicar a maturacao do
SNC, podendo, em ultima instancia, servir como gatilho para o desenvolvimento de
transtornos psiquiatricos. Roedores submetidos ao modelo de isolamento social pés-
desmame apresentam prejuizos cognitivos, no filtro sensério-motor, na neurotransmissao de
dopamina e de plasticidade sinaptica. O sistema purinérgico é mediado pela sinalizacdo
extracelular de nucleotideos e nucleosideos. Com relagdo aos nucleotideos de adenina, o ATP
é hidrolisado até adenosina por acdo de uma eficiente cadeia enzimatica chamada de
ectonucleotidases. Os nucleotideos e nucleosideos podem atuar nos receptores purinérgicos,
que sdo divididos em receptores P1 e P2. Os receptores P2 sdo ainda subdivididos em P2X e
P2Y. No SNC, as purinas exercem inumeras funcgdes fisioldgicas e patoldgicas. H4 uma
evidente sobreposicao dos mecanismos disfuncionais apresentados por animais socialmente
isolados e pelas modulagdes que o sistema purinérgico exerce. Levando em consideracao tais
evidéncias, a presente dissertacdo teve como objetivo principal verificar se o isolamento
social induz alteracGes na sinaliza¢do purinérgica em diferentes estruturas cerebrais de ratos.
Para isso, ratos Wistar de 21 dias foram isolados socialmente por 8 semanas, e em seguida,
verificamos diferentes fenotipos comportamentais e parametros neuroquimicos relacionados
com o sistema purinérgico foram conduzidos. Primeiramente, foi observado prejuizos no
filtro sensorio-motor e aumento da interacdo social com ratos desconhecidos nos ratos
isolados socialmente. Quanto 0s parametros neuroquimicos, nossos resultados mostraram um
acimulo de ADP no liquido cefalorraquidiano e um aumento da hidrdlise do ADP em
sinaptossomas de hipocampo e estriado nos animais que foram criados isoladamente. Por
Gltimo, nas analises de expressao génica, observamos diferentes alteracdes em diferentes
estruturas cerebrais. O coértex pré-frontal apresentou reducdo na expressdo génica de
adora2a, p2ryl e p2rx5 nos animais que passaram pelo isolamento social. O hipocampo, por
sua vez, apresentou regulacdo positiva dos genes p2ry4, p2ryl3 e p2ryl4 nos mesmos
animais. Foi observado, ainda, que o estriado foi mais afetado pelo isolamento social, uma
vez 0s animais submetidos ao isolamento apresentaram uma modulagao negativa dos genes
adora2a, p2rx4, p2ry2, p2ry6, p2ry12, p2ry13, entpdl, entpd2 e entpd3. Desta forma, nossos
resultados demonstraram que o isolamento social p6s-desmame promove abundantes
alteracdes na sinalizacdo purinérgica. Baseado em dados existentes na literatura, os dados
obtidos nesse estudo podem indicar, no cortex pré-frontal, alteracbes de receptores
envolvidos em processos cognitivos e de neurotransmissao de dopamina e glutamato. No
hipocampo, apesar da escassez de estudos acerca desses receptores, parece haver indicios de
disfungéo microglial. O estriado, por sua vez, apresentou alteragdes de receptores associados,
principalmente, com modulacdo de dopamina e disfungdo microglial.



Abstract

The neurodevelopmental period it is characterized by wide structuring of central nervous
system (CNS), which implies in highly susceptibility to endogenous or exogenous stressors.
Environmental stressor in early-life, such as maternal separation, childhood adversities or
social isolation, can disrupt brain development prompting psychiatric diseases. Post-weaning
social isolation in rodents causes impairments in cognition, sensorimotor gating, dopamine
neurotransmission and synaptic plasticity. The purinergic system is mediated by extracellular
signaling of nucleotides and nucleosides. The ATP is hydrolyzed to adenosine by an efficient
enzyme chain named as ectonucleotidases. The nucleotides and nucleosides can act on the
purinergic receptors, which are divided in P1 and P2 receptors. P2 receptors are subclassified
in P2X and P2Y. Purines modulate many physiological and pathological mechanisms in the
CNS. There is a noticeable overlap between social isolation dysfunction and the processes
modulated by purinergic signaling. The main goal of this work was verify if post-weaning
social isolation induces impairments in purinergic signaling. Thus, we randomly allocated
Wistar rats at 21 postnatal day to social rearing or 8 weeks of social isolation. After the 8
weeks, we investigated the behavioral phenotype and performed neurochemical evaluation
related to purinergic system. Initially, the results showed that post-weaning social isolation
disrupted sensorimotor gating and increased social interaction. Posteriorly, we characterized
the purinergic system in this model. There was an accumulation of ADP in cerebrospinal
fluid and an increase of ADP hydrolysis in synaptic cleft of hippocampus and striatum of
isolation rearing rats. Lastly, we evaluated which purinergic elements might be differentially
expressed. To the best of our knowledge, were evidenced several purinergic receptors
alteration in this neurodevelopmental model. In the prefrontal cortex we have found an
upregulation of adora2a, p2ryl and p2rx5 genes. Regarding the hippocampus, we
demonstrate that p2ry4, p2ry13 and p2ry14 were downregulated. On the other hand, striatum
was highly affected and presented several genes downregulated such as adora2a, p2rx4,
p2ry2, p2ry6, p2ryl12, p2ry13, entpdl, entpd2 and entpd3. Although the neurodevelopmental
neuropsychiatric model exhibited slight behavioral impairment, we now provide genetic
evidences of several neurobiological processes that were mediated by purinergic signaling.
These results may provide a construct validity of several neuropsychiatric conditions. Thus,
our results evidenced that social isolation promotes several dysfunctions in the purinergic
signaling. Based on the literature results, these alterations in the expression of purinergic
receptors indicates a possible impairment in cognition and dopamine and glutamate
neurotransmission in the prefrontal cortex. In the hippocampus, few studies comprise the role
of these receptors, although may be feasible a microglial dysfunction. Concerning several
disturbances showed in the striatum they seem further related with dopamine
neurotransmission and microglial dysfunction.
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1. Introducdo

1.1. Isolamento social p6s-desmame
O periodo do neurodesenvolvimento € caracterizado pela ampla estruturacdo do
sistema nervoso central (SNC), onde ocorrem 0s processos de histogénese, proliferacéo e
migracdo de células neuronais e gliais, diferenciagdo, sinaptogénese, podas sinapticas,
apoptose e mielinizacdo (Rice e Barone 2000). Diante do grande numero de processos
fisioldgicos e bioquimicos que acontecem durante este periodo este € um momento de grande

vulnerabilidade a agentes estressores enddgenos e exdgenos.

Estresses ambientais como infec¢fes durante a gravidez (Brown, 2012), separa¢do
materna (Slotten et al., 2006), imigracdo (Cantor-Graae e Pedersen, 2013), adversidades na
infancia (Varese et al., 2012) e isolamento do convivio social (Leigh-Hunt et al., 2017)
podem perturbar as vias de sinalizacdo envolvidas no neurodesenvolvimento, que podem
estar diretamente associados com o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (Brown,

2012; Cantor-Graae e Pedersen, 2013; Leigh-Hunt et al., 2017; Owen et al., 2016).

Assim como os humanos, roedores sdo animais pré-sociais, sendo recompensados e
motivados a interagdes sociais (Panksepp e Lahvis, 2007). Portanto, a restricdo de contato
social é aversiva e estressante, sendo manifestada de diferentes maneiras em nivel
comportamental e neuroquimico (para revisdo, veja Fone & Porkess, 2008). Com o intuito
de compreender e caracterizar mecanismos envolvidos no estabelecimento de subtipos de
transtornos psiquiatricos, foi desenvolvido um modelo animal ndo farmacoldgico de
isolamento social. Um dos modelos de isolamento social amplamente empregado na

literatura se baseia na premissa de impedir a socializacdo durante o periodo critico de
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neurodesenvolvimento pés-natal até a fase adulta. Esse periodo compreende ao desmame em
roedores, normalmente realizado entre os dias 21 a 28 pds-natal (Fone and Porkess 2008).
Durante a criacdo em isolamento, 0s animais sdo mantidos sozinhos em uma caixa moradia
e podem ouvir, ver e sentir o cheiro de outros animais, mas sdo impossibilitados de interagir

com eles (Fone and Porkess 2008).

O isolamento social cronico repercute em diversas alteracdes no desenvolvimento que
sdo manifestados em prejuizos comportamentais. Déficits cognitivos foram vistos em
macacos Rhesus isolados na fase juvenil com prejuizo na memoria de trabalho durante a fase
adulta (Sanchez et al., 1998) e, em ratos, no teste de reconhecimento de objetos (Mdller et
al., 2013a) e na memoria espacial no teste de labirinto aquatico de Morriz (Quan et al., 2010).
Além disso, muitos estudos mostram que roedores submetidos ao isolamento social ndo séo
capazes de filtrar a informacao sensério-motora adequadamente (Chang et al., 2015; Moéller
et al., 2013a; Murphy et al., 2010; Wang et al., 2012) e que ha aumento de agressividade em

ratos machos e fémeas (Oliveira et al., 2019).

Além das manifestacdes fenotipicas, abundantes alteragdes neuroquimicas também sao
vistas nesse modelo. Estudos demonstram um prejuizo na neurotransmissdo de dopamina,
onde animais socialmente isolados apresentam um maior nivel de dopamina basal no ndcleo
accumbens (Hall et al. 1998; Yorgason et al. 2015) e no estriado e uma diminuigdo no cortex
frontal da dopamina e seus metabolitos, acido 3,4-dihidroxifenilacético (Dopac) e acido
homovalinico (Mdller et al., 2013b; Yorgason et al., 2015). Ainda, foi observada uma
diminuicdo no cortex frontal e um aumento no estriado dos niveis de serotonina, e seu

metabdlito acido 5-hidroxiindoleacético (Moller et al., 2013b). Além da desregulacdo da

12



neurotransmissdo, ha relatos de um estado pro-inflamatério, tendo em vista o aumento de

TNF-a e INF-y e diminuicdo de interleucina 4 e 6 (Mdller et al., 2013a).

A ruptura do neurodesenvolvimento ocasionado nesse modelo animal tambeém
promove alteracdes na plasticidade sinaptica (Quan et al. 2010), na morfologia dos dendritos
na amigdala basolateral e no cortex pré-frontal medial (Wang et al. 2012), bem como pode
influenciar negativamente na maturacao dos oligodendrdocitos e, portanto, na mielinizacéo do

cortex pré-frontal medial de camundongos (Makinodan et al., 2012).

Considerando a importancia desse modelo para os estudos relacionados com
transtornos neuropsiquiatricos e apesar de ser um modelo animal bastante empregado na
literatura, ainda hd uma grande necessidade de melhor caracterizar a influéncia do sistema

purinérgico neste modelo.

1.2. Sistema Purinérgico

Os nucleotideos estdo presentes em diversos tecidos e séo liberados por diferentes tipos
de células neurais. O metabolismo extracelular das purinas é realizado por uma eficiente
cadeia enzimatica denominada coletivamente de ectonucleotidases, que hidrolisam o ATP ao
AMP, que, por sua vez, é hidrolisado a adenosina (ADO) (Yegutkin, 2014). O ATP, e seus
produtos de degradacdo, exercem seus efeitos biologicos atuando nos receptores
purinérgicos, que sao classificados em receptores do tipo P1 e P2 (Yegutkin, 2014) (Figura
1). As ectonucleotidases, por sua vez, sdo divididas em: ectonucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDases), ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs),
ecto-fosfatases alcalinas, ecto-5’-nucleotidase/CD73 e a ecto-adenosina deaminase

(Zimmermann et al., 1998). Essas enzimas promovem a regulacdo fina da sinalizacdo
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purinérgica, que é semelhante para os nucleotideos purinicos e pirimidinicos (Yegutkin,

2014).
NTPDases
eg CD39
NTPDases > Ecto-5"-nucleotidase
eg CD39 CD CD735"
Q’ d S T
€ ae ) Adenosine
A‘rp/' J Adenosine
release
Diverse cellular responses
often T[Ca;
Preferred agonist: Preferred agonist: Preferred agonist:
ATP X1-7 + heteromers | ADP Yy Y Yiz | Adenosine A1, A2a, A2b, A3
ATP Y1
uTP Y, (=ATP),Y,
UDP Ye

UDP-glucose Y4

Figura 1: Visdo geral da sinalizacdo purinérgica. O sistema purinérgico é composto pelos receptores, que sao
divididos em P2X , P2Y e P1, e pelas ectonucleotidases, que estdo representadas NTPDases (CD39), pela e pela
ecto-5’-nucleotidase (CD73). O ATP pode ser liberado da célula por diversos mecanismos e no meio
extracelular pode atuar nos receptores P2X ou P2Y ou, ainda, ser hidrolisado pelas ectonucleotidases até
adenosina. A adenosina pode atuar nos receptores P1 ou retornar ao citoplasma celular pelos transportadores de
nucleosideo (ndo mostrado) ou, ainda, ser desaminada e metabolizada, por fim, a acido drico (ndo mostrado).
NTPDases: ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase. Adaptado de Menzies e colaboradores (2017).

As ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases) sdo ectoenzimas que
hidrolisam no meio extracelular os nucleosideos trifosfatados e difosfatados, tendo, em sua
maioria, preferéncia pelos trifosfatados (Robson et al., 2006). Dentro dessa familia, existem

oitos diferentes genes para as E-NTPDases (Robson et al., 2006) e, dentre essas, as E-
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NTPDases 1, 2 e 3 estdo expressas no cérebro de mamiferos e sdo capazes de controlar a
sinalizacdo de ATP na fenda sinéptica (Kukulski et al., 2004; Zimmermann, 1996).

As ecto-nucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases (NPPs) podem hidrolisar ATP
direto em AMP, liberando pirofosfato inorganico (PPi) (Goding et al., 2003). No SNC, a
NPP1, a NPP2 e a NPP3 estdo expressas em diferentes tipos celulares, podendo contribuir na
formacdo de mielina (Goding et al., 2003) e na secre¢éo do liquido cefalorraquidiano (Bonan,
2012).

As ecto-fosfatases alcalinas (APs) sdo fosfomonoesterases ndo-especificas que liberam
fosfatos de diversos compostos organicos e, também, degradam nucleosideos trifosfatados,
difosfatados e monofosfatados (Bonan, 2012). Elas sdo mais expressas, no SNC, nas células
endoteliais das veias, no plexo coroide e nas meninges, mas também sdo encontradas em
diversas outras regies do encéfalo (Langer et al., 2008).

Participando da etapa final de desfosforilagdo dos nucleotideos, a ecto-5’-nucleotidase
esta envolvida na etapa catalitica final de inativacdo e o catabolismo do ATP e na formacao
de adenosina a partir de AMP extracelular (Bonan, 2012; Zimmermann, 1992). Esta
ectonucleotidase é ubiqua no encéfalo e esta expressa tanto em neurdnios, quanto em células
gliais (Kovacs et al., 2013).

A adenosina formada no fim da cadeia enzimatica possui trés destinos diferentes: (1)
pode atuar nos receptores P1; (2) pode voltar para o meio intracelular por meio de
transportadores de nucleosideos, para a via de salvacdo das purinas; ou (3) pode ser
desaminada a inosina pela ecto-adenosina deaminase (E-ADA) (Robson et al., 2006;
Zimmermann, 1992).

Os receptores purinérgicos sdo divididos em receptores P1 (A1, A2a, A2g 0U Agz), NOS

quais a adenosina tem seu sitio de agéo; e receptores P2, que se subdividem em P2X(1-7)
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(receptores ionotropicos), que sao ativados por ATP, e em P2Y12461112,1314 (receptores
metabotrdpicos) (Yegutkin, 2014). A familia dos receptores P2Y (P2YR) é dividida nos
receptores P2Y1, P2Y>, P2Y4, P2Yes € P2Y 11 que ativam a fosfolipase C/inositol trisfofato e
nos receptores que inibem a adenlil ciclase, como 0 P2Y 1, P2Y13 e P2Y 14 (Abbracchio et al.,
2009). Ainda, esses receptores diferem em seus agonistas enddgenos: os P2Y1R, P2Y12R e
P2Y13R sdo principalmente responsivos ao ADP; o P2Y2R e P2Y4R ao UTP e ao ATP; o
P2Y11R ao ATP; e 0 P2Y6R e 0 P2Y 4R ao UDP, sendo que este Gltimo é sensivel, também
a UDP-glicose e UDP-galactose (Abbracchio et al., 2009).

Os nucleotideos e nucleosideos exercem inimeras fungoes bioldgicas no SNC. O ATP,
por exemplo, pode ser liberado pelos axdnios, dendritos, pelo corpo celular neuronal e pela
glia (Fields e Burnstock, 2006), agindo como neurotransmissor ou como neuromodulador
(Burnstock, 2006a). Evidencia-se que esse nucleotideo também possa agir como um fator
trofico e de crescimento (Abbracchio et al., 1995), alterando o desenvolvimento de neurénios
(Mishra, 2006), pela regulacéo da concentracao do calcio citoplasmético e de AMPc (Fields
e Burnstock, 2006), bem como pode controlar a funcdo de astrdcitos e a comunicacdo
neurdnio-glia (Koizumi, 2010), influenciando na atividade sinptica (Jourdain et al., 2007) e
regular a diferenciacdo de oligodendrécitos e mielinizacdo (Fumagalli et al., 2016). Em
contrapartida, o nucleosideo ADO exerce fun¢des neuromoduladoras (Ribeiro et al., 2003)
de neurotransmissores como dopamina, GABA, glutamato e serotonina, bem como do ATP,
(Burnstock, 2007) e a¢des anti-inflamatérias (Burnstock, 2006b). Visto que a adenosina € um
produto da hidrélise do ATP e essas duas moléculas frequentemente exercem efeitos opostos,
elas podem ser submetidas a regulacdo homeostéatica (Fields e Burnstock, 2006).

Estudos demonstram que 0s A1Rs e AxaRs estéo co-localizados no hipocampo (Rebola

et al., 2005), existindo uma interacdo funcional entre esses dois receptores adenosinérgicos,
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e que, ainda, eles podem formar heterodimeros com o0s receptores metabotropicos de
glutamato tipo 1 (Ciruela et al., 2004) e tipo 5 (Ferré et al., 2002; Nishi et al., 2003),
respectivamente. Essas interacGes exercem efeitos opostos na liberacdo de glutamato: a
modulacdo do A:R pode inibir a liberacdo de glutamato pré-sinéptico, enquanto que a
ativacdo pos-sinaptica do Axa pode facilitar a liberacdo de glutamato (Coelho et al., 2014;
Lopes et al., 2002). Esta bem descrito que o A2aR promove a sinalizag&o do receptor D2 de
dopamina por meio da formagdo do heterodimero A2aR-D2R (Ferré, 1997) e que porcéo
extra-estriatal pode facilitar a liberagcdo de GABA ou noradrenalina (Cunha, 2005). Ademais,
tém se visto que o glutamato pode induzir acimulo extracelular de ADO (Craig e White,
1993) e, no estriado, esse efeito é mediado, especificamente, pelos receptores NMDA
(Delaney et al., 1998).

Além das purinas derivadas da adenina, nos Ultimos anos tém sido estudadas, cada vez
mais, as purinas baseadas na guanina: os nucleotideos GTP, GDP, GMP e o nucleosideo
guanosina (GUO). Esses estudos tém consolidado os diversos efeitos biologicos dessas
purinas, sendo a GUO mais amplamente estudada até agora (para revisao veja Tasca et al.,
2018). Apesar dos nucleotideos baseados na adenina ou na guanina apresentarem
semelhangas, fisiologicamente, existe diferencas importantes a respeito deles. A GUO, em
comparagdo com as purinas baseadas em adenina, é preferencialmente acumulada sob
condigdes fisiologicas e, em resposta a um insulto, a sua concentracdo aumenta
progressivamente (Ciccarelli et al., 1999). Contrariamente, aquelas derivadas do ATP sé&o
rapidamente metabolizadas (Ciccarelli et al., 1999).

No campo das neurociéncias, foi demonstrado que o GTP pode ser armazenado em
vesiculas sinapticas dentro de células neurais e liberadas na fenda sinaptica (Santos et al.,

2006). Semelhante ao ATP, no meio extracelular, o GTP pode ser hidrolisado pelas
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ectonucleotidases e formar, por fim, a GUO. Estudos demonstram que a GUO pode modular
a transmissao glutamatérgica (Dal-Cim et al., 2013) e adenosinérgica (Schmidt et al., 2007),
induzir proliferacdo de astrocitos (Ciccarelli et al., 2000) e exercer efeitos antiapoptoticos
(Di lorio et al., 2004; Pettifer et al., 2004), antioxidante (Dal-Cim et al., 2012) e anti-
inflamatérios (D’Alimonte et al., 2007).

Em resumo, o sistema purinérgico atua em muitos mecanismos no SNC, como a
modulacdo de neurotransmissores, a neuroinflamacéo, a excitabilidade e funcionamento de
neurdnios e células gliais e a mielinizacdo, por exemplo. O modelo de isolamento social, por
sua vez, causa diversos prejuizos de funcionamento de neurotransmissores, maturacdo de
oligodendrocitos, cognicdo e de plasticidade sinaptica. Sendo assim, essa grande
sobreposicdo dos mecanismos patofisologicos suportam a ideia de que a sinalizacdo

purinérgica possa ter um papel na neurobiologia do isolamento social.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral desta dissertacdo é investigar o papel do sistema purinérgico na neurobiologia do

isolamento social.

2.2. Objetivos especificos
l. Caracterizar as alteracBes comportamentais induzidas pelo modelo de isolamento
social em ratos Wistar;
I Tragar o perfil do nivel de purinas presentes no liquido cefalorraquidiano no modelo

de isolamento social;
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Verificar a atividade das ectonucleotidases em abordagens de fatias ex vivo e em
preparacdo de sinaptossomaos in vitro no hipocampo e no estriado.
Analisar a expressdo génica de elementos do sistema purinérgico no cortex pré-

frontal, no hipocampo e no estriado.
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3. Artigo cientifico

Esta secdo da dissertacdo sera apresentada na forma de artigo cientifico a ser submetido a revista
Journal of Neurochemistry. Normas de submissdo foram retiradas do site:

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/14714159/homepage/forauthors.html

Nesta versao parcial apenas o resumo do artigo sera apresentado.
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Abstract

Environmental stressor in early life, such as social isolation, can disrupt brain development
prompting psychiatric disorders. Post-weaning social isolation in rodents presents
impairments in sensorimotor gating, dopamine neurotransmission and synaptic plasticity.
Purinergic signaling is initiated by extracellular ATP which can be hydrolyzed to adenosine
by ectonucleotidases and act in P1 or P2. Purines have a key role in physiological and
pathological mechanisms and there is a noticeable overlap between these modulations with
social isolation dysfunctions. The aim of this work was verify if social isolation impair the
purinergic system. At weaning, Wistar rats were allocated to social rearing or social isolation
for 8 weeks to investigate the behavioral features and the purinergic system in the prefrontal
cortex, hippocampus and striatum. We evidenced disruption in the sensorimotor gating and
increased social interaction in rats socially isolated. Social isolation induced an accumulation
of ADP in cerebrospinal fluid and increased of ADP hydrolysis in hippocampus and striatum
synaptosomes. Socially isolated rats presented an upregulation of adora2a, p2ryl and p2rx5
genes in the prefrontal cortex and a downregulation expression of p2ry4, p2ry13 and p2ry14
in hippocampus and adora2a, p2rx4, p2ry2, p2ry6, p2ryl2, p2ryl13, entpdl, entpd2 and
entpd3 in striatum. Based on the literature, these results may indicate a impairment in
cognition, dopamine and glutamate neurotransmission, microglia function and neurogenesis
control, once these receptors are found to modulate these pathways. This work shed light of
several processes poorly studied and, as far as we know, we are pioneering to demonstrate
the several alterations in purinergic system that might be participating in this
neuropsychiatric model.

Keywords: Social isolation; purinergic system; ectonucleotidases; purinergic receptors;
prepulse inhibition.
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4. Discussdo

A socializacdo é fundamental e vital para a maioria dos animais e, dentre eles, € bem
sabido o seu papel em humanos. Ela confere diversas vantagens evolutivas e o convivio social
é protetivo (Cacioppo et al., 2015). Esta bem estabelecido sabido que a sua auséncia em
qualquer periodo da vida causa diversos disturbios fisioldgicos, principalmente em nivel de

salde mental (Xia and Li, 2017).

Nossos resultados demonstram que ratos Wistar machos isolados durante 8 semanas
tiveram poucas manifestagdes comportamentais. Eles apresentaram uma maior resposta ao
estimulo de sobressalto e um prejuizo na taxa de inibicdo do pré-pulso nas intensidades de
77 e 85 dB e um aumento no tempo de interagdo social. A disfuncédo do filtro sensério-motor
é bem descrito nesse modelo (Chang et al., 2015; Moéller et al., 2013a; Murphy et al., 2010;
Wang et al., 2012). No entanto, outras alteracGes fenotipicas s@o divergentes na literatura,
uma vez que ha relatos de aumento da atividade locomotora (Ko and Liu, 2015; Wang et al.,
2012; Weiss et al., 2000) ou a ndo alteracdo (Ferdman et al., 2007; Hall et al., 1998),
disfuncdo cognitiva (Hellemans et al., 2004; Moéller et al., 2013a; Quan et al., 2010) e nenhum
prejuizo cognitivo (Schrijver et al., 2004; Weiss et al., 2001), bem como a diminuicdo da
interacdo social (Mdller et al., 2011; Mdller et al., 2013a) e o aumento da sociabilidade e
agressividade (Ferdman et al., 2007; Wongwitdecha and Marsden, 1996; Oliveira et al.,

2019).

E importante salientar que nem todos os experimentos foram conduzidos em ratos
Wistar. Essas diferentes respostas apresentadas entre as cepas de ratos sdo amplamente
discutidas. Varty e Higgins (1994) demonstraram que ratos Wistar sdé0 menos sensiveis a

deteccdo e ao processamento dos estimulos de pré-pulsos no paradigma do teste de PPI
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qguando comparados com ratos Lister Hooded e Sprague-Dawley. Assim como as cepas de
ratos podem apresentar respostas diferenciadas a um teste comportamental, é de se imaginar
que amesma logica valha para a sensibilidade ao modelo de isolamento social. Nesse sentido,
existem evidéncias mostrando que cada cepa manifesta 0s prejuizos do isolamento em
tempos diferentes: ratos Sprague-Dawley comegam a manifestar rupturas no teste de PPI a
partir de 4 semanas de isolamento, enquanto que ratos Lister Hooded apresentam 0 mesmo
déficit a partir de 7 semanas de isolamento pds- desmame (Bakshi e Geyer, 1999). O teste de
inibicdo do pré-pulso é amplamente utilizado neste modelo e o prejuizo apresentado por ele
tem sido replicado com robustez em ratos Lister Hooded (Cilia et al., 2001; Day-Wilson et
al., 2006; Varty et al., 1999), Long-Evans (Binder et al., 2001; Powell et al., 2003) e Sprague-
Dawley (Geyer et al., 1993; Ko e Liu, 2015; Mdller et al., 2013a). Em contrapartida, ele é
menos consistente e se nota efeitos menos robustos em ratos Wistar (Domeney e Feldon,
1998; Weiss et al., 2001). Por fim, até onde vimos, 0s estudos na literatura utilizando ratos
Wistar variam de 5 a 11 semanas do tempo de isolamento, podendo acarretar nas diferencas
encontradas no perfil comportamental (Ferdman et al., 2007; Murphy et al., 2010; Quan et

al., 2010; Wang et al., 2012).

Um estudo analisou a atividade locomotora e o filtro sensério-motor em periodos
diferentes de isolamento. Curiosamente, ratos Sprague-Dawley isolados socialmente tiveram
um déficit no PPI a partir de 4 semanas de isolamento, enquanto que o aumento da atividade
locomotora foi bem mais evidente quando o isolamento durou 2 semanas. Isso demonstra
que esses dois comportamentos sdo dissociaveis e que o isolamento afeta diferentemente
esses indices, e, portanto, a locomocao parece ser uma consequéncia de curto prazo, enquanto

que o filtro sensério-motor parece ser de longo prazo (Bakshi e Geyer, 1999). Nesse sentido,
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0 nosso resultado da distancia percorrida serem semelhantes entre 0s grupos pode ser

explicado pelo tempo de 8 semanas de isolamento social.

Ha relatos de que roedores criados em isolamento sdo mais sensiveis a d-anfetamina e,
assim, apresentam hiperlocomocdo mais acentuada do que animais criados em grupo
(Fabricius et al. 2010; Herrmann et al. 2014; Smith, Neill, and Costall 1997). No entanto,
essas manifestacbes comportamentais sdo controversas e estudos mostram que ndo ha
diferencas de locomocéo entre os grupos (Jones et al., 1992; Pritchard et al., 2013; Weiss et
al., 2001), mesmo padrdo que € demonstrado no presente trabalho. Evidéncias mais robustas
quanto a sensibilidade a essa droga psicomimética sdo referentes a maior liberacdo de
dopamina no nucleo accumbens, no cortex pré-frontal e no putdmen nos animais que sdo
submetidos ao isolamento social (Fabricius et al., 2011; Jones et al., 1992), bem como a
inibicdo da captacdo de dopamina no nucleo accumbens e no estriado dorsal medial

(Yorgason et al., 2015).

As ectonucleotidases promovem um ajuste fino da concentracdo de nucleotideos no
meio extracelular. O ATP pode ter funcdo de neuromodulacdo e de neurotransmissao
(Burnstock, 2006a) e pode agir como um sinal de perigo (Verkhrasky et al., 2009). A
adenosina, seu produto final da degradacgéo, age como um neuromodulador e tem acfes anti-
inflamatorias (Ribeiro et al., 2003). Por essa razao, os nucleotideos extracelulares devem ter
seus niveis estritamente regulados, a fim de garantir um balan¢co homeostéatico (Fields e
Burnstock, 2006), evitando assim, que a desregulacdo culmine em processos patolégicos
(Burnstock, 2008). Um elegante estudo demonstrou em preparac@es histoldgicas de encéfalo
que as ectonucleotidases estdo expressas em basicamente todo cérebro e que, em pH

fisioldgico, as E-NTPDases e a ecto-5’-nucleotidase sdo as ectonucleotidases predominantes,
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mesmo que haja presenca das outras familias dessas enzimas (Langer et al., 2008). Até onde
sabemos, nos somos o0s primeiros a relatar o nivel de nucleotideos no liquido
cefalorraquidiano no modelo neuropsiquiatrico de isolamento social. Nossos dados
demonstram que, em termos gerais, ndo existe um desequilibrio muito evidente dessas
purinas no meio extracelular, mas que ha um acimulo de ADP e uma tendéncia ao acumulo
de ATP. A guanosina tem sido cada vez mais estudada e tem sido relatado que ela é capaz de
modular a transmissdo glutamatérgica (Tasca et al., 1998) tem papel ansiolitico (Almeida et
al., 2010), antidepressivo (Bettio et al., 2014) e antioxidante (Tasca et al., 2018).
Considerando que o GTP é uma purina também que sofre acdo das ectonucleotidases,
investigamos se a guanosina ndo poderia estar alterada no liquido cefalorraquidiano dos
animais. Poucos estudos avaliam o papel da guanosina em modelos neuropsiquiatricos, e nés

demonstramos que seus niveis ndo estdo alterados no modelo animal de isolamento social.

Pela sabida necessidade de regulacdo dos niveis de ATP extracelular na fenda sinaptica
e pelos estudos iniciais que relataram que o ATP e o ADP eram hidrolisados em preparacdes
de sinaptossomas em vdrias regides encefalicas e em varias espécies de animais
(Zimmermann, 1996; Zimmermann e Braun, 1999) postulou-se que as ectonucleotidases
eram principalmente expressas nas sinapses. Nossos resultados demonstraram que o
isolamento social induziu um aumento na atividade de hidrélise do ADP em sinaptossomas
de hipocampo e estriado dos ratos submetidos ao isolamento social. Esses dados podem
sugerir que ap6s um longo periodo de isolamento, possa haver um aumento na expressao das
enzimas que hidrolisam o ADP por uma maior necessidade de hidrolisa-lo a nivel sinaptico,
0 que, dessa forma, como um mecanismo compensatério, evitaria que houvesse o acumulo

de ATP ou de ADP, os quais poderiam ativar vias de sinalizacdo pré-inflamatdrias (Chakfe
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et al., 2002), de morte neuronal (Bernardino et al., 2008) ou de astrogliose (Franke et al.,
2001). Entretanto, a atividade ATPasica, ADPasica e AMPasica em fatias ex vivo de
hipocampo e de estriado ndo foram moduladas pelo modelo de isolamento social. Esse
resultado nos leva a pensar que apesar de haver uma disfuncéo local da atividade ADPasica
sinaptica, em uma preparagdo celular mais complexa, como as fatias de tecido, as células
neuronais e gliais presentes em cada tecido estdo sendo capazes de equilibrar essa

desregulacdo sinéptica.

Apos estabelecer a funcionalidade das ectonucleotidases, nds partimos para a
abordagem de expressdo génica dos elementos do sistema purinérgico. O receptor Aza
(A2aR) é principalmente localizado nas sinapses (Rebola et al., 2005a) e seletivamente
controla o receptor NMDA (Rebola et al., 2008), a neuroinflamacéo (Rebola et al., 2011) e a
plasticidade sinéptica (Costenla et al., 2011). Além disso, ha relatos que a sua ativagdo
acarreta em um prejuizo de memoria de curto prazo (Pagnussat et al., 2015). O AzaR €
expresso em diversas estruturas encefalicas, mas sua mais abundante expressdao esta no
estriado (Fink et al., 1992). Sua expressao extra-estriatal foi localizada principalmente nas
sinapses glutamatérgicas (Rebola et al., 2005b), bem como ja € consolidada sua funcéo de
facilitar a liberacdo de glutamato (Latini e Pedata, 2001). Interessantemente, foi demonstrado
que a inativacdo de A2aR no estriado aumenta os efeitos psicoestimulantes, enquanto que a
inativacdo do mesmo receptor no prosencéfalo (principalmente hipocampo e cortex) atenua
os efeitos psicoestimulantes (Shen et al., 2008). Esses dados sugerem, portanto, que 0 A2aR
extra-estriatal e estriatal podem exercer efeitos opostos (Shen et al., 2008). Os nossos dados
de expressdo génica de adora2a mostram que o isolamento social foi capaz de regular

positivamente a expressao desse receptor no cortex pré-frontal e regular negativamente no
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estriado. Esses resultados indicam que no cortex pré-frontal pode haver uma modulacdo
positiva na liberacdo de glutamato, podendo ocasionar excitotoxicidade glutamatérgica e,
que apesar de o teste comportamental empregado néo ter detectado prejuizo na memdaria de
trabalho, 0o aumento da expressdo de A2a poderia induzir um prejuizo cognitivo, como é
mostrado em trabalhos que modulam esse receptor (Pagnussat et al., 2015; Pereira et al.,
2005; Takahashi et al., 2008). No estriado, 0 A2aR forma um heterébmero funcional com o
receptor D2 de dopamina, isto é, quando a adenosina se liga ao A2aR, a afinidade do D2R
pela dopamina diminui (Ferré et al., 2016). Nosso achado de diminuicéo da expressdo desse
receptor no estriado pode indicar, portanto, que a afinidade do D2R pela dopamina esta
aumentada, podendo haver uma maior atividade dopamenérgica e menor atividade
glutamatérgica. Até onde sabemos, esse € o primeiro relato de que um modelo nédo
farmacoldgico induz esses efeitos opostos do receptor A2aR na porcdo estriatal e extra-
estriatal j& descritos (Shen et al., 2008), demonstrando a necessidade emergencial de se
estudar o papel desse receptor adenosinérgico com suas maltiplas fungfes em diferentes areas

do encéfalo.

O receptor P2Y1 (P2Y1R) é expresso e modula neurénios (Guzman et al., 2010),
astrocitos (Fam et al., 2003; Fumagalli et al., 2003) e microglia (Ballerini et al., 2005;
Boucsein et al., 2003), mas seu papel em condi¢Bes patolégicas tem sido atribuido
principalmente & capacidade de propagacéo de ondas de calcio na rede de comunicagéo entre
0s astrdcitos, acarretando em reatividade astrocitaria (Bowser e Khakh, 2007; Fam et al.
2003; Neary et al., 2003) e que essa sinalizacdo é acoplada a exocitose de glutamato
dependente de calcio (Domercq et al., 2006). Aprimorando o conhecimento cientifico acerca

das funcionalidades do P2Y R, um importante estudo demonstrou que o agonista MRS2365
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induziu prejuizos na resposta comportamental cognitiva, incluindo o paradigma do PPI, via
cortex pré-frontal (Koch et al., 2015). No presente estudo, o isolamento social pos-desmame
modulou positivamente a expressdo génica do p2ryl no cértex pré-frontal e, é de se pensar,
que ele possa estar sendo aberrantemente ativado, tendo em vista o acimulo de ADP, seu
agonista endégeno (Abbracchio et al., 2009), observado no liquido cefalorraquidiano. E
possivel que o déficit encontrado no teste de PPI tenha sido parcialmente ocasionado por essa
inducdo de expressdo, uma vez que Koch e colaboradores (2015) também encontraram essa
disfuncdo ao ativar esse receptor. Ainda, esse mesmo estudo demonstrou 0 aumento da
liberacdo de dopamina em nivel de curta duracdo no cortex pré-frontal e de longa duragéo no
nicleo accumbens (Koch et al., 2015). Apesar de estar descrito na literatura que ha
diminuigdo da dopamina basal no cortex frontal em ratos que sdo submetidos ao isolamento
social (Moller et al., 2013; Yorgason et al., 2015), quando esses animais sdo desafiados com
d-anfetamina, hd uma exacerbacdo da liberagdo de dopamina no cortex pré-frontal quando
comparados com animais que foram criados socialmente (Fabricius et al., 2011; Jones et al.,
1992). Portanto, é possivel que o receptor P2Y:R medeie, ao menos parcialmente, o
mecanismo da sensibilidade & d-anfetamina dos animais criados em isolamento social. Por
fim, em neurdnios do cértex pré-frontal medial a ativacdo do receptor P2Y 1 inibiu a depresséao
de longa duracdo (LTD, do inglés long-term depression), um mecanismo envolvido na
plasticidade sinaptica da aprendizagem e da memdria (Guzman et al., 2010). Uma vez que
animais isolados apresentam alteracfes na plasticidade sinaptica (Quan et al., 2010), esse

pode ser outro mecanismo por tras das alteracdes encontradas nesse modelo.

Pouco se sabe sobre a func¢ao do receptor P2X5 (P2X5R) no SNC. Um estudo propde

que esse receptor pode funcionar como uma subunidade auxiliar, associando-se com 0s
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receptores P2X1, P2X2 e P2X4 (Compan et al., 2012). Eles ainda demonstram que o
heterotrimero P2X2/5 esta presente em neurdnios proprioceptivos e que podem exibir
propriedades funcionais semelhantes ao do receptor P2X7 (Compan et al., 2012). Outro
estudo demonstrou que esse receptor esta co-localizado em neurénios que contém arginina,
vasopressina e Oxido nitrico sintase no hipotadlamo, podendo exercer alguma fungéo
relacionada a hipoxia (Xiang et al., 2006). No estudo conduzido por Xiang e Burnstock
(2005) eles mostraram, pela primeira vez, que o P2X5 esta presente em diferentes areas do
cerebelo em desenvolvimento. Por fim, outro estou relatou que o heterdmero P2X1/5 parece
contribuir com a sinalizagédo do receptor NMDA em astrocitos corticais (Palygin et al., 2010).
NoOs encontramos uma regulacdo positiva induzida pelo modelo de isolamento social,

indicando que esse receptor possa ter um importante papel em modelos neuropsiquiatricos.

O receptor P2X4 (P2X4R) € o receptor P2X mais abundante no SNC (Rogove et al.,
2002), ele € amplamente expresso em células neuronais (Bo et al., 2003) e células gliais,
principalmente na microglia (McLarnon, 2005). Estudos demonstram que ele esta localizado
em neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra e do estriado (Amadio et al., 2007) e que
0 ATP pode modular a atividade de disparo dos neurbnios da substancia nigra, como a
liberacdo pré-sinaptica (Choi et al., 2009). Um estudo demonstrou que o bloqueio
farmacoldgico do P2X4R e P2Y12R suprimiu a quimiotaxia da microglia (Ohsawa et al
2007). No mesmo sentido, em cérebro de camundongo deficiente de P2Y12R, as células
microgliais apresentaram motilidade normal, mas foram incapazes de polarizar, migrar e
estender seus processos (Haynes et al., 2006), sendo assim, o P2Y12R é considerado um
marcador da microglia saudavel no cérebro (Mildner et al., 2017). O isolamento social

promoveu uma disfungéo da expressdo génica de ambos receptores no estriado, o que pode
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significar que esses animais apresentam prejuizo na migracao e na capacidade de mudanca
dos estados pro- e anti-inflamatorios. Ha relatos na literatura que animais criados em
isolamento apresentam um estado pro-inflamatorio, pelo aumento de TNF-a e INF-y e

dimunicdo de interleucina 4 e 6 (Mdller et al., 2013a).

Semelhantemente a esse contexto, o0 receptor P2Ys estd expresso na microglia
(Koizumi et al., 2007) e, em condic¢0es fisiologicas, a sua expressao € quase inexistente
nessas células (Koizumi et al., 2013). A ativacdo por UDP acarreta no aumento da motilidade
e medeia a fagocitose de moléculas alvo, agindo como um receptor de fagocitose (Inoue et
al., 2009; Koizumi et al., 2007). Como demonstramos, ratos isolados apresentam uma
diminuicdo da expressdo génica desse receptor. Fisiologicamente é possivel que essa
alteracdo ndo esteja sendo manifestada a nivel comportamental ou neuroquimico, no entanto,
caso haja um desafio imune, seja por infec¢do externa ou um desbalanco enddgeno, € possivel

gue animais isolados tenham um prejuizo na resposta fagocitica no sistema nervoso central.

A expressdao do receptor P2Y 13 (P2Y13R) estad localizada na microglia (Crain et al.,
2009) e nos astrocitos (Fumagalli et al., 2004), esse receptor pode mediar a liberagdo de
citocinas pro-inflamatdrias pela microglia (Liu et al., 2017). Dados recentes demonstram que
0 receptor ndo atua diretamente na proliferacdo astroglial, mas ele causa a supressdo da
proliferacdo por meio da microglia (Quintas et al., 2018). Além disso, o P2Y 13R microglial
constitutivo parece atenuar a proliferacdo de progenitores neurais do hipocampo,
apresentando um papel significativo no controle homeostatico da neurogénese e que, ainda,
a delecdo desse receptor reduz a complexidade e a extensdo dos processos microgliais,
sugerindo que o P2Y13R tem um papel fundamental na estrutura da microglia (Stefani et al.,

2018). Nossos resultados demonstraram uma modulacdo negativa da expressdo génica no
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estriado e no hipocampo de ratos que passaram por isolamento social, podendo significar e
esses processos de modulacédo indireta da proliferacdo astroglial, do controle fisioldgico da
neurogénese, no caso do hipocampo, e da estrutura das células microgliais podem estar sendo
prejudicados. Um estudo relatou que o isolamento social de curto prazo impediu a
neurogénese induzida pelo exercicio fisico (Leasure e Decker, 2009), que pode estar sendo

modulada pela diminuigédo de expressao do receptor P2Y 13R.

O receptor P2Y> (P2Y2R) esta associado a uma variedade de vias de transdugéo de sinal
pela ativacdo de integrinas, fatores de crescimento, migracdo e proliferacdo celular e
astrogliose (Peterson et al., 2010). Na literatura, ha poucos relatos de seu envolvimento em
modelos neuropsiquiatricos, sendo mais amplamente estudado na doenca de Alzheimer, onde
sua regulacéo positiva parece ser protetivo contra os agentes dessa doenca (Ajit et al., 2014;
Kim et al., 2012). Poucos estudos tém investigado o papel do receptor P2Y4 (P2Y4R) no
SNC, no entanto, foi demonstrando de uma maneira muito elegante que esse receptor tem
expressao em neurdnios glutamatérgicos nas porcdes pré-sinapticas de CAl e CA3 e que ele
pode inibir a liberacdo de glutamato (Rodrigues et al., 2005). Além da localizacdo no
hipocampo, esse receptor também é expresso no hipotalamo, onde ele tem acdo excitatoria.
Seu pico de expressdo logo apds o nascimento pode indicar um envolvimento na migracao e
diferenciacdo neuronal (Sergeeva et al., 2006). Da mesma maneira, 0 P2Y 14 € pouco estudado
ainda, mas sabe-se que ele é amplamente expresso no cérebro (Chambers et al., 2000).
Nossos resultados demonstram uma diminuigdo da expresséo do p2ry2 no estriado e do p2ry4
e p2ry14 no hipocampo de ratos isolados pos-desmame. E necessério que haja mais estudos
de funcionalidade desses receptores no SNC para que, entdo, possamos entender 0s seus

possiveis papeis neste modelo neuropsiquiatrico.
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Finalmente, nossa analise por RT-gPCR demonstrou uma diminuicdo na expressao
génica da entpdl, entpd2 e entpd3, apesar de ndo termos encontrado nenhuma diferenca no
padrdo de hidrélise do ATP e do ADP nas fatias de estriado. Esses dados aparentemente
divergentes entre expressdo génica e funcionalidade das enzimas podem ser explicados por

mecanismos pds-transcricionais e merecem ser mais bem investigados.

A ruptura do neurodesenvolvimento pelo isolamento social pos-desmame induziu
diversas alteragdes no sistema purinérgico, principalmente em nivel de purinoreceptores.
Nossos dados mostraram o acumulo de ADP no liquido cefalorraquidiano e 0 aumento de
sua metabolizacdo na fenda sindptica do estriado e do hipocampo, sugerindo ténues
alteracdes na funcionalidade das ectonucleotidases, uma vez que ndo foram detectadas

alteracdes na hidrolise dos trés nucleotideos em fatias ex vivo de estriado e hipocampo.

Apesar de as ectonucleotidases estarem eficientemente controlando a desregulacéo dos
niveis de ADP, o isolamento social provocou extensas alteracfes na expressdo génica dos
receptores. No coértex pré-frontal, as os genes diferencialmente expressos parecem estar
principalmente correlacionados com a modulacdo negativa da dopamina e positiva do
glutamato, com o deficit no filtro sensério-motor e com a cogni¢do. Quanto aos genes
modificados no hipocampo, ha poucos estudos que relatam seus papeis fisiolégicos no SNC,
mas parece estar envolvido com os processos de liberacdo de citocinas pré-inflamatérias,
proliferacdo astrocitica, controle da neurogénese e estruturacdo da microglia. Nossos
resultados indicam que o isolamento social afeta principalmente a sinalizagdo purinérgica do
estriado, principalmente os receptores que parecem estar envolvidos com a modulacdo de
dopamina, quimiotaxia, polarizacdo, extensao de processos e migracdo microglial, processo

fagocitico microglial e controle da neurogénese. Portanto, existem fortes indicios de que ha
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comprometimento da neurotransmissao, cognicdo e de funcdo microglial. Coletivamente,
esses resultados podem parecem ter grandes similaridades com transtornos
neuropsiquiatricos, principalmente a esquizofrenia (para revisdo, veja Burnstock et al.,

2011).

Certamente outros mecanismos podem estar contribuindo com a patofisiologia nesse
modelo neuropsiquiatrico, bem como a sinaliza¢do purinérgica pode contribuir em outras
rotas e mecanismos ndo abordados na presente dissertacdo. No entanto, preferimos abordar
0s mecanismos disfuncionais do modelo de isolamento social pos-desmame que ja estdo
suportados na literatura. NOs sugerimos que esses prejuizos podem estar sendo mediados, ao

menos em parte, pela sinalizacdo purinérgica.

5. Conclusao

Sintetizando, o presente trabalho apresentou resultados importantes e originais quanto a
sinalizacdo purinérgica no modelo neuropsiquiatrico de neurodesenvolvimento.
Primeiramente, n0s demonstramos que ratos Wistar isolados durante 8 semanas apresentaram
alteragcGes comportamentais ténues, como o prejuizo no filtro sensério-motor e um aumento
da socializacdo. Essas alteragfes comportamentais controversas na literatura podem ser
explicadas pela sensibilidade dos ratos Wistar e pela duracdo do isolamento social. Em
seguida, nos caracterizamos a sinalizagdo purinérgica neste modelo. Nés encontramos um
acimulo de ADP no liquido cefalorraquidiano e um aumento da hidrdlise do ADP em
sinaptossomos de hipocampo e estriado nos animais que foram criados isolados. Nao foram
encontradas diferencas entre os dois grupos no padrdo de hidrolise do ATP, ADP ou AMP

nas fatias ex vivo do hipocampo e do estriado. Apds a determinacdo da funcionalidade das
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ectonucleotidases, nosso proximo objetivo era analisar o perfil de todos os elementos do
sistema purinérgico. Para isso, n0s partimos para a abordagem de expressdo génica. Pela
primeira vez foi demonstrada uma proeminente alteracdo do sistema purinérgico em um
modelo de neurodesenvolvimento. O cértex pré-frontal modulou negativamente a expressao
dos genes adora2a, p2ryl e p2rx5 nos animais que passaram pelo isolamento social. O
hipocampo, por sua vez, evidenciou uma regulacdo positiva na expressdo génica do p2ry4,
p2ryl13 e p2ryl4 nos mesmos animais. NOs demonstramos, ainda, que o estriado foi mais
afetado pelo isolamento social, uma vez que apresentou uma expresséo diferencial dos genes
adora2a, p2rx4, p2ry2, p2ry6, p2ryl12, p2ry13, entpdl, entpd2 e entpd3. Sendo assim, apesar
de esse modelo de ruptura do neurodesenvolvimento ter apresentado alteragGes
comportamentais ténues, nds mostramos extensas evidéncias genéticas de desregulagdes
neurobioldgicas que sdo mediadas pela sinalizacdo purinérgica. Coletivamente esses dados
pressupfem similaridades com transtornos neuropsiquiatricos, principalmente a
esquizofrenia (para revisdo, veja Burnstock et al., 2011), podendo ser considerados como

uma validade de construto do modelo animal de isolamento social.

Até onde sabemos, nds somos o primeiro trabalho que evidencia alteracBes em
pardmetros do sistema purinérgico em um modelo animal ndo-farmacol6gico de ruptura do
neurodesenvolvimento. Diversas modificagdes apresentadas nesse trabalho foram discutidas
com base em achados de estudos previamente publicados e, ainda, alguns desses receptores
néo tém suas fungdes bem descrevidas na literatura, demonstrando a demasiada necessidade

de mais estudos nessa area do conhecimento.
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Perspectivas

Utilizar cepas de roedores mais sensiveis ao isolamento social e verificar a sinalizagéo

purinérgica;

e Empregar testes comportamentais mais finos para verificar se ndo houve perda de informagéao
nos parametros analisados;

e Realizar ensaios de funcionalidade dos receptores para verificar se aléem da expressdo génica
existe alteracdo funcional,

e Evidenciar se as modulagbes realizadas pelos receptores purinérgicos estdo presentes no
modelo de isolamento social;

e Investigar por meio de modula¢do farmacoldgica a funcdo de cada receptor no presente
modelo;

e Investigar mais detalnamente as potenciais modula¢Ges induzidas pela d-anfetamina no

sistema purinérgico e na neurotransmissdo de dopamina no modelo de isolamento social.
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