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Resumo

Introducéo: A ativagdo imune materna tem sido apontada como importante fator de risco
ambiental ao transtorno do espectro autista (autismo). Modelos animais sugerem que apés
infeccdo e ativacdo imune durante a gestacao, citocinas pré-inflamatérias maternas podem
ultrapassar a placenta e interferir no desenvolvimento do cérebro fetal. Dentre elas, a
interleucina 17a parece desempenhar papel etiolégico nas alteracdes da citoarquitetura
cerebral e do comportamento associado ao autismo na prole. Contudo, oS mecanismos
celulares e moleculares pelos quais a IL-17a atua para causar esses fenétipos sao ainda
pouco compreendidos, sobretudo em humanos. Objetivos: Verificar se a IL-17a atua sobre
a proliferacdo, migracao e a diferenciacdo de células neurais humanas. Verificar quais vias
de sinalizacdo intracelular séo ativadas pela IL-17a e estdo relacionadas com esses
fendtipos celulares. Verificar se 0 aumento da IL-17a associado a um background genético
de risco para o autismo podem agir juntos para “amplificar” alteracdes em células neurais
humanas. Métodos: Células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco pluripotentes
induzidas de individuos com autismo (n=7) e individuos controles (n=5) foram tratadas com
IL-17a ou veiculo, e foram realizadas medidas da expressdo do receptor da IL-17a
(ILL7RA/C) e de componentes das vias de sinalizacdo intracelular ativadas por IL-17a; assim
como medidas de proliferagdo, migracdo e diferenciagdo neuronal dessas células.
Resultados: As células neuroprogenitoras expressam constitutivamente IL17RA/C, mas nao
expressam a IL-17a; a IL-17a ativa a via ERK1/2 e inibe a via mTORCL1 nas células
neuroprogenitoras derivadas de individuos com autismo em comparacdo com as células
neuroprogenitoras controles; a IL-17a ndo alterou a proliferacdo e a migracdo das células
neuroprogenitoras; a IL-17a estimulou a expressdo de marcadores neuronais durante a
diferenciacdo das células neuroprogenitoras para neurdnios. Conclusdes: No0sso0s
resultados sugerem que células neuroprogenitoras humanas séo alvos potenciais da IL-17a
uma vez que expressam endogenamente IL-17RA/C, e que essa citocina é capaz de ativar
vias de sinalizag@o nessas células; as vias ERK1/2 e mTORC1 podem estar envolvidas em
possiveis fenétipos anormais induzidos pela IL-17a nas células neuroprogenitoras derivadas
de individuos com autismo; a IL-17a estimula a neurogénese ou maturacdo neuronal das

células neuroprogenitoras humanas.

Descritores: Transtorno do espectro autista; Infecgcbes; Interleucina-17; Células-tronco

pluripotentes induzidas; Transtornos do neurodesenvolvimento



1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno do espectro autista

1.1.1 Breve historico, sintomatologia e epidemiologia

O termo autismo foi utilizado originalmente em 1911 pelo psiquiatra
Eugen Bleuler, ao referir-se a tendéncia que individuos com esquizofrenia tém de
“‘ensimesmarse”, tornando-se alheios ao mundo social. Em 1943, o psiquiatra infantil Leo
Kanner foi quem primeiramente descreveu com maiores detalhes a sintomatologia da
doenca em sua obra “Disturbio autistico do contato afetivo”, que relatava o quadro clinico
de 11 criangas com “um isolamento extremo desde o inicio da vida e um desejo
obsessivo pela preservacdo de mesmices”, que Kanner chamou de “autismo infantil
precoce”. Em 1944, o pediatra Hans Arperger publicou o artigo “A psicopatia autista na
infancia” que, além de descrever o quadro clinico, destacou a ocorréncia preferencial da
doenca em meninos.® Em 1954, a Associacdo Americana de Psiquiatria publicou a
primeira edicdo do manual diagndstico e estatistico dos transtornos mentais (DSM-I —
diagnostic and statistical manual of mental disorders I), que fornece as nhomenclaturas e
0s critérios para o diagndéstico dos transtornos mentais. Nesta versdo do documento, as
diversas caracteristicas clinicas do autismo eram classificadas como um subgrupo da
esquizofrenia infantil, ndo podendo ser compreendida como uma patologia especifica e
singular. Nas proximas edi¢cdes do DSM, ocorreram diversas mudancas nos critérios para
diagnéstico e subcategorizacdes do espectro do autismo.®)

Com a mais recente edicdo do DSM, o DSM-5 publicada em 2013, as
subcategorias de autismo tipico, sindrome de Asperger, transtorno desintegrativo da
infancia e transtorno global do desenvolvimento sem outra especificacdo deixaram de
existir como diagndsticos separados, como ocorria em edi¢des anteriores, e atualmente
existe apenas um unico diagndstico: transtorno do espectro autista (TEA). Assim, o0s
individuos com TEA s&o agora diagnosticados em um unico espectro com diferentes
graus de gravidade, e o TEA passa a ser definido por uma diade de apresentagcfes
clinicas principais: deficiéncia na interacdo social/comunicacdo e padrbes de
comportamento restritos, estereotipados e repetitivos. Ainda, outras manifestacdes

clinicas podem estar presentes, tais como: deficiéncia intelectual, epilepsia, transtorno
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obsessivo compulsivo, ansiedade, problemas gastrointestinais, macrocefalia, dentre
outros.®

Em relacéo a prevaléncia do TEA, estudos recentes apontam que 0
transtorno tem prevaléncia de aproximadamente 1 em cada 59 criancas até os 8 anos
de idade, acometendo mais 0 sexo masculino que o feminino, em uma razao de 4:1 em
média, ndo havendo diferenca na prevaléncia com relacdo a raca ou etnia.® A
prevaléncia do TEA vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos, o que pode ser
devido a um aumento real no numero de individuos afetados na populagcédo por causa,
por exemplo, da presenga de novos fatores ambientais de risco para o transtorno.
Contudo, fatores que sem duavida tém contribuindo para esse aumento na prevaléncia do
TEA s&o as mudancas nos critérios diagnosticos, o aumento da eficiéncia no diagnostico
precoce e 0 maior conhecimento sobre o TEA tanto pela populacédo em geral quanto por

profissionais da saude.

1.1.2 Etiologia genética

Embora para a maior parte dos individuos acometidos a etiologia do
TEA permaneca desconhecida, sabe-se que vérios fatores de risco, desde ambientais,
como o consumo de alcool e infeccbes maternas durante a gestacdo, a genéticos,
incluindo uma combinacdo de alelos de risco paternos e maternos tanto raros como
comuns na populacdo em geral, que podem contribuir para o aparecimento do
transtorno.®” Com base nos estudos de recorréncia familial e de concordancia entre
gémeos monozigaticos e dizigbticos, as estimativas da herdabilidade do TEA, que avalia
a proporcdo da contribuicdo genética na expressao e variabilidade do transtorno, tém
variado entre 38-90%,(-12 o que indica a contribuicdo tanto de fatores genéticos como
ambientais na etiologia do transtorno.

A arquitetura genética do TEA é extremamente heterogénea. Por
meio do uso tanto de abordagens mais tradicionais, como a cariotipagem e o estudo de
genes candidatos, com de abordagens mais modernas, como 0S microarrays
cromossOmicos e 0 sequenciamento de nova geracao do exoma e do genoma, diversas
regides cromossomicas e genes de risco para o TEA tém sido identificados.

Estima-se que cerca de 15% dos casos de TEA apresentam
alteracdes cromossOmicas estruturais, as quais podem ser microscopicamente visiveis

ou relativamente menores, conhecidas como variagdes do numero de copias (CNVs —
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copy number variations) de segmentos genémicos,31% as quais podem conter parte de
um gene, um gene inteiro, poucos ou varios genes. Embora existam relatos de
anormalidades estruturais em todos os cromossomos, em algumas regifes ocorrem
rearranjos mais frequentes, como as CNVs em 15g11-g13, presentes em cerca de 1%
dos casos,® e as CNVs em 2p16, 16p11.2, 17912 e 2213, que combinadas est&o
presentes em cerca de 2-3% dos casos.(41617) Qutros aproximadamente 10% dos
individuos com TEA apresentam variantes pontuais (envolvendo um ou poucos
nucleotideos) ndo sindnimas, raras e potencialmente patogénicas em um gene principal,
em um modelo monogénico de heranca. Ainda, em muitos individuos com TEA néo é
identificada apenas uma alteragdo genética rara, mas sim duas ou mais em um modelo
oligogénico (oligo = alguns, poucos) de heranca. Por fim, na maior parte dos casos, cerca
de 70-75%, o TEA parece seguir um modelo poligénico ou multifatorial de heranca, no
qual o fendtipo depende da interacdo de diversas variantes genéticas mais frequentes
na populacio e de efeito patogénico baixo combinadas a fatores ambientais de risco®
(Figura 1).

Arquitetura Genética do TEA

+ 3-5% Variantes pontuais raras herdadas
i
e —
-~ Tl o ) .
- Aen . 5-10% Variantes pontuais raras de novo

-
( / 15% Alteracdes cromossdmicas
Z T _
s'

-— e CNV's (herdadas ou de novo)
i}
70-75% J,—

\ /““ ~— Desconhecido, poligénico / multifatorial

-,
— R

TEA: transtorno do espectro autista; CNVs: copy number variations.
Cerca de 3-5% dos individuos com TEA apresentam variantes
pontuais raras herdadas, e outros 5-10% dos casos apresentam
variantes pontuais raras de novo. Cerca de 15% dos casos
apresentam alteracdes cromossOmicas estruturais, as quais podem
ser microscopicamente visiveis ou relativamente menores, as CNVs.
No restante dos casos, cerca de 70-75%, o TEA apresenta etiologia
desconhecida ou poligénica/multifatorial.(7-11)

Fonte: Traduzido e modificado de Casanova MF. Genetic counseling
in austism. In: Cortical chauvinism [Internet]. [place unknown]; 2017
[cited 2020 Dec 1]. Available from:
https://corticalchauvinism.com/2017/03/06/genetic-counseling-in-
autism/.(1® [Figura cedida por ALS]

Figura 1. Arquitetura genética do transtorno do espectro autista
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Assim, o TEA é considerado uma doenca complexa, podendo
envolver diferentes mecanismos mutacionais e modelos de heranca. Atualmente, mais
de 2000 CNVs e mais de 900 genes candidatos ja foram associados ao TEA, e descritos
até o momento no banco de dados da Simons Foundation Autism Research Initiative
(https://sfari.org), que agrupa todas as informacdes ja publicadas sobre loci e genes de
risco para o transtorno. E interessante notar que apesar da grande heterogeneidade
genética, esses genes candidatos tendem a convergir em vias biolégicas comuns, que
podem ser classificadas em: regulacdo de transcricdo (genes associados ao
remodelamento de cromatina e fatores de transcricdo); regulacdo de quantidade de
proteinas (genes que regulam splicing, traducdo e ubiquitinagcdo de proteinas);
funcionamento de sinapses (adesao celular, canais de calcio e sédio, receptores de
neurotransmissores); fatores que regulam crescimento, proliferacdo e diferenciacéo
celular.(%-21)

A descoberta das causas genéticas do TEA auxilia e direciona
estudos de diagnéstico molecular da doenca, além de melhorar o aconselhamento

genético e possiveis terapias precoces direcionadas para cada paciente.(?

1.1.3 Etiologia ambiental: ativacdo imune materna

Embora possam existir diversos fatores ambientais que predisponham
ao TEA, doencas maternas de cunho imunoldgico, como autoimunidade e doencas
infecciosas na gravidez (como rubéola ou outras infeccbes virais e bacterianas) que
aumentam de forma importante a reatividade do sistema imune materno, tém sido
sugeridas como fatores de risco que podem levar a prole a ter transtornos mentais —
como TEA, esquizofrenia e depressédo-, ou até mesmo a apresentar desregulacao de seu
préprio sistema imunolégico na vida adulta.(?2-24

O termo ativagcédo imune materna (MIA — maternal immune activation),
vem sendo utilizado para se referir a ativagcado do sistema imune materno frente a uma
infeccdo durante a gestacado causando uma cascata de acontecimentos imunes, como
diferenciacéo de linfocitos e liberacao de citocinas e anticorpos, que seriam considerados
fatores de risco para o desenvolvimento de doencas de cunho psiquiatrico na prole.® A
MIA foi primeiramente associada ao TEA pela observacdo do aumento da incidéncia
deste transtorno de 0,05 para 8-13% em criancas filhas de mées que foram expostas a


https://sfari.org/
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pandemia da rubéola em 1964.%%) Desde entdo, diversos estudos epidemiolégicos tém
sugerido que a ocorréncia de uma infeccdo importante durante a gestacdo aumenta o
risco da prole desenvolver TEA. Além disso, esses estudos sugerem que 0 primeiro
trimestre da gestacdo parece ser o periodo mais susceptivel para que uma infeccao
materna importante leve ao desenvolvimento do TEA na prole, por ser este um periodo
critico para o neurodesenvolvimento do feto e também de maiores eventos de liberacao
de citocinas pela méae.?527-29)

Os modelos mais atuais da associacdo entre MIA e transtornos do
neurodesenvolvimento sugerem que apdés uma infeccdo materna ocorre a liberacédo
aumentada de citocinas pro-inflamatérias na circulagdo sanguinea da mée que podem
ultrapassar a placenta e interferir no desenvolvimento cerebral do feto.(%31 Esse fato,
em combinac&do com a carga genética de suscetibilidade da prole e, no caso de doencas
psiquiatricas de inicio mais tardio como a esquizofrenia, em combinacdo com segundos
“hits” ambientais durante a infancia e adolescéncia — como mudangas hormonais,
estresse e abuso de drogas -, leva ao aumento da probabilidade dos transtornos

psiquiatricos, como esquematizado na figura 2.(23)

Fatores de risco para o desenvolvimento de transtornos do Sistema Nervoso Central

! } } ] !
—
o - oo énci SN
Mie Gestagdo Infancia ﬁd"'?sce";'a Vi *ﬁ Vida adulta
Ativacgéo imunoldgica Status imune fetal Aprolevinda de 4 p'(,?lAe\f'n a ” Aprolevinda de
matema pela infeccgéo, somado a composicdo MIA carrega o . < Simals X MIA carrega o
autoimune efou por genética ajuda a risco para o TEA N susceptivela v/ risco para
predisposigdo genética determinar a [ §eg!qnd0$ [ transtormos
vulnerabilidade a MIA L :';9" elsnttr':smsioes LY psiquidtricos e

P 5, : SBissde '/ }//\ neuroldgicos
de IL-6 C drogas Vi |

Ativagéo / (

de Th17 2

TEA: transtorno do espectro autista.

Fonte: Traduzido e adaptado de Estes ML, McAllister AK. Maternal immune activation: implications for
neuropsychiatric disorders. Science. 2016;353(6301):772-7. Figure 1, MIA as a disease primer; p.
773.23)

Figura 2. Modelo atual de Ativacdo imune materna e transtornos psiquiatricos do
neurodesenvolvimento na prole em humanos
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1.1.3.1 Efeito aditivo da ativagdo imune materna e de fatores genéticos de risco ao
transtorno do espectro autista

Diferentes estudos sugerem uma possivel interacdo entre MIA e
genes de suscetibilidade ao TEA, como os da via mTORC1, tornando os sinais clinicos
da doenca ainda mais acentuados, como nos exemplos a seguir. Ehninger et al.®?
utilizando camundongos heterozigotos para variantes de perda de funcdo no gene tsc2
— produz a proteina TSC2 que ativa indiretamente a via mTORCL1 - (tsc2+/-), os quais
sdo modelos para o complexo de esclerose tuberosa — sindrome de heranca
autossbmica dominante que apresenta alta prevaléncia de TEA no quadro clinico,
descreveram aumento de mortalidade intrauterina e de comportamento semelhante ao
TEA nos camundongos tsc2+/- cujas maes foram submetidas a MIA durante o periodo
gestacional. Le Belle et al.®® descreveram crescimento ainda mais aumentado do
encéfalo em camundongos heterozigotos para variantes de perda de fungdo no gene
pten — gene que produz a proteina PTEN, que ativa indiretamente a via mTORC1 -
(pten+/-) cujas maes foram submetidas a MIA durante o periodo gestacional. Os
camundongos pten+/- sdo modelo de TEA associado a macrocefalia. Ainda, mais
recentemente, um estudo em humanos mostrou que individuos com TEA que
apresentam CNVs de risco e cujas maes tiveram infec¢des durante o periodo gestacional
apresentam deficiéncia mais acentuada na interagcdo social e nos comportamentos
restritos e repetitivos.4

Por fim, trabalhos recentes de expressao génica global no cérebro de
ratos apos a MIA mostraram que diversos dos genes desregulados identificados ja foram
fortemente associados a patogénese do TEA e codificam proteinas envolvidas nos
processos de neurogénese e funcionamento neural. Dentre os genes desregulados,
estdo os que sao alvos de FMR1 e CDH8, e os que codificam proteinas envolvidas com
inicio de traduc&do, como genes da via de sinalizacdgo mTORC1, os quais ja foram
fortemente associados ao TEA.(G537) Esses resultados sugerem que a MIA parece induzir
desregulacdo das mesmas vias biolégicas encontradas alteradas nos individuos com

TEA que tém etiologia genética comprovada.



1.1.3.2 Ativagcdo imune materna, interleucina IL-17a, neurodesenvolvimento e

transtorno do espectro autista

Os mecanismos pelos quais a MIA contribui para transtornos do
neurodesenvolvimento na prole sdo melhores elucidados em modelos animais,
sobretudo em roedores,®84) mas também em primatas ndo humanos.“?43 Trabalhos
pioneiros utilizando o modelo de MIA em camundongos mostraram que apos a indugao
de uma infeccdo ocorre a passagem de citocinas pro-inflamatérias maternas pela
barreira placentaria, sendo a principal delas a interleucina 6 (IL-6), e que essa citocina
era capaz de causar anormalidades cerebrais e sinais clinicos semelhantes ao do TEA
na prole.®4:45)

Mais recentemente, um importante estudo também utilizando o
modelo de MIA em camundongos — injecao de poly(l:C), que mimetiza uma infecéo viral,
em camundongos fémeas prenhas no 12,5° dia do desenvolvimento embrionério (E12,5)
— mostrou que o aumento sistémico de IL-6 materno apds a MIA causa ativacao de vias
de diferenciacdo de células Th1l7, um subtipo de linfécitos auxiliadores CD4+, pelo
aumento da expressao dos fatores de transcricdo classicos destas vias, como retinoic
acid receptor-related orphan receptor-yt (RORyt) e signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3), fazendo com que essas células liberem na corrente sanguinea
materna e na placenta grande quantidade da interleucina 17a (IL-17a). Uma vez em
guantidades anormalmente altas, a IL-17a parece entdo ser capaz de ultrapassar a
placenta e estimular a expressao de seu receptor (ILL7RA) no cortex cerebral em
desenvolvimento do feto (no periodo E14,5 do desenvolvimento embrionario), sendo este
ambiente rico em IL-17a responsavel pelo desenvolvimento anormal da citoarquitetura
laminar do cortex cerebral da prole, a qual permanece alterada apds o nascimento. Este
ambiente rico em IL-17a também parece ser responsavel pelos comportamentos
semelhantes ao TEA observados na prole apds o nascimento.“8) De forma interessante,
a injecdo da IL-17a diretamente no cérebro fetal no periodo E14,5 e na auséncia de MIA
também induziu os mesmos fenotipos na anatomia cerebral e no comportamento da
prole. Ainda, esses fenotipos anormais foram prevenidos com a inibicdo da expresséo
tanto do fator de transcricdo RORyt como da IL-17a nas células T CD4+ maternas. Em

conjunto, esses resultados sugerem que a IL-17a, a jusante (downstream) da IL-6,
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parece ser a citocina responsavel por estimular essas anormalidades na prole
semelhantes a fenétipos de individuos com TEA.“6)

Estudos posteriores do mesmo grupo de pesquisa mostraram que as
anormalidades vistas na citoarquitetura cerebral da prole vinda de MIA estdo
preferencialmente localizadas em uma regido chamada zona disgranular do cortex
somatossensorial primério (S1DZ — dysgranular zone of the primary somatosensory
cortex). Neurdnios excitatérios desta regido estdo hiperativados e neurénios inibitérios
estdo menos expressos na prole de MIA, o que contribui para o desenvolvimento dos
fenotipos comportamentais semelhantes ao TEA, e que a reducdo induzida desta
atividade neural na regido S1DZ durante o neurodesenvolvimento recupera as
anormalidades comportamentais vistas na prole.®7:48)

E importante comentar também outros estudos que sugeriram um
potencial papel da IL-17a no neurodesenvolvimento. Estudos utilizando células
progenitoras neurais (NPCs — neural progenitor cells) in vitro sdo concordantes em
mostrar que o tratamento com IL-17a inibe a proliferacdo de NPCs provenientes tanto de
embrides de camundongos em E14,04% como de camundongos neonatos,®® mas sdo
discordantes em mostrar que IL-17a inibe a neurogénese e maturagdo neuronal.%:50)

Por fim, cabe ressaltar que em relagdo ao TEA em humanos, estudos
sugerem associacao entre desregulacao da IL-17a e o0 maior risco de desenvolvimento
do TEA ou a piora no quadro clinico. Um estudo mostrou que o gene que codifica IL-17a
esta contido em uma regiéo afetada por CNVs associadas ao TEA,® e alguns estudos
mostraram aumento dos niveis de IL-17a no soro de individuos com TEA.®152 Ainda,
um trabalho recente mostrou que mondcitos derivados de individuos com TEA
expressam mais a IL-17a, o que ativa o fator de transcricdo NF-kB e induz expresséao de

iINOS e inflamacao oxidativa nessas células.®

1.2 Interleucina 17a: receptores e vias classicas de sinalizag&o intracelular

Como acima mencionado, a IL-17a é uma interleucina pro-inflamatoria
no sistema imune liberada principalmente por linfocitos Thl7 quando instaladas
infec¢des tanto cronicas quanto agudas, e desempenha um papel essencial na defesa
do organismo por induzir a producao de diversas citocinas (tais como GM-CSF, G-CSF,
IL-6, IL-1B, TNFa) e quimiocinas (tais como CCI20 e CXCL1) por diferentes tipos
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celulares, o que recruta neutroéfilos, aumenta a produgdo de anticorpos por linfocitos B e
medeia inflamac&o.%45%) A atividade inapropriada da IL-17a, principalmente na forma
cronica, tem sido associada a patogénese de doencas autoimunes e inflamatoérias, como
artrite reumatoide, asma, e esclerose multipla.®®

A IL-17a € a mais investigada em sua familia de 6 citocinas (IL-17a a
IL-17f), seguida de sua homologa IL-17f, as quais podem se ligar ao receptor presente
na membrana plasmatica como um homodimero (IL-17a/a ou IL-17f/f) ou como um
heterodimero (IL-17a/f).57:58) O receptor da IL-17a, por sua vez, € composto por um
heterodimero de IL17RA/IL17RC, sendo a porcao IL17RA a mais importante para a
transducdo de sinal intracelular.®® As vias de sinalizagdo intracelular classicas
conhecidas que séo ativadas apés a ligacado da IL-17a a seu receptor levam, sobretudo,
a expressdo de genes que codificam proteinas ligadas ao processo inflamatério
(geralmente genes que tém em seu promotor dominios de ligacdo aos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1), como outras citocinas pro-inflamatorias, peptideos
antimicrobianos, metaloproteinases de matriz, dentre outras.

A sinalizacdo da IL-17a inicia pelo recrutamento da proteina
adaptadora ACT1, que entdo ativa varias vias de sinalizacao intracelular independentes
por meio de diferentes proteinas adaptadoras TRAF (TNF — receptor associated factors).
Ao ligar-se a ACT1, a proteina TRAF6, membro da familia das proteinas ubiquitina-
ligases, é ativada, o que resulta na subsequente ativacdo da quinase TAK1 e do
complexo IKK, composto por IKKa, IKKB e IKKy. Esse complexo entdo fosforila a
subunidade IkBa dos complexos NF-kB:lkBa, 0 que induz a degradacgéo de IkBa pelo
sistema proteossoma e expde o sinal de localizac&o nuclear dos fatores de transcricdo
da familia NF-kB (sobretudo das proteinas p50 e p65), que em seguida se deslocam para
0 nucleo celular e ativam a expresséo de genes ligados a inflamac&o®®-63 (Figura 3).

A ativacao do complexo IKK também ativa a quinase TPL2 que, por
sua vez, ativa as quinases da familia MAPK, JNK e p38, por meio da fosforilagdo de
residuos especificos dessas proteinas. Por outro lado, os mecanismos pelos quais a IL-
17a ativa ERK1/2, outra quinase da familia MAPK, ndo s&o ainda bem conhecidos. As
quinases JNK, p38 e ERK1/2 ativam os fatores de transcricdo AP-1, C/EBP3 e C/EBPY,
0s quais também regulam a expressao de genes ligados a inflamacao®859 (Figura 3).

A IL-17a também ativa as quinases MEKK3 e MEK5 por meio da
ativacdo de TRAF4, o que resulta na ativagdo da quinase ERK5. Como essa via nao
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passa por NF-kB, p38, JNK ou ERK1/2, é considerada uma via ndo-canbnica de
sinalizacdo da IL-17a®85964) (Figura 3).

Por fim, enquanto a sinalizacéo de IL-17a via TRAF6 e TRAF4 resulta
na transcricdo de genes de resposta inflamatoria, a sinalizacdo via complexo ACT1-
TRAF2-TRAFS5 resulta no controle da estabilidade dos RNA mensageiros de genes que
sdo alvos da IL-17a, como forma de autorregulacdo pds-transcricional da via®859 (Figura
3).
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Fonte: Amatya N, Garg AV, Gaffen SL. IL-17 signaling: the Yin and the Yang.
Trends Immunol. 2017;38(5):310-22. Figure 3, Activation of IL-17 signal
transduction; p. 314.69

Figura 3. Vias de sinalizacéo intracelular candnicas ativadas por IL-17a:IL-17RA/C

Além da IL-17a desempenhar um papel importante no combate a
infeccbes, outras funcdes biologicas tém sido atribuidas a essa interleucina, como
estimulacao da proliferacao de células-tronco mesenquimais (por meio de ACT1-TRAF6
e da fosforilagdo e ativagdo de MEK, ERK, p38 e |kBa),®® de queratinécitos (por meio
da ativacéo da via de sinalizacdo ACT1-TRAF4-MEKK3-ERK5)®9 e de células sinoviais

(por meio da ativacdo da via mTOR).6") Assim, a depender do tipo celular e dos
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processos biolégicos mediados pela IL-17a, diferentes vias de sinalizacdo intracelular
podem ser ativadas.

E importante ressaltar também que o receptor IL17RA é expresso
ubiqguamente na maioria das células do corpo, com maior expressao em células
hematopoiéticas e imunes.® Entretanto, células ndo hematopoiéticas/imunes - como
células epiteliais, endoteliais e fibroblastos — sdo as que geralmente respondem
primeiramente e com maior intensidade a IL-17a,®8%% mostrando que a maior expressao
do receptor ndo necessariamente indica uma maior resposta ou ativacado de mecanismos
intracelulares nas células-alvo.("®71) No cérebro adulto, expressido baixa de IL17RA foi
detectada em condicdes fisiologicas na microglia e nos astrocitos,273 nos
oligodendrdcitos™ e nas células granulares do cerebelo.(™ No cérebro fetal, expressdo

de IL17RA foi detectada em células progenitoras neurais,*® mas ndo em neurdnios.("®)

1.3 Modelo experimental

Embora a associagdo entre MIA, IL-17a e transtornos do
neurodesenvolvimento pareca estar bem estabelecida, sobretudo em modelos animais,
0S mecanismos celulares e moleculares que podem contribuir para as alteracdes no
desenvolvimento cerebral e para o fen6tipo de TEA na prole de maes que sofreram MIA
sdo ainda pouco conhecidos e explorados. Esses mecanismos sdo ainda menos
entendidos em humanos. Ndo se sabe, por exemplo, se a IL-17a atua sobre a
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo de células neurais humanas durante o
neurodesenvolvimento e quais sao as vias de sinalizagao intracelular que séo ativadas
por IL-17a que estdo relacionadas com possiveis fenétipos alterados dessas células.
N&o é conhecido também se a IL-17a regula a atividade da via de sinalizacdo mTORC1
em células neurais, cuja desregulacio ja foi fortemente associada tanto a MIAG® como
ao TEA,®7 e se essa via esta associada com fenétipos alterados dessas células. Ainda,
€ desconhecido também se 0 aumento da IL-17a no periodo do neurodesenvolvimento,
aliado a um background genético de risco para o TEA, pode agir para amplificar
alteracdes em células neurais que podem conferir risco maior de desenvolvimento da
doenca.

O presente trabalho de pesquisa pretende explorar algumas das
guestBes acima levantadas tendo como hipoteses que: i) a IL-17a atua sobre células

neurais humanas alterando o potencial de proliferacdo e/ou migracao e/ou diferenciagéo
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dessas células; ii) o efeito da IL-17a sobre células neurais provenientes de individuos
com TEA é diferente do efeito sobre células neurais provenientes de individuos sem o
transtorno (controles), sendo portanto um fator ambiental de risco que atua em sinergia
com fatores genéticos de risco ao TEA.

Para testar as hip6teses acima levantadas, foram utilizadas como
modelo experimental NPCs derivadas de diferentes clones de células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs — induced pluripotent stem cells){"® que ja haviam sido
previamente geradas por nosso grupo de pesquisa a partir de células-tronco da polpa de
dentes deciduos de individuos controles (n=5) e de individuos com TEA (n=7).(".7® Cabe
ressaltar também que todas essas amostras de NPCs ja haviam sido caracterizadas
guando a morfologia e expressdo de marcadores deste tipo celular (como Nestina e
SOX2), e ao serem estimuladas com meios especificos, sdo capazes de se diferenciar

em neurdnios e astrocitos (Figura 4).

Neuroprogenitoras Neurdnios Astrdcitos
. Blll-tubulina

GFAP + CD44

GFAP + CD44

As NPCs expressam os marcadores Nestina (verde) e SOX2 (vermelho); os neurbnios
expressam os marcadores RllI-tubulina (vermelho) e MAP2 (verde); e os astrécitos expressam
0s marcadores GFAP (verde) e CD44 (vermelho). Aumento de 20x no microscopio confocal.
Figura 4. Imagens de imunofluorescéncia de células neuroprogenitoras, neurdnios e
astrocitos gerados a partir das iPSCs

Um estudo recente de nosso grupo analisou dados de transcriptoma
(sequenciamento de nova geragcao de mRNA, RNAseq) dessas amostras de NPCs e
mostrou que elas apresentam um perfil de expresséo génica semelhante ao cérebro fetal
de 4-10 semanas pos-concepcao, e com identidade de células presentes no cortex
cerebral.(’® Esses resultados sugerem que essas células constituem um modelo de

células neurais corticais em um periodo precoce do neurodesenvolvimento. Ainda, cabe
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ressaltar que células neurais derivadas de iIPSCs de individuos com TEA tém se
mostrado um modelo experimental in vitro muito interessante e apropriado para o estudo
da patofisiologia do transtorno.(79-82)

Por fim, € importante ressaltar que dentre os individuos com TEA
cujas NPCs foram utilizadas neste trabalho, 4 apresentam TEA idiopéatico (e de provéavel
origem multifatorial) e 3 apresentam TEA de origem genética conhecida (e de provavel
modelo oligogénico de heranca): 1 apresenta uma duplicacdo em 15g11-13, outro
apresenta uma duplicacdo em 17p13.3, e outro apresenta uma mutacdo patogénica de
novo no gene CACNA1H e também € heterozigoto composto para variantes de risco no
gene RELN, e todas essas variantes estdo associadas com penetrancia incompleta do
TEA.(77.788384) Como a maior parte dos casos o TEA (70-75%) apresenta provavel
heranca multifatorial de causa ainda desconhecida e em cerca de 25-30% dos casos 0
transtorno segue um modelo monogénico ou oligogénico de heranca, julgamos que com
a amostra de pacientes que estudamos tivemos a possibilidade de explorar a acao da
citocina IL-17a sobre células neurais derivadas de individuos com TEA devido a
diferentes mecanismos genéticos, o que € bastante representativo da natureza etiologica

do transtorno.

1.4 Objetivos

1. Verificar se células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas de individuos controles e de individuos com transtorno do
espectro autista expressam de forma constitutiva a interleucina IL-17a e seu receptor, e
se a expressao do receptor de IL-17a € modulada por essa citocina;

2. Verificar se células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas de individuos controles e de individuos com transtorno do
espectro autista expressam de forma constitutiva componentes das vias de sinalizacao
intracelular classicas downstream a IL-17a, e quais dessas vias sao ativadas por IL-17a;

3. Verificar se o tratamento com IL-17a ativa a via de sinalizacao
MTORC1 nas células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco pluripotentes

induzidas de individuos controles e de individuos com transtorno do espectro autista,
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4. Verificar se a IL-17a altera os fenétipos de proliferacdo, migracédo e
diferenciacdo das células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco pluripotentes
induzidas de individuos controles e de individuos com transtorno do espectro autista,

5. Verificar se existe diferenca nas respostas celulares e moleculares
relacionadas a IL-17a entre as células neuroprogenitoras derivadas de células-tronco
pluripotentes induzidas de individuos controles e de individuos com transtorno do
espectro autista;

6. Verificar quais vias de sinalizacdo intracelular downstream a IL-17a

estdo associadas com os possiveis fenétipos alterados observados em (4) e (5).
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2 METODOS

2.1 Amostra: aspectos éticos, caracteristicas e tipo de estudo

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres
humanos do Hospital Israelita Albert Einstein (CAAE: 50374315.9.1001.0071; Numero
do Parecer: 1.369.131). Os individuos com TEA (n=7) estudados neste trabalho foram
diagnosticados por equipe multiprofissional especializada de acordo com os critérios do
DSM-V-TR® e, sempre que possivel, a ferramenta CARS-BR traduzida (Childhood
Autism Rating Scale) foi aplicada em forma de entrevista aos pais ou responsaveis.
Todos os individuos estudados neste projeto sdo do sexo masculino, etnia caucasiana,
brasileiros, ndo relacionados entre si e possuiam idade entre 6 e 12 anos no momento
da coleta do material bioldgico.

Como comentado no item 1.3, dentre os individuos com TEA
estudados neste projeto, 4 apresentam TEA idiopético e de provavel origem multifatorial
(chamaremos aqui de “grupo TEA idiopatico”) e 3 apresentam TEA de origem genética
conhecida (chamaremos aqui de grupo “TEA mutacdo associada”), sendo que 1
individuo apresenta uma duplicacdo no cromossomo 15g11-13, outro apresenta uma
duplicacdo no cromossomo 17p13.3, e outro apresenta uma mutagcdo patogénica de
novo no gene CACNA1H e duas mutacgdes patogénicas em heterozigose composta no
gene RELN. As CNVs em 15q e 17p foram previamente detectadas por array-CGH, e as
variantes pontuais nos genes CACNA1H e RELN foram previamente detectadas por
sequenciamento completo do exoma pelo grupo da Dra. Maria Rita Passos Bueno do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo.(7885)

Os individuos controles (n=5) dos quais as células que foram
estudadas neste trabalho derivam foram pareados por sexo e idade com os individuos
com TEA e apresentam exclusao diagndéstica deste transtorno (chamaremos de grupo
controle).

Este trabalho, portanto, trata-se de uma pesquisa com seres humanos
em um estudo do tipo transversal quanto ao periodo de coleta da amostra e um estudo
analitico primario do tipo experimental in vitro e sem mascaramento, por se tratar de
estudo apenas com as células dos individuos submetidas a tratamentos in vitro com

observagfes e medicdes feitas a cada periodo finalizado.
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2.2 Cultivo das amostras de células neuroprogenitoras

Como comentado no item 1.3, todas as linhagens de NPCs utilizadas
neste projeto sédo derivadas de iPSCs que ja haviam sido previamente geradas a partir
de células de polpa de dentes deciduos de individuos neurotipicos e individuos com TEA
em colaboracdo com a Dra. Maria Rita Passos-Bueno e Dra. Karina Griesi-
Oliveira.(’7.78.86) Foram usados 1 clone de iPSC de cada individuo com TEAe de 1 a 2
clones de iPSCs de cada individuo controle (totalizando n=7 amostras de iPSCs
controles). Todas as amostras foram armazenadas em nitrogénio liquido até os seus
respectivos usos nos experimentos, os quais foram feitos com as NPCs nas passagens
entre 8 e 13.

As amostras de NPCs foram cultivadas e mantidas em monocamada,
em placas previamente tratadas com 10ug/mL de poli-ornitina (Sigma) e 5ug/mL de
laminina (ThermoFisher) em meio Neurobasal (NB) composto por DMEM/F12
(ThermoFisher), 1% B27 (ThermoFisher), 0,5% N2 (ThermoFisher), 0,02% do antibiético
Normocin (Sigma Aldrich) e suplementado com os fatores de crescimento 20ng/mL FGF2
(ThermoFisher) e 20ng/mL EGF (ThermoFisher).

As amostras de NPCs foram cultivadas na presenca de IL-17a
recombinante humana (PHC9171, ThermoFisher) nas concentracdes de 10ng/mL e/ou
50ng/mL®) ou na presenca do veiculo (Agua ultrapura) por diferentes tempos

dependendo da finalidade, conforme descrito abaixo.

2.3 Analise da secrecédo dalL-17a pelas amostras de células neuroprogenitoras por
ELISA

Para verificar se as amostras de NPCs em condi¢cdes basais
sintetizam e secretam IL-17a, as células foram cultivadas em placas de 6cm até atingirem
90% de confluéncia. O meio de manutencdo das NPCs (meio NB) foi entdo trocado e as
células foram mantidas por mais 48h neste meio. Apds esse periodo, 2,5mL do
sobrenadante de cada amostra foram coletados em tubos conicos de 15mL, foram
adicionados 10pL de inibidores de proteases (ThermoFisher), e os sobrenadantes foram
entdo congelados a -80°C até o uso subsequente. Para precipitacdo das proteinas das

amostras de sobrenadante, foi adicionada acetona a 4°C, numa proporcéo de 3:1, e as
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amostras foram mantidas overnight a -20°C. No dia seguinte, os tubos foram
centrifugados a 4000g por 15min a 4°C, os sobrenadantes da centrifugacdo foram
descartados, e os pellets ressuspendidos em tampé&o RIPA com inibidores de proteases
(1:200, ThermoFisher).

Esses concentrados proteicos dos sobrenadantes foram utilizados
para o ensaio Human IL-17A SingleStep ELISA® Kit (Abcam — ab216167), de acordo
com o protocolo do fabricante. A leitura de absorbéancia foi feita no espectofotdmetro

Glomax (Biorad).

2.4 Diferenciacdo das amostras de células neuroprogenitoras para neurénios

Para estimulo da neurodiferenciacdo in vitro, as amostras de NPCs
foram cultivadas em monocamada, em placas previamente tratadas com 20ug/mL de
poli-ornitina (Sigma) e 10ug/mL de laminina (ThermoFisher), em meio composto por
DMEM/F12 (ThermoFisher), 2% B27 (ThermoFisher), 1% N2 (ThermoFisher) e 0,02%
do antibiético Normocin (Sigma Aldrich), sem adic&o dos fatores de crescimento EGF e
FGF. As células foram mantidas em cultura neste meio acrescido de 10 e 50ng/mL de
IL-17a ou do veiculo (Agua ultrapura) por 14 dias (gerando neurénios jovens) e 21 dias
(gerando neurdnios intermediarios), e o meio trocado a cada 3 dias até o devido

processamento das células.

2.5 Analise da expresséao génica por RT-qPCR

A metodologia de RT-qPCR foi utilizada para verificar se:

(i) as amostras de NPCs e neurdnios jovens expressam de forma
constitutiva o receptor da IL-17a (subunidades IL17RA e IL17RC), e se essa expressao
é diferente entre as células derivadas de individuos controles e com TEA;

(i) as amostras de NPCs expressam de forma constitutiva IL-17a, IL-
17f, e genes que codificam componentes das vias de sinalizacdo classicas downstream
a IL17RA e da via mTORC1, e se essa expressao é diferente entre as NPCs derivadas

de individuos controles e com TEA;
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(i) a citocina IL-17a altera a expressdo de genes que codificam
marcadores de NPCs, neurbnios e astrocitos nas amostras de neurbnios jovens, e se
esse efeito é diferente entre as NPCs derivadas de individuos controles e com TEA.

Para analisar o efeito da IL-17a sobre a expressao génica do receptor
ILL7RA, as amostras de NPCs foram cultivadas na presenca de 10 e 50ng/mL de IL-17a
ou na presenca do veiculo por 48h. Para analisar o efeito da IL-17a sobre a expresséo
de genes que codificam marcadores de NPCs, neurdnios e astrécitos, as amostras de
NPCs foram cultivadas na presenca de 10ng/mL de IL-17a ou na presenca do veiculo

por 14 dias.

2.5.1 Extracao e quantificacdo de RNA

RNA total foi extraido das amostras de NPCs e das células derivadas
da neurodiferenciacdo (neurdnios jovens) por meio do kit Nucleo Spin RNA (Macherey-
Nagel), seguindo manual do fabricante. A concentracdo e qualidade do RNA das
amostras foram verificadas pelo espectrofotdmetro NanoDrop™ One (ThermoFisher)
logo apds a extragdo, com valores de razdo 260/280 aceitos entre 1,8 e 2,0, e de razdo
230/280 aceitos entre 2,0-2,2, como sugerido pelo fabricante (Nanodrop Technical

Support Bulletin).

2.5.2 Sintese de cDNA e qPCR

A sintese do cDNA das amostras com adequado grau de pureza foi
realizada a partir de 1ug de RNA empregando o kit SuperScriptTM 1l First-Strand
Synthesis SuperMix for qRT-PCR (ThermoFisher), seguindo as instru¢des do fabricante.
As reacOes de qPCR foram realizadas utilizando 60ng de cDNA de cada amostra em
12uL de volume final, em duplicata, e foram conduzidas no equipamento termociclador
QuantSudio 6 (Applied Biosystems). Uma amostra-referéncia, constituida de
guantidades equivalentes de cDNA de cada uma das amostras foi utilizada em cada
placa, para uso no calculo de expresséo. A quantificacdo relativa da expressao génica
foi analisada com o método comparativo Ct (2-22C), utilizando como Ct referéncia o Ct
do gene endégeno HMBS. Cada amostra foi analisada em duplicata, sendo o resultado

representado pelo valor das médias.
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As sondas TagMan™ comerciais (ThermoFisher) usadas para
guantificacdo dos genes foram:

() IL17RA (hs001056316), IL17RC (hs00994305), IL-17A
(hs00174383), IL17F (hs01028648) — amplificam as subunidades dos receptores de IL-
17a e as citocinas IL-17a e IL-17f respectivamente;

(i) TRAF3IP2 (que codifica a proteina ACT1) (hs00974570), RELA
(que codifica a proteina NF-KBp65) (hs01042014), NFKB1 (que codifica a proteina NF-
KBp50) (hs00765730), NFKBIZ (que codifica a proteina IkBC) (hs0020071), e CEBPD
(que codifica a proteina C/EBP-delta) (hs00270931) — amplificam componentes das vias
de sinalizacao intracelulares classicas downstream a IL17RA,;

(i) SOX2 (hs1053049), MAP2 (hs258900), GFAP (hs909233) —
amplificam marcadores especificos de NPCs, neurdnios e astrécitos respectivamente.

(iv) HMBS (hs609296) — amplifica o gene utilizado como controle
enddégeno HMBS.

2.6 Analise da expressao proteica por western blotting

A metodologia de western blotting foi utilizada para verificar se:

(i) as diferentes linhagens de NPCs expressam niveis semelhantes de
marcadores de NPCs, neurénios e astrocitos (caracterizacdo das NPCs);

(i) as amostras de NPCs e neurdnios jovens expressam de forma
constitutiva o receptor IL17RA, e se essa expressao € diferente entre as células
derivadas de individuos controles e com TEA;

(i) a citocina IL-17a altera a expressédo do receptor IL17RA nas
amostras de NPCs, e se esse efeito € diferente entre as amostras de NPCs derivados
de individuos controles e com TEA;

(iv) as amostras de NPCs expressam de forma constitutiva proteinas
componentes das vias de sinalizagéo intracelular classicas downstream a IL17RA, e se
essa expressao € diferente entre as ceélulas derivadas de individuos controles e com
TEA;

(v) a citocina IL-17a ativa vias de sinalizacdo intracelular classicas
downstream a IL17RA nas amostras de NPCs, e se esse efeito é diferente entre as

amostras de NPCs derivadas de individuos controles e com TEA;
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(vi) a citocina IL-17a ativa a via de sinalizagdo mTORC1 nas amostras
de NPCs, e se esse efeito é diferente entre as amostras de NPCs derivadas de individuos
controles e com TEA;

(vii) a citocina IL-17a altera a diferenciacdo neuronal das amostras de
NPCs, e se esse efeito € diferente entre as amostras de NPCs derivados de individuos
controles e com TEA.

Para analisar o efeito da IL-17a sobre a expressao proteica do
receptor IL17RA, as amostras de NPCs foram cultivadas na presenca de 10 e 50ng/mL
de IL-17a ou na presenca do veiculo por 48h. Para analisar o efeito da IL-17a sobre a
diferenciacdo das amostras de NPCs em neurdnios, as células foram cultivadas na
presenca 10 e/ou 50ng/mL de IL-17a ou na presenca do veiculo por 14 dias (gerando
neurénios jovens) e 21 dias (gerando neurdnios intermediarios), conforme acima
descrito. Para analisar e efeito da IL-17a na ativacédo de vias de sinalizacdo downstream
a IL17RA, foi realizado um experimento de time course, no qual as amostras de NPCs
foram cultivadas com 50ng/mL de IL-17a por 0, 5, 15 e 30min.(®5

2.6.1 Extracdo e quantificacdo de proteinas totais

Proteinas totais das amostras de NPCs e neurdnios jovens e
intermediarios foram extraidas com auxilio do tampéo RIPA (Sigma) suplementado com
inibidores de proteases e fosfatases (1:100; Sigma Aldrich). A quantificacdo das
amostras foi feita por ensaio colorimétrico de &cido bicinconinico (BCA), pelo kit Pierce™
BCA Protein Assay (ThermoFisher), seguindo instru¢des do fabricante. A absorvancia
das amostras foi determinada no equipamento Glomax® Discover Microplate Reader
(Promega) em comprimento de onda de 560nm. Cada amostra foi quantificada em

duplicata.

2.6.2 Western blotting

Cerca de 5-20ug de proteinas totais das amostras de NPCs e de
neurdnios jovens e intermediarios foram misturadas em tampé&o de amostra contendo
Azul de bromofenol (Sigma Aldrich) e Ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich), fervidas a 98°C

por 4min e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida de 8-12% (SDS-PAGE)
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(BioRad). Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose Amersham™ Protan™ Premium 0,45um NC (GE HealthCare). Apos
transferéncia, as membranas foram bloqueadas em solucdo tamponada constituida de
5% leite desnatado em 1x TBST (3% de NaCl 5M; 10% TRIS 1M pH 7,5; 0,1% Tween),
e entdo incubadas overnight a 4°C no mesmo tampao acrescidos dos seguintes
anticorpos primarios:

() anti-IL17RA (#12661, Cell Signaling Technology) — contra o
receptor IL17RA;

(i) anti-p-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (#9101), anti-
p44/42 MAPK (ERK1/2) (#9102), anti-p-SAPK/INK (Thr183/Tyrl85) (#9251), anti-
SAPK/INK (#9252), anti-p-Erk5 (Thr218/Tyr220) (#3371), anti-Erk5 (#3372), p-NF-kB
p65 (Ser536) (#3033), anti-NF-kB p65 (#8242), anti-p-IkBa (Ser32) (#2859), anti-IkBa
(#4812) (todos da Cell Signaling Technology) — contra componentes das vias classicas
conhecidas downstream a IL17RA;

(i) anti-p-RPS6 (Ser240/244) (#5364, Cell Signaling Technology), —
contra um componente downstream da via mTORC1;

(iv) anti-Nestina (#MAB5326, Millipore), anti-SOX2 (#AB5603,
Millipore), anti-SOX1 (#4194, Cell Signaling) — contra marcadores de NPCs;

(v) anti-SYN1 (#5297, Cell Signaling), anti-SYP (#ab32127, Abcam),
ant-HOMER1 (#ab97593, Abcam), anti-TUJ1 (#T2200, Sigma Aldrich) e anti-MAP2
(#M9942, Sigma Aldrich) — contra marcadores estruturais de neurbnios e de formacéo
de sinapses;

(vi) anti-GFAP (#AB5408, Millipore) e anti-CD44 (#ab6124, Abcam) —
contra marcadores de astrocitos;

(vii) anti-B-actina (#A1978, Sigma-Aldrich) e anti-GAPDH (#ab8245,
Abcam) - foram utilizados como controles endégenos.

No dia seguinte, as membranas foram lavadas 3x com 1x TBST
durante 10min e incubadas por 1h com anticorpos secundarios anti-mouse-HRP (#7074)
ou anti-rabbit-HRP (#7072) (ambos da Cell Signaling Technology) diluidos em solucéo
1x TBST com 5% de leite. Para revelacao das bandas, as membranas foram incubadas
em solugéo Clarity™ Western ECL Substrate (BioRad). As imagens foram geradas por
quimioluminescéncia no aparelho ChemiDoc™ Imaging System (BioRad) e a intensidade
de sinal emitido pelas bandas foi quantificada por densitometria pelo software Image Lab
5.2.1 (Bio-Rad).



22

2.7 Analise da proliferagao celular

Para analisar o efeito da IL-17a sobre a proliferacdo das amostras de
NPCs, as células foram plagueadas na densidade de 1,5x10° células por poco em placas
padrdo de 12 pocos (Sarstedt) quando foram mantidas por 24 e 48h em cultura, e na
densidade de 2,5 x10° na mesma placa quando foram mantidas por 72 e 144h em cultura.
As amostras de NPCs foram cultivadas na presenca de 10 e 50ng/mL de IL-17a, ou do
veiculo, ou de 20nM de rapamicina (controle negativo) por 24 e 48h. As amostras de
NPCs foram também cultivadas na presenca de 10 e 50ng/mL de IL-17a, ou do veiculo,
ou de 5nM de rapamicina (controle negativo), ou de 50ng/mL de IL-17a + 5nM de
rapamicina por 72 e 144h. ApGs cada um desses periodos, as células foram tripsinizadas
com o reagente Tryple Express 1x (ThermoFisher Scientific) por 2min a 37°C,
ressuspendidas em meio NB e centrifugadas a 1100rpm por 4min em temperatura
ambiente. Apés a centrifugacéao, o pellet de células foi ressuspendido em 1mL de NB, e
uma aliquota dessa suspensédo de células foi misturada com solugdo de Trypan Blue
Stain 0,4% (1:1) e contadas pelo contador automético Countess® Il FL Automated Cell
Counter (ThermoFisher Scientific). Cada amostra foi contada em duplicata. Os
resultados foram gerados a partir da quantidade de células viaveis, segundo o

equipamento, por meio de média e desvio padrao das duplicatas e dos grupos.

2.8 Anélise da migracéo celular pelo método da ferida e cicatrizacéo

Para analisar o efeito da IL-17a sobre a migracdo das amostras de
NPCs, foi realizado o método da ferida e cicatrizacdo na monocamada de células
(scratch and wound healing assay). Para tanto, as amostras de NPCs foram plaqueadas
na densidade de 3,5x10% células por poco em placa de 96 pocos do tipo Incucyte®
ImageLock Plates (Essen Bioscience) previamente tratadas com poli-ornitina e laminina
até atingirem confluéncia. Apds esse periodo, uma ferida foi gerada de forma precisa e
de mesmo tamanho simultaneamente em todos os po¢os com o0 auxilio do Incucyte®
WoundMaker 96-well pin block (Essen Bioscience), e este foi considerado tempo “Oh”.
Apos a ferida ser feita, 0 meio de crescimento das células foi substituido por meio NB

sem os fatores de crescimento FGF e EGF (para que ndo houvesse proliferagéo celular)
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e suplementado com 10 e 50ng/m de IL-17a ou veiculo até o fechamento da ferida. Cada
condicao experimental foi replicada 4 vezes.

O fechamento da ferida foi monitorado em tempo real com auxilio do
microscopio optico IncuCyte® ZOOM (Essen Bioscience) na objetiva 20x. Os dados
foram analisados pelo modulo IncuCyte® Scratch Wound Cell Migration do software
Incucyte® ZOOM Systems (Essen Bioscience). Os resultados foram expressos em
porcentagem relativa da area da ferida no tempo analisado em relacdo ao tempo Oh (%
relative wound density) para cada amostra e médias e desvios-padrao desses dados

foram calculados entre os grupos.

2.9 Analise estatistica

O software GraphPad Prism 7 foi utilizado para os testes estatisticos,
aplicando-se teste t de Student ou Mann-Whitney para comparacao entre dois grupos, e
two-way-ANOVA ou Kruskall-Wallis para comparacdo de trés ou mais grupos, com
correcdo de Bonferroni ou Holm-Sidak, quando necessario. O valor-p estatisticamente

significativo foi considerado igual ou menor que 0,05 (p<0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo das amostras de células neuroprogenitoras: analise da

expressdo de marcadores de células neurais e da glia

Devido ao fato do processo de diferenciacéao das linhagens de iPSCs
para NPCs poder resultar em uma cultura mista de NPCs, neurdnios e células da glia,
ndés analisamos em todas as amostras de NPCs derivadas de individuos controles e
individuos com TEA a expressao proteica, por meio de western blotting, de: SOX2, um
marcador de NPCs, MAP2, um marcador de neurdnios, e GFAP, um marcador classico
de astrécitos, mas que também pode ser expresso por NPCs.®"

Observamos que as amostras de NPCs de ambos 0s grupos
(controles e TEA) expressam SOX2, e que ndo ha diferenca significativa de expressao
desse marcador entre as amostras de NPCs derivadas de individuos controles e com
TEA (Figura 5A, B). N&o detectamos expressdo de MAP2 nas amostras de NPCs
derivadas de ambos os grupos (dados nao apresentados). Observamos também que as
amostras de NPCs de ambos os grupos expressam um pouco de GFAP, e que ndo ha
diferenca significativa de expressdo desse marcador entre as amostras de NPCs
derivadas de individuos controles e com TEA. Ainda, conforme o esperado, observamos
que o nivel de expressdo de GFAP apresenta tendéncia a ser relativamente menor que
o nivel de expressdo de SOX2 nas amostras de NPCs de ambos os grupos (Figura 5A,
B). Esses resultados sugerem que as amostras de NPCs derivadas de individuos
controles e com TEA constituem uma populacéo relativamente semelhante e homogénea

de células.
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TEA: transtorno do espectro autista. A) Expressao proteica relativa de
SOX2, marcador tipico de NPCs, e de GFAP, marcador tipico de
astrécitos, nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles
(n=7) e individuos com TEA (n=7). Os niveis de expressao da proteina
B-actina foram utilizados como controle enddgeno. B) Imagem
representativa de western blotting para detec¢do das proteinas GFAP,
SOX2 e B-actina nas amostras de NPCs (15ug proteina, gel 8%
poliacrilamida). Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas:
amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo que para
3 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs e
para 2 individuos foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de
iPSCs, totalizando 7 amostras de NPCs controles; amostras de NPCs
geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos com TEA, sendo 4
individuos com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA com mutacao
associada.

Figura 5. Expressdo proteica constitutiva de SOX2 e GFAP nas
amostras de células neuroprogenitoras

3.2 Expressdo da IL17-a e de seu receptor nas amostras de células

neuroprogenitoras, e efeito da IL-17a na expressao do receptor

Inicialmente, analisamos nas amostras de NPCs derivadas de
individuos controles e com TEA a expressdo endoégena dos genes que codificam as
citocinas IL-17a e IL-17f por RT-gPCR, assim como a secrecdo da proteina IL-17a para
0 meio de cultura pelo método de ELISA. Observamos que as amostras de NPCs nédo

expressam constitutivamente os genes IL-17a e IL-17f (valores de expressao
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indetectaveis ou muito préximos de zero quando comparados aos controles enddgenos).
De forma concordante, também néo verificamos niveis detectaveis da IL-17a no meio de
cultivo das amostras de NPCs (dados ndo apresentados). Esses resultados sugerem que
as NPCs humanas em condi¢fes basais ndo expressam endogenamente IL-17a.

Em seguida, analisamos nas amostras de NPCs a expresséo
enddgena do receptor de IL-17a por RT-qPCR e western blotting. Observamos que em
todas as amostras de NPCs ha expressao génica constitutiva de ambas as subunidades
do receptor (ILL7RA e IL17RC) em niveis semelhantes entre os grupos controles e TEA
(Figura 6A). Observamos também que em todas as amostras de NPCs h& expressao
proteica constitutiva de ILL7RA em niveis semelhantes entre os grupos controles e TEA
(Figura 6B, C). Ainda, quando separamos o0 grupo TEA em TEA idiopatico e TEA
mutacdo associada, também ndo observamos diferencas significativas na expressao
constitutiva de IL17RA entre os grupos (dados ndo apresentados).

Em conjunto, esses resultados sugerem que as NPCs humanas
expressam constitutivamente o receptor da IL-17a, apesar de nao expressarem e

secretarem constitutivamente IL-17a.
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ILL7RA: receptor de IL-17 subunidade A; IL17RC: receptor de IL-17 subunidade C; TEA:
Transtorno do espectro autista. A) Expressdo génica relativa (valores de 2-44C1) de IL17RA e
ILL7RC nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=6) e individuos com TEA
(n=7). Os niveis de HMBS foram utilizados como controle enddgeno. Para a realizacdo dos
experimentos de analise da expresséo génica, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de
5individuos controles, sendo que para 4 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone
de iPSCs, e para 1 individuo foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando
6 amostras de NPCs controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos
com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA com mutagdo
associada. B) Gréfico da expressédo proteica relativa de IL17RA nas amostras de NPCs derivadas
de individuos controles (n=7) e de individuos com TEA (n=7). Os niveis de expressao da proteina
B-actina foram utilizados como controle endégeno. C) Imagem representativa do western blotting
para deteccdo de IL17RA e B-actina nas amostras de NPCs (15ug proteina, gel 8%
poliacrilamida). Para a realizacdo dos experimentos de andlise da expressdo proteica, foram
utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo que para 4 individuos
foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs, e para 2 individuos foram utilizadas
amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 7 amostras de NPCs controles; amostras
de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA
idiopético e 3 individuos com TEA com mutagéo associada.

Figura 6. Expressdo génica e proteica constitutiva de IL17RA/C nas amostras de células
neuroprogenitoras

Verificamos também por meio de western blotting se o tratamento das
amostras de NPCs com IL-17a (10 e 50ng/mL) ou veiculo por 48h altera a expresséao do
receptor IL17RA. Observamos que o tratamento com IL-17a ndo modificou
significativamente os niveis de expressao proteica de IL17RA nos grupos controles e
TEA quando comparado ao veiculo (Figura 7A, B). Ainda, quando separamos 0 grupo
TEA em TEA idiopatico e TEA mutagdo associada, também ndo observamos efeitos

significativos da IL-17a sobre a expressao de IL17RA (dados ndo apresentados).
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TEA: transtorno do espectro autista; IL-17a: interleucina 17a; ILL7RA: receptor de
IL-17 subunidade A. A) Fold change da expresséao proteica de IL17RA nas amostras
de NPCs derivadas de individuos controles (n=2) e individuos com TEA (n=5) ap6s
tratamento das células com IL-17a (10 e 50ng/mL) em relagéo ao tratamento com
veiculo (dgua ultrapura). Os niveis de expressdo da proteina B-actina foram
utilizados como controle enddégeno. B) Imagem representativa do western blotting
para deteccdo de IL17RA e B-actina nas amostras de NPCs apds o tratamento com
IL-17a nos dois grupos estudados (15ug proteina, gel 8% poliacrilamida). Para a
realizac@o dos experimentos, foram utilizadas: amostras de NPCs geradas de 1
clone de iPSCs de 2 individuos controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de
iPSCs de 5 individuos com TEA, sendo 3 individuos com TEA idiopatico e 2
individuos com TEA com mutacdo associada.

Figura 7. Expressao de IL17RA nas amostras de células neuroprogenitoras apés
tratamento com IL-17a por 48h

3.3 Expressédo de componentes das vias de sinalizagédo intracelular ativadas pela

IL-17a nas amostras de células neuroprogenitoras

Analisamos por meio de RT-qPCR a expressao constitutiva de genes
gue codificam componentes-chave de vias de sinalizac¢ao intracelular ativadas por IL-17a

nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles e com TEA. Observamos que
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em todas as amostras de NPCs analisadas ndo ha expressdo génica constitutiva de
CEPBD (que codifica a proteina CEBP-delta) (dados ndo apresentados), mas que h&
expressao génica constitutiva de TRAF3IP2 (que codifica a proteina ACT1), RELA (que
codifica NFkB-p65), NKFB1 (que codifica NFKkB-p50) e NFKBIZ (que codifica IKBQ), e que
ndo ha diferenca significativa na expressdo desses genes entre 0s grupos controles e
TEA (Figura 8A). Ainda, quando separamos o grupo TEA em TEA idiopético e TEA
mutacdo associada, também ndo observamos diferencas significativas na expressao
constitutiva desses genes entre os grupos (dados nédo apresentados).

Analisamos também por meio de western blotting a expresséo
constitutiva de proteinas-chave de vias de sinalizag&o intracelular ativadas por IL-17a
nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles e com TEA Detectamos a
expressdo das proteinas ERKS5, NFkB-p65, SAP/IJNK, ERK1/2, p38 e IKBa, e
observamos que ndo héa diferenca significativa ha expresséo constitutiva das proteinas
ERKS5, NFkB-p65, SAP/IJNK e p38 entre os grupos controles e TEA (Figura 8B, C). Por
outro lado, observamos que os niveis de expressdo de ERK1/2 séo significativamente
menores nas amostras de NPCs do grupo TEA em relagéo ao grupo controles (p<0,05),
e que os niveis de expressao de IkBa sdo significativamente maiores nas amostras de
NPCs do grupo TEA em relagdo ao grupo controles (p<0,01) (Figura 8B, C). Ainda,
quando separamos o grupo TEA em TEA idiopéatico e TEA mutagdo associada, também
observamos as mesmas tendéncias (dados nédo apresentados).

Esses resultados sugerem que as NPCs humanas expressam
endogenamente componentes de diferentes vias de sinalizagao intracelular ativadas pela
IL-17a, e que as quinases ERK1/2, da familia das MAPKs, e a proteina IkBa, que controla
a atividade dos fatores de transcricdo NF-kB, podem ser reguladas de forma diferente

nas amostras de NPCs derivadas de individuos com TEA.
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TEA: transtorno do espectro autista. A) Expressao relativa dos genes TRAF3IP2, RELA, NKFB1 e NFKBIZ e nas amostras de NPCs derivadas
de individuos controles (n=6) e individuos com TEA (n=7). Os niveis de HMBS foram utilizados como controle endégeno. Para a realizagdo dos
experimentos de andlise da expressédo génica, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo que para 4
individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs, e para 1 individuo foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs,
totalizando 6 amostras de NPCs controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos com TEA, sendo 4 individuos com
TEA idiopético e 3 individuos com TEA com mutacao associada. B) Expresséao relativa das proteinas ERK5, NFkB65, SAP/INK, ERK1/2, p38 e
IkBa nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=7) e individuos com TEA (n=7). Os niveis de expressao da proteina pB-actina
foram utilizados como controle enddgeno. *p<0,05, ** p <0,01. C) Imagem representativa do western blotting para detec¢cdo de ERK5, NFkB65,
SAP/INK, ERK1/2, p38, IkBa e B-actina nas amostras de NPCs dos dois grupos estudados (15ug de proteina, gel 10% poliacrilamida). Para a
realizac@o dos experimentos de analise da expresséo proteica, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo
que para 4 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs, e para 2 individuos foram utilizadas amostras geradas de 2 clones
de iPSCs, totalizando 7 amostras de NPCs controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos com TEA, sendo 4
individuos com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA com mutacao associada.

Figura 8. Expressdo génica e proteica constitutiva de componentes das vias de sinalizacdo intracelular ativadas por IL-17a nas amostras de
células neuroprogenitoras
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3.4 Vias de sinalizagéo intracelular ativadas pela IL-17a nas amostras de células

neuroprogenitoras

Verificamos quais das vias de sinalizac&o intracelular classicas sao
ativadas pela IL-17a nas amostras de NPCs derivadas de individuos controles e com
TEA por meio de um experimento de time course e da quantificagdo por western blotting
dos niveis de fosforilacdo de componentes dessas vias, tais como p-ERK5, p-NFkB-p65,
p-SAP/INK, p-ERK1/2, p-P38, p-IKBa. Ainda, verificamos se a IL-17a ativa a via
MTORCL1 por meio da quantificacdo dos niveis de fosforilacdo de p-RPS6, componente
downstream ao complexo mTORC1.

Observamos que o tratamento com IL-17a (50ng/mL) diminuiu
significativamente os niveis de p-ERK1/2 nas amostras de NPCs do grupo controles apés
5 minutos de tratamento (p<0,05), enquanto aumentou de forma significativa em até 5x
os niveis de fosforilacdo de p-ERK1/2 nas amostras de NPCs do grupo TEA apoés 5, 15
e 30 minutos de tratamento quando comparado ao veiculo (p<0,01 - p<0,001) (Figura 9).
A mesma tendéncia foi observada quando separamos o grupo TEA em TEA idiopético e
TEA mutacéo associada (dados ndo apresentados). Como haviamos observado menor
expressdo de ERK1/2 (proteina total) nas amostras de NPCs do grupo TEA, estamos,
no momento, repetindo esses experimentos para analisar a expressdo de ERK1/2 e

normalizar os dados de expresséo de pERK1/2 com os dados de ERK1/2.



32

p-ERK1/2
6 = * %
® Vveiculo *x
* % %
5-
5 min A
41 A 15 min A

30 min

Fold Change
w
L
<

1--_*_“_-5-&1 o

0 T T
CONTROLES TEA
n=4 n=4
IL-17(50ng/ml) - + + + - + + +
p-ERK1/2 (44/42 KDa) | — ——

B-acting | - a— - — N —

Fold change da expresséo proteica relativa de p-ERK1/2 ap6s tratamento das amostras
de NPCs derivadas de individuos controles (n=4) e individuos com TEA (n=4) com IL-
17a (50ng/mL) por 5, 15 e 30 min em relagdo ao tratamento com veiculo (Agua
ultrapura). Os niveis de expresséo da proteina p-actina foram utilizados como controle
enddgeno. *p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001. Abaixo do gréafico estdo as imagens
representativas do western blotting para deteccdo de p-ERK1/2 e B-actina em cada
grupo (10pg proteina, gel 10% poliacrilamida). Para a realizagdo dos experimentos,
foram utilizadas: amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos
controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos com TEA,
sendo 2 individuos com TEA idiopéatico e 2 individuos com TEA com mutagdo
associada.

Figura 9. Perfil de ativagdo de pERK1/2 nas amostras de células neuroprogenitoras
apos tratamento com IL-17a

Observamos também que o tratamento com IL-17a (50ng/mL) nao
modificou significativamente os niveis de p-RPS6 nas amostras de NPCs do grupo
controles, enquanto diminuiu significativamente em até 50% os niveis de p-RPS6 nas
amostras de NPCs do grupo TEA apés 5, 15 e 30 minutos de tratamento quando
comparado ao veiculo (p<0,01) (Figura 10). A mesma tendéncia foi observada quando
separamos 0 grupo TEA em TEA idiopatico e TEA mutacdo associada (dados néo

apresentados).
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Fold change da expressao proteica relativa de p-RPS6 apés tratamento das amostras de
NPCs derivadas de individuos controles (n=4) e individuos com TEA (n=4) com IL-17a
(50ng/mL) por 5, 15 e 30min em relac¢éo ao tratamento com veiculo (Agua ultrapura). Os niveis
de expresséo da proteina -actina foram utilizados como controle enddgeno. **p<0,01. Abaixo
do grafico estdo as imagens representativas do western blotting para deteccdo de p-RPS6 e
B-actina em cada grupo (10ug proteina, gel 10% poliacrilamida). Para a realizacdo dos
experimentos, foram utilizadas: amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 4
individuos controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos com
TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopatico e 2 individuos com TEA com mutagéo associada.
Figura 10. Perfil de ativacdo de pRPS6 nas amostras de células neuroprogenitoras apos
tratamento com IL-17a

Esses resultados sugerem que as vias de sinalizagdo ERK1/2 e
MTORC1 sdo moduladas de maneira diferente nas amostras de NPCs do grupo
controles quando comparadas as amostras de NPCs do grupo TEA, e podem estar
envolvidas em possiveis fendtipos celulares alterados dessas células apds tratamento
com IL-17a.

Detectamos também nas amostras de NPCs de ambos os grupos
expressdo baixa de p-ERK5 apOs tratamento com IL-17a, mas 0s experimentos de
western blotting n&o ficaram muito bons e estdo sendo padronizados. Curiosamente, ndo
detectamos expressdo de p-NFkB-p65 nas amostras de NPCs de ambos 0s grupos,
embora expressdo dessa proteina tenha sido detectada nas amostras de astrocitos

humanos que utilizamos como controles positivos (Apéndice 1). Esses resultados
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sugerem que a IL-17a isoladamente parece néo ativar de forma efetiva p-NFkB-p65 nas
NPCs humanas. Por fim, mesmo apds diversas tentativas, ndo tivemos sucesso em
detectar expressao de p-SAP/INK, p-P38 e p-IKBa tanto nas amostras de NPCs como
nas amostras de astrocitos humanos e células HEK293 irradiadas com luz UV que
utilizamos como controles positivos (dados ndo apresentados), o que sugere que 0S
anticorpos que dispomos contra essas proteinas fosforiladas ndo funcionam muito bem
para western blotting. Assim sendo, ndo temos ainda como afirmar se essas vias sao ou

ndo ativadas nas amostras de NPCs humanas apds tratamento com IL-17a.

3.5 Efeito da IL-17a na proliferacdo das amostras de células neuroprogenitoras

Analisamos também o efeito da IL-17a na proliferacdo das amostras
de NPCs derivadas de individuos controles e com TEA pela metodologia de contagem
automatizada por exclusdo de azul de tripan. Realizamos essa analise por meio de dois
experimentos independentes, sendo que no primeiro as amostras de NPCs foram
cultivadas na presenca da IL-17a (10 e 50ng/mL) ou veiculo por um periodo de 24 a 48
horas. Utilizamos como controle do experimento o antibiético rapamicina (20nM), que
sabidamente inibe a proliferacdo das NPCs. Observamos que o tratamento com
rapamicina de fato inibiu a proliferacdo das NPCs quando comparado ao veiculo (Figura
11A). Observamos também que, sob nossas condi¢cdes experimentais, o tratamento com
IL-17a néo teve efeito significativo na proliferagcdo das amostras de NPCs tanto do grupo
controles como do grupo TEA quando comparado ao veiculo (Figura 11B). O resultado
foi 0 mesmo quando separamos o grupo TEA em TEA idiopatico e TEA mutacdo
associada (dados néao apresentados).

No segundo experimento, as amostras de NPCs foram cultivamos na
presenca da IL-17a (10 e 50ng/mL) ou veiculo por um periodo mais prolongado de 72 a
144 horas. Utilizamos como controle do experimento a rapamicina (5nM) isoladamente
ou em conjunto com a IL-17a (50ng/mL). Observamos que o tratamento com rapamicina
isoladamente ou em conjunto com a IL-17a inibiu de forma significativa a proliferacao
das NPCs quando comparado ao veiculo (p<0,01 - p<0,001). Por outro lado, observamos
que o tratamento mais prolongado apenas com a IL-17a continuou ndo tendo efeito
significativo na proliferagdo das amostras de NPCs tanto do grupo controles como do

grupo TEA quando comparado ao veiculo (Figura 11C). O resultado foi o mesmo quando
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separamos 0 grupo TEA em TEA idiopéatico e TEA mutacdo associada (dados nao
apresentados). Cabe ressaltar ainda que as amostras de NPCs de ambos os grupos
apresentam um padrao de proliferacdo muito semelhante em condi¢cdes basais (sem IL-
17a) em todos os periodos analisados (Apéndice 2).

Como uma outra forma de mostrar os resultados acima, a Figura 11D
compila todas as amostras e o0s todos os tempos de tratamento (24-144h) e mostra os
valores de fold change do numero de células apos tratamento com IL-17a, rapamicina e
rapamicina + IL-17a em relacdo ao numero de células apos tratamento com veiculo. Em
conjunto, esses resultados sugerem que a IL-17a isoladamente n&do tem efeito sobre a
proliferagcdo das NPCs humanas.
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A) Numero absoluto de células das amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=2) apds tratamento com o farmaco rapamicina (20nM) ou com veiculo
(dgua ultrapura) por 24 e 48h. Método de contagem automatizada por exclusédo de azul de tripan 0,4%. Plagueamento inicial: 150.000 células. Para a realizacéao
dos experimentos com rapamincina, foram utilizadas amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 2 individuos controles. B) Grafico do numero absoluto
de células das amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=6) e individuos com TEA (n=6) apds tratamento com IL-17a (10 e 50ng/mL) ou veiculo
(4dgua ultrapura) por 24 e 48h. Método de contagem automatizada por exclusdo de azul de tripan 0,4%. Plaqueamento inicial: 150.000 células. Para a realizacdo
dos experimentos com IL-17a, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 6 individuos controles, sendo que para 4 individuos foram utilizadas amostras
geradas de 1 clone de iPSCs, e para 1 individuo foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 6 amostras de NPCs controles; amostras
de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 6 individuos com TEA, sendo 3 individuos com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA

continua...
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...continuacao

com mutacao associada. C) Grafico do nimero absoluto de células das amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=5) e individuos com TEA (n=7)
apos tratamento com IL-17a (10 e 50ng/mL), rapamicina (5nM), rapamicina (5nM) + IL-17a (50ng/mL), ou veiculo (dgua ultrapura) por 72 e 144h. Método de
contagem automatizada por exclusdo de azul de tripan 0,4%. Plagueamento inicial: 250.000 células. Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas:
amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo que para 3 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs, e para 1 individuo
foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 5 amostras de NPCs controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7
individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA com mutacéo associada. *** p<0,001, ****p<0,0001. D) Grafico compilado
do fold change do namero de células apés tratamento das amostras de NPCs derivadas de individuos controles (n=5-6) e individuos com TEA

(n=6-7) com IL-17a (10ng/mL e 50ng/mL) em relagcao ao nimero de células apds tratamento com veiculo (dgua ultrapura) por 0, 24, 48, 72 e 144h. Os valores
de fold change do numero de células apds tratamento das amostras de NPCs com rapamicina (5nM) e rapamicina (5nM) + IL-17a (50ng/mL) em relacédo ao
namero de células apds tratamento com veiculo (agua ultrapura) por 72 e 144h também estdo mostrados. ****p<0,0001.

Figura 11. Proliferac@o das amostras de células neuroprogenitoras apoés tratamento com IL-17a por 24h até 144h
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3.6 Efeito da IL-17a na migracdo das amostras de células neuroprogenitoras

Verificamos o efeito da IL-17a na migracdo das amostras de NPCs
derivadas de individuos controles e com TEA por meio do ensaio da ferida e cicatrizacao
na monocamada de células (scratch and wound healing assay). Observamos que, sob
nossas condi¢cdes experimentais, o tratamento com IL-17a (10 e 50ng/mL) néo teve efeito
significativo na migracédo das NPCs tanto do grupo controles como do grupo TEA quando
comparado ao veiculo. Observamos também que as NPCs de ambos o0s grupos
apresentam um padrao de migracdo muito semelhante em condi¢coes basais (sem IL-
17a) (Figura 12).

Esses resultados sugerem que a IL-17a isoladamente parece nao ter

efeito sobre a migracdo das NPCs humanas.
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Porcentagem relativa da area da ferida na monocamada das amostras de NPCs derivadas de
individuos controles (n=6) e individuos com TEA (n=3) no tempo analisado em relagédo ao tempo Oh
(% relative wound density) apds tratamento com IL-17a (10 e 50ng/mL) ou veiculo (agua ultrapura)
por 28h. Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 5
individuos controles, sendo que para 4 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de
iPSCs, e para 1 individuo foram utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 6
amostras de NPCs controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos com
TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopético e 1 individuo com TEA com mutacgdo associada.

Figura 12. Migracdo das amostras de células neuroprogenitoras apés tratamento com IL-17a
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3.7 Efeito da IL-17a na diferenciacdo neuronal das amostras de células

neuroprogenitoras

Por fim, analisamos o efeito da IL-17a na diferenciacdo das amostras
de NPCs derivadas de individuos controles e com TEA para neurbnios. Realizamos essa
analise por meio de dois experimentos independentes, sendo que no primeiro as
amostras de NPCs foram cultivadas em meio de inducédo neuronal na presenca da IL-
17a (10ng/mL) ou veiculo por um periodo de 14 dias, e no segundo experimento as
amostras de NPCs foram cultivadas em meio de indug&o neuronal na presencga de uma
concentracdo maior da IL-17a (50ng/mL) ou veiculo por um periodo de 21 dias.

Observamos que apés 14 e 21 dias do protocolo de diferenciacéo
neuronal, todas as amostras de células adquiriram um formato alongado e ficaram cheias
de neuritos, morfologia tipica de neurdnios em cultura (Figura 13). De forma geral, ndo
observamos diferencas grosseiras e detectaveis em microscopia de fase na morfologia

das amostras de neurdnios derivados de individuos controles e com TEA.

Aumento 10x.
Figura 13. Imagem representativa de microscopia optica por contraste de fase mostrando os
neurdnios jovens de 14 dias a esquerda e em 21 dias a direita

No primeiro experimento (14 dias de diferenciacdo), inicialmente
comparamos a expressao constitutiva do receptor da IL-17a entre as amostras de NPCs
e neurdnios que denominamos “jovens” por RT-qPCR e western blotting. Observamos
niveis semelhantes de expressao génica constitutiva de IL17RA entre as amostras de
NPCs e neurbnios jovens de ambos os grupos analisados (Figura 14A). Contudo,
observamos que a expressdo proteica de IL17RA é significativamente menor nos
neurdnios jovens em comparacao com as NPCs de ambos os grupos analisados (Figura
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14B, C). Observamos também que a expressao de IL17RA nos neurdnios jovens nao
mudou com o tratamento com IL-17a (dados ndo apresentados). Ainda ndo sabemos ao
certo qual o significado biolégico dessa diminuicao de expresséo proteica de IL17RA nas

amostras de neurdnios jovens quando comparadas as NPCs.
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A) Expresséo génica relativa (valores de 2-24CY) de IL17RA nas amostras de NPCs e neurdnios
jovens derivados de individuos controles e individuos com TEA (n=7 em cada grupo de amostras
de NPCs e n=3 em cada grupo de amostras de neurbnios jovens). Os niveis de HMBS foram
utilizados como controle endbégeno. Para a realizacdo dos experimentos de anélise da expressao
génica, foram utilizadas: amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo que para
4 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1 clone de iPSCs, e para 2 individuos foram
utilizadas amostras geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 7 amostras de NPCs controles;
amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7 individuos com TEA, sendo 4 individuos
com TEA idiopatico e 3 individuos com TEA com mutagdo associada; amostras de neurdnios
jovens gerados de 1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de neurdnios jovens
gerados de 1 clone de iPSCs de 3 individuos com TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopético e
1 individuo com TEA com mutac¢éo associada. B) Gréfico da expresséo proteica relativa de IL17RA
nas amostras de NPCs e neurdnios jovens derivados de individuos controles e individuos com
TEA (n=3 em cada grupo de amostras de NPCs e n=4 em cada grupo de amostras de neurdnios
jovens). C) Imagem representativa do western blotting para deteccdo de IL17RA e B-actina nas
amostras de NPCs e neurdnios jovens (20ug proteina, gel 8% poliacrilamida). Para a realizacao
dos experimentos de andlise da expressédo proteica, foram utilizadas: amostras de NPCs geradas
de 1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs
de 3 individuos com TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopético e 1 individuo com TEA com
mutacgao associada; amostras de neurdnios jovens gerados de 1 clone de iPSCs de 3 individuos
controles; amostras de neurdnios jovens gerados de 1 clone de iPSCs de 4 individuos com TEA,
sendo 2 individuos com TEA idiopéatico e 2 individuo com TEA com mutacao associada.

Figura 14. Comparacao da expressao génica e proteica constitutiva de IL17RA entre as amostras
de células neuroprogenitoras e neurdnios jovens derivados das células neuroprogenitoras

Quantificamos também nas amostras de neurdnios jovens apos 14
dias de tratamento com IL-17a ou veiculo a expressao génica de marcadores de NPCs
(SOX2), neurénios (MAP2) e astricitos (GFAP) por meio de RT-gPCR. Observamos que
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o tratamento com IL-17a ndo alterou a expressao de SOX2, MAP2 e de GFAP tanto nas
amostras de neur6nios do grupo controles como do grupo TEA quando comparado ao
veiculo (Figura 15). A mesma tendéncia foi observada quando separamos o grupo TEA
em TEA idiopatico e TEA mutacao associada (dados nédo apresentados).

Y0) ¢4 MAP2 GFAP
(neuroprogenitoras) (neurdénios) (astrocitos)

2.0+ 20, @ Veiculo 20, @ Veiculo
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IL-17a 10ngiml IL-17a 10ng/ml
IL-17a 10na/ml

1.5 151

0.5+ 0.5

Expressao genica relativa/
HMBS
P
Expressao genica relativa/
HMBS
P
Expressao génica relativa/

0.0

T T 0.0 T T T T
CONTROLES TEA CONTROLES TEA CONTROLES TEA
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

Fold change da expressao génica relativa (valores de 2-24Ct) de marcadores de NPCs (SOX2), neurdnios
(MAP2) e astrécitos (GFAP) nas amostras de neur6nios jovens derivados de individuos controles (n=3) e
individuos com TEA (n=3) apo6s inducao da diferenciacédo neuronal e tratamento com IL-17a (10ng/mL) por
14 dias em relacéo ao tratamento com veiculo (Agua ultrapura). Os niveis de HMBS foram utilizados como
controle endégeno. Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas: amostras de NPCs geradas de
1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 3
individuos com TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopéatico e 1 individuo com TEA com mutacao
associada.

Figura 15. Expressao génica relativa de marcadores de células neuroprogenitoras, neurdnios e astrécitos
nas amostras de neurdnios jovens apoés tratamento com IL-17a durante o periodo de neurodiferenciagao

Em seguida, quantificamos nas amostras de neurdnios jovens apos
14 dias de tratamento com IL-17a ou veiculo a expressao proteica de um namero maior
de marcadores de NPCs (SOX1, SOX2 e NESTINA), neurdnios (SINAPTOFISINA,
SINAPSINAL, TUJ1, HOMER e MAP2) e astrocitos (GFAP) por western blotting.
Observamos que o tratamento com IL-17a ndo alterou de forma significativa a expressao
de SOX1, SOX2 e NESTINA (Figura 16A), de SINAPTOFISINA, SINAPSINA1, TUJ1 e
HOMER (Figura 16B), e de GFAP (Figural6C) nas amostras de neurdnios jovens tanto
do grupo controles como do grupo TEA quando comparado ao veiculo. Por outro lado,
observamos que que o tratamento com IL-17a aumentou significativamente os niveis de
expressdo da proteina MAP2 nas amostras de neurbnios jovens do grupo controles
(p<0,05) e provocou uma tendéncia a aumentar a expressao dessa proteina nas
amostras de neurdnios jovens do grupo TEA quando comparados ao veiculo (Figura
16B). O resultado foi 0 mesmo quando separamos o grupo TEA em TEA idiopético e TEA

mutac&o associada (dados néo apresentados).
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...continuacao
c) ASTROCITOS
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TEA: transtorno do espectro autista; IL-17a: interleucina 17a. A-C) Fold change da expresséo proteica relativa
de marcadores de NPCs, neurbnios jovens e astrocitos nas amostras de neurbnios jovens derivados de
individuos controles e com TEA ap0s inducao da diferenciagdo neuronal e tratamento com IL-17a (10ng/mL) por
14 dias em relacdo ao tratamento com veiculo (agua ultrapura). A) SOX1 (controles: n=3; TEA: n=5) - foram
utilizadas amostras de neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de
neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 5 individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopético
e 1 individuo com TEA com mutacdo associada. SOX2 (controles: n=5; TEA: n=6) - foram utilizadas: amostras
de neurdnios jovens derivadas de 1 clone de iPSCs de 5 individuos controles; amostras de neur6nios jovens
geradas de 1 clone de iPSCs de 6 individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopatico e 2 individuos
com TEA com mutacdo associada. NESTINA (controles: n=3; TEA: n=5) - foram utilizadas: amostras de
neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de neurbnios jovens geradas
de 1 clone de iPSCs de 5 individuos com TEA, sendo 3 individuos com TEA idiopatico e 2 individuos com TEA
com mutacdo associada. B) SINAPTOFISINA (controles: n=5; TEA: n=6) foram utilizadas: amostras de
neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 5 individuos controles; amostras de neurdnios jovens geradas
de 1 clone de iPSCs de 6 individuos com TEA, sendo 3 individuos com TEA idiopético e 3 individuos com TEA
com mutacdo associada. SINAPSINAL (controles: n=5; TEA n=6) - foram utilizadas: amostras de neurdnios
jovens derivadas de 1 clone de iPSCs de 5 individuos controles; amostras de neurdnios jovens geradas de 1
clone de iPSCs de 6 individuos com TEA, sendo 3 individuos com TEA idiopético e 3 individuos com TEA com
mutacgao associada. TUJ1 (controles: n=3; TEA: n=6) - foram utilizadas: amostras de neurdnios jovens geradas
de 1 clone de iPSCs de 3 individuos controles; amostras de neurénios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de
6 individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopético e 2 individuos com TEA com mutagéo associada.
HOMERL1: (controles: n=3; TEA: n=4) - foram utilizadas: amostras de neurdnios jovens geradas de 1 clone de
iPSCs de 3 individuos controles; amostras de neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos
com TEA, sendo 2 individuos com TEA idiopatico e 2 individuos com TEA com mutagdo associada. MAP2
(controles: n=4; TEA: n=4) - foram utilizadas: amostras de neurdnios jovens derivados de 1 clone de iPSCs de
4 individuos controles; amostras de neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos com TEA,
sendo 3 individuos com TEA idiopético e 1 individuos com TEA com mutagdo associada. *p<0,05. C) GFAP
(controles: n=6; TEA: n=4) - foram utilizadas: amostras de neurdnios jovens derivados de 1 clone de iPSCs de
4 individuos controles; amostras de neurdnios jovens geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos com TEA,
sendo 2 individuos com TEA idiopatico e 2 individuos com TEA com mutagéo associada. Abaixo de cada grafico
estao as imagens representativas do western blotting para detecgdo das proteinas analisadas em cada grupo.
Os niveis de expresséo da proteina B-actina foram utilizados como controle endégeno (10ug de proteinas, gel
10% poliacrilamida).

Figura 16. Expresséo proteica relativa de marcadores de células neuroprogenitoras, neurdnios e astrocitos nas
amostras de neurdnios imaturos apos tratamento com IL-17a durante o periodo de neurodiferenciagéo
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A proteina MAP2 (microtubule associated protein 2) € uma proteina
do citoesqueleto associada aos microtubulos que parece desempenhar funcao
importante na reunido e estabilizacdo dos microtubulos, o que € um passo essencial nos
processos de neurogénese e manutencao da morfologia neural. A maior expressao de
MAP2 nas amostras de neurbnios jovens ap0s tratamento com IL-17a pode sugerir que
essa citocina estimula a diferenciagcdo ou maturacdo neural das NPCs. Contudo, ndo
observamos alteracdo da expressdo dos outros marcadores de neurdnios analisados.
Assim sendo, consideramos importante estender essa investigacdo mudando um pouco
o desenho experimental.

No segundo experimento, quantificamos nas amostras de neurénios
que denominamos ‘intermediarios” apos 21 dias de tratamento com IL-17a ou veiculo a
expressdo proteica de marcadores de NPCs (SOX2), neurdnios (SINAPSINAL, TUJ1,
MAP2) e astrécitos (GFAP) por western blotting. Observamos que o tratamento com IL-
17a ndo alterou de forma significativa a expressdo de SOX2, GFAP e TUJ1 quando
comparado ao veiculo (Figura 17A, B e C). Por outro lado, observamos que o tratamento
com IL-17a aumentou significativamente os niveis de expressao da proteina MAP2 nas
amostras de neurdnios intermediarios do grupo controles (p<0,05) e provocou uma
tendéncia a aumentar a expressao dessa proteina nas amostras de neurdnios
intermediarios do grupo TEA quando comparado ao veiculo, assim como aumentou
significativamente os niveis de expressdo da proteina SINAPSINAL1 nas amostras de
neurénios intermediarios do grupo TEA (p=<0,001) e provocou uma tendéncia a aumentar
a expressao dessa proteina nas amostras de neurdnios intermediarios do grupo
controles quando comparado ao veiculo (Figura 17B). A proteina SINAPSINAL se
associa a vesiculas sinapticas e esta envolvida com a formacgéo de sinapses e liberacao

de neurotransmissores.
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...continuacéao

c) Astrocitos
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TEA: transtorno do espectro autista; IL-17a: interleucina 17a. A-C) Fold change da expressao proteica
relativa de marcadores de NPCs, neurbnios e astrocitos nas amostras de neurdnios intermediarios
derivados de individuos controles e com TEA apo6s inducao da diferenciagdo neuronal e tratamento com
IL-17a (50ng/mL) por 21 dias em relagc&o ao tratamento com veiculo (Agua ultrapura). A) SOX2 (controles:
n=5; TEA: n=3) - foram utilizadas: amostras de neurbnios intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de
5 individuos controles; amostras de neur6nios intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos
com TEA idiopatico. B) SINAPSINA1 (controles: n=4; TEA: n=3) - foram utilizadas: amostras de neurbnios
intermediérios geradas de 1 clone de iPSCs de 4 individuos controles; amostras de neurbnios
intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos com TEA idiopatico. TUJ1: (controles: n=5;
TEA: n=3) foram utilizadas: amostras de neurdnios intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de 5
individuos controles; amostras de neurdnios geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos com TEA
idiopatico. MAP2 (controles=5; TEA n=3) - foram utilizadas: amostras de neurdnios intermediarios geradas
de 1 clone de iPSCs de 5 individuos controles; amostras de neurdnios intermediarios geradas de 1 clone
de iPSCs de 3 individuos com TEA idiopatico. *p<0,05, ****p<0,001. C) GFAP (controles: n=5; TEA: n=3) -
foram utilizadas: amostras de neurénios intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de 5 individuos
controles; amostras de neurdnios intermediarios geradas de 1 clone de iPSCs de 3 individuos com TEA
idiopatico. Abaixo de cada gréfico estdo as imagens representativas do western blotting para deteccao das
proteinas analisadas em cada grupo. Os niveis de expressao da proteina p-actina foram utilizados como
controle endégeno (10ug de proteinas, gel 10% poliacrilamida).

Figura 17. Expresséo proteica relativa de marcadores de células neuroprogenitoras, neurdnios e astrécitos
nas amostras de neurbnios de 21 dias apés tratamento com IL-17a durante o periodo de
neurodiferenciagédo

Esses resultados sugerem que a IL-17a parece de fato estimular a
diferenciacdo ou maturagdo neural das NPCs humanas. Estamos, no momento,
analisando a expressao de outros marcadores neuronais (tais como SINAPTOFISINA,
HOMER, PSD95) e do receptor de IL-17 (IL-17RA) — visto que em 14 dias de
diferenciacdo neuronal, essas células quase ndo expressavam esse receptor - nessas
mesmas amostras de neurdnios intermediarios, assim como realizando novas

diferenciacbes das amostras de NPCs para neurbnios intermediarios e mais maduros
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(com 30-45 dias de diferenciacédo) para analisar o efeito da IL-17a na quantidade de
neuritos e de sinapses (por meio de experimentos de imunofluorescéncia) e na
funcionalidade dos neurbnios (por meio de experimentos de influxo de célcio e
eletrofisiologia ou marcadores de atividade neuronal/ativagéo de potencial de acao por

meio do marcador c-Fos, por exemplo).
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4 DISCUSSAO

Exposicéo pré-natal & MIA tem sido apontada como um fator de risco
ambiental ao TEA, e estudos recentes, sobretudo com modelos murinos, tém mostrado
gue aumento inadequado da interleucina IL-17a no encéfalo em desenvolvimento da
prole durante a MIA constitui um dos fatores contribuintes das alteracdes cerebrais e
comportamentais do TEA. Contudo, o conhecimento sobre as células-alvo da IL-17a no
enceéfalo, assim como sobre as alteracdes celulares e moleculares que essa citocina
induz durante o neurodesenvolvimento ainda é escasso, principalmente em relacdo ao
neurodesenvolvimento humano.

O presente projeto teve como objetivos explorar os efeitos da IL-17a
isoladamente (na auséncia de outras citocinas pré-inflamatorias) sobre NPCs humanas
geradas a partir de células-tronco pluripotentes induzidas derivadas de individuos com
TEA e controles neurotipicos. Como comentado na introducdo, essas células
apresentam um perfil de expressao génica com identidade de células presentes no cortex
cerebral no primeiro trimestre gestacional humano,® momento em que infecGes
maternas que ativam de forma importante o sistema imune podem oferecer mais risco
de desenvolvimento do TEA na prole.?® Exploramos o efeito da IL-17a sobre a
expressdo de seu receptor, assim como sobre a ativacdo de vias de sinalizacéo
intracelular nas NPCs. Exploramos também os efeitos da IL-17a sobre a proliferacéo, a
migracao e a diferenciagdo neuronal das NPCs. Por fim, exploramos se o efeito dessa
citocina é diferente entre as NPCs derivadas de individuos com TEA e controles.

Inicialmente, analisamos 0s niveis de expressdo génica e proteica
constitutiva da IL-17a e de seu receptor (ILL7RA/C) nas NPCs humanas. Observamos
que as NPCs, em condi¢cdes normais e “ndo-inflamatérias”, ndo expressam e secretam
niveis detectaveis da IL-17a, mas expressam constitutivamente o receptor ILL7RA/C e,
consequentemente, sao potenciais alvos dessa citocina. Esses resultados sao
concordantes com os achados de Li et al.*9 e Liu et al.®) que mostraram expressao do
receptor de IL-17a em NPCs murinas. Esses resultados séo concordantes também com
os achados de Choi et al.,*® que nédo detectaram mRNA de IL-17a no encéfalo da prole
murina de MIA no periodo de desenvolvimento E14,5 (momento no qual a agédo da IL-
17a foi mais significativa no modelo de MIA), sugerindo que essa citocina nao é

produzida localmente neste periodo e é proveniente, pelo menos inicialmente, da
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circulacdo sanguinea materna. Também ndo observamos diferenca de expresséo de
ILL7RA/C entre as amostras de NPCs provenientes de individuos com TEA e controles,
0 que sugere que possiveis efeitos diferenciais da IL-17a entre as NPCs de individuos
com TEA e controles ndo devem ser provenientes da expressao constitutiva diferencial
de IL17RA/C.

Observamos também que o tratamento das NPCs humanas com a IL-
17a por 48h nao alterou de forma significativa a expresséo do receptor IL17RA. Choi et
al.“#8) haviam inicialmente observado aumento de expressao de IL17RA no encéfalo fetal
em E14,5, 2 dias ap06s a inducdo de MIA (injecdo de polyl:C em E12,5), e um artigo
publicado posteriormente do mesmo grupo mostrou que a expressao aumentada de
ILL7RA vinha sobretudo de neurbnios poés-mitdticos presentes no encéfalo em
desenvolvimento, mas ndo de NPCs.*#”) Assim, nossos resultados corroboram com
esses achados de que o aumento da expresséo de IL17RA observado no encéfalo da
prole de MIA néo é proveniente de NPCs.

Em seguida, analisamos a expressdo constitutiva de genes
(TRAF3IP2, RELA, NFKB1, NFKBIZ, CEPBD) e proteinas (ERK5, NFkB-p65, SAP/INK,
ERK1/2, p38 e IKBa) pertencentes a vias de sinalizagdo intracelular classicas ativadas
por IL-17a nas amostras de NPCs provenientes de individuos com TEA e controles.
Observamos que todas as amostras de NPCs expressam endogenamente todos os
genes e proteinas analisadas. Observamos também que nas NPCs de individuos com
TEA a expressdo das proteinas quinases ERK1/2 da familia das MAPKs é
significativamente menor e que a expressao da proteina IKBa, que se associa aos fatores
de transcricdo NF-kB, € significativamente maior que em comparacdo com as NPCs de
individuos controles. Analisamos também quais vias de sinalizacdo intracelular sao
moduladas pela IL-17a nas amostras de NPCs provenientes de individuos com TEA e
controles. Curiosamente, observamos que nas amostras de NPCs de individuos com
TEA a IL-17a ativa de forma muito mais intensa e significativa as proteinas pERK1/2, e
inibe de forma muito mais intensa e significativa a proteina pRPS6 da via de sinalizacao
MTORCL. Estudos prévios com outros tipos celulares cerebrais mostraram que a IL-17a
aumenta a diferenciacédo de células progenitoras de oligodendrdcitos murinas in vitro por
meio do aumento de ERK1/2,®9 e estimula autofagia de neurénios corticais por meio da
diminuicdo da via mTORC1 em modelo murino de isquemia.® Ainda, ambas as vias
ERK1/2(9192) e mTORC1©3%) tém sido associadas a diversos processos do

neurodesenvolvimento e da cogni¢do, tais como neurogénese, migragcao neuronal,
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arborizacdo de neuritos e formacdo de sinapses. Ndo sabemos explicar com os
resultados que temos até o momento quais sdo as consequéncias funcionais para as
NPCs da menor expressdo das proteinas ERK1/2 e da maior expressdo da proteina
IKBa,, nem quais sdo as consequéncias do efeito antagonico da IL-17a sobre a atividade
das vias ERK1/2 e mTORC1, mas nossos resultados sugerem que essas vias podem
estar envolvidas com possiveis fenotipos anormais induzidos pela IL-17a nas NPCs de
individuos com TEA.

Observamos também que a IL-17a parece modular a ativacdo de
pPERKS5 nas amostras de NPCs, mesmo que de maneira residual. Contudo, como 0s
experimentos de western blotting contra p-ERK5 néo ficaram com uma qualidade muito
boa para serem guantificaveis, seria necessario repetir esse ensaio com anticorpos de
melhor qualidade. Também né&o tivemos sucesso na deteccéo das proteinas p- SAP/INK,
p-P38 e p-IKBa com 0s anticorpos que dispomos no laboratorio e, por esse motivo, ndo
sabemos ainda se essas vias de sinalizacao sao ativas nas NPCs humanas. Por fim, n&o
detectamos ativacdo de p-NFkB-p65 nas amostras de NPCs humanas. De qualquer
forma, é interessante notar que a modulacao da atividade de algumas vias de sinalizacao
downstream a IL-17a, como NF-KB por exemplo, pode ser, muitas vezes, modesta,
podendo necessitar de moléculas sinérgicas para ser vista.©®

Analisamos o efeito da IL-17a sobre a proliferacdo das NPCs
humanas, e observamos que, sob nossas condi¢cdes experimentais, essa citocina nao
alterou a proliferacdo das amostras de NPCs provenientes de individuos com TEA e
controles. Esses resultados séo discordantes dos achados de Li et al.*% e Tfilin et al.*®
gue observaram que o tratamento com IL-17a (5-100ng/mL) por 2 a 4 dias diminuiu a
proliferacdo de NPCs in vitro derivadas de embrides de camundongos em E14 ou de
camundongos recém-nascidos.

Analisamos o efeito da IL-17a sobre a migracdo das NPCs humanas,
e observamos que, sob nossas condicbes experimentais, essa citocina também néo
alterou a migracdo das amostras de NPCs provenientes de individuos com TEA e
controles. Nao encontramos na literatura cientifica estudos que descrevam a acao da IL-
17a sobre a migracdo de NPCs especificamente. Choi et al.*® mostraram que a
administragdo da IL-17a nos ventriculos cerebrais de embrides de camundongos em
E14,5 levou a desorganizacdo da citoarquitetura laminar do cortex cerebral e a
diminuicado da espessura cortical, 0 que sugere que essa citocina possa ter efeito sobre

a migracado neuronal. Cabe ressaltar também um artigo recente que mostrou que a
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administracdo da IL-17a nos ventriculos cerebrais de embrides de camundongos em
E14,5 levou a ativagdo e a alteragcdes na migracdo da micrdglia.®® Assim, pode ser a IL-
17atenha um efeito mais efetivo sobre a migragdo de neurdénios maduros e da microglia,
e nao tenha efeito efetivo sobre a migracdo de NPCs. Ainda, pode ser que exista a
necessidade da presenca de outras citocinas e de um ambiente mais inflamatorio para
gue ocorra alteracdo de migracdo das NPCs induzida por IL-17a. Para confirmar a
auséncia de efeito da IL-17a sobre a migracdo de NPCs humanas, estamos planejando
aumentar o tamanho amostral e/ou realizar experimentos que medem a migracao dessas
células de forma diferente dos que realizamos.

Por fim, analisamos o efeito da IL-17a sobre a diferenciacédo neuronal
das NPCs humanas, e observamos que, sob nossas condigcbes experimentais, essa
citocina aumentou de forma significativa a expressdo do marcador de neurdnios MAP2
nas amostras de neurdnios jovens (ap6s 14 dias de diferenciacdo) derivados de
individuos controles e provocou uma tendéncia a aumentar a expressao dessa proteina
nas amostras de neurdnios jovens de individuos com TEA. Resultado semelhante foi
também observado nas amostras de neurbnios intermediarios (ap6s 21 dias de
diferenciacdo) de ambos os grupos. Ainda, observamos que o tratamento com IL-17a
também aumentou de forma significativa e expressédo da proteina SINAPSINAL1 nas
amostras de neurdnios intermediarios do grupo TEA e provocou uma tendéncia a
aumentar a expressdo dessa proteina nas amostras de neurénios intermediarios do
grupo controles. Esses resultados sugerem que a IL-17a tem potencial de aumentar a
diferenciacdo ou a maturacdo neuronal de NPCs humanas e, de certa forma, sdo
concordantes com os achados de Tfilin et al.®® que observaram que o tratamento de
neuroesferas de NPCs provenientes de camundongos jovens com IL-17a por 4 e 7 dias
aumentou o crescimento de neuritos positivos para MAP2 e, deste modo, a maturacao
de neurdnios em diferenciacdo. Aumento da ramificacdo de neuritos de neurénios in vitro
apos tratamento com IL-17a também foi observado por outros estudos usando neurdnios
pos-ganglionares simpaticos de camundongos adultos®”) e neurdnios sensoriais do
ganglio da raiz dorsal de ratos adultos.®® Por outro lado, Liu et al.®® haviam descrito
que camundongos nocautes para IL-17a apresentam maior neurogénese e transmissao
sinaptica no hipocampo adulto, o que sugere que essa citocina tenha um efeito negativo
sobre a diferenciacdo e maturacdo neuronal nos nichos neurogénicos do cérebro murino
adulto. Assim, os achados em relacédo aos efeitos da IL-17a sobre a diferenciacéo e

maturacdo neuronal sdo controversos e existe a necessidade de maior investigacao.
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Estamos planejando conduzir novos experimentos de diferenciacédo para neurénios das
amostras de NPCs humanas na presenca da IL-17a aumentando o tempo de
diferenciacdo neuronal e realizando analises adicionais como medida do tamanho e
ramificacdo dos neuritos, numero de sinapses, e funcionalidade dos neurénios. Ainda,
se nossos resultados forem comprovados, pretendemos analisar as vias de sinalizacao
intracelular envolvidas no processo de neurodiferenciacao induzido pela IL-17a.

E interessante comentar também os resultados que tivemos com a
andlise da expressao constitutiva do receptor de IL-17a nos neurénios humanos jovens
(14 dias de diferenciacdo), que expressam quantidades relativamente menores de
ILL7RA em comparacao com as NPCs. Ainda ndo sabemos ao certo porgue a expressao
do receptor é regulada de forma negativa nos neurdnios jovens, e qual a dindmica de
regulacdo da expresséo de IL17RA a medida que os neurdnios ficam mais maduros e
pos-mitéticos. Como comentado acima, Yim et al.*”) mostraram que a expressio
aumentada de IL17RA no encéfalo da prole de MIA (E14,5) vinha sobretudo de neurdnios
pbés-mitdticos. Estamos, no momento, analisando a expressao de IL17RA nos neurénios
intermediarios (21 dias de diferenciacao).

Com excecdo da atividade de vias de sinalizacdo intracelular
especificas ativadas por IL-17a nas NPCs, ndo observamos, até o0 momento, outros
fenotipos celulares que se diferenciam entre as amostras de NPCs derivadas de
individuos com TEA (seja idiopéatico ou com mutacdo patogénica conhecida) e controles
em resposta ao tratamento com IL-17a isoladamente. Sabemos que a IL-17a pode ndo
agir individualmente, mas necessitar de outras moléculas (como outras citocinas pro-
inflamatdrias) para exercer seus efeitos sobre o neurodesenvolvimento. Ainda, sabemos
que modelos in vitro que simulem um contexto cerebral mais fisiol6gico, com a presenca
de culturas mistas de ceélulas humanas neuronais e da glia poderiam ser mais
apropriados para elucidar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
neuropatologia do TEA induzida pela IL-17a. Neste sentido, cabe comentar que nosso
grupo de pesquisa iniciou a utilizacdo do modelo de organoides cerebrais provenientes
de iPSCs®) para melhor explorar os efeitos da IL-17a sobre o neurodesenvolvimento e
o TEA.
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5 CONCLUSOES

1. As amostras de células neuroprogenitoras derivadas de individuos
com transtorno do espectro autista e controles ndo expressam constitutivamente a IL-
17a, mas expressam constitutivamente o receptor de IL-17a (IL17RA/C), sugerindo que
podem ser alvos em potencial da acdo dessa citocina,

2. O tratamento das amostras de células neuroprogenitoras derivadas
de individuos com transtorno do espectro autista e controles com IL-17a ndo alterou a
expressao do receptor IL-17RA, reforcando os achados que o aumento da expressao de
ILL7RA no encéfalo apds inducdo da ativacdo imune materna ndo € proveniente de
células neuroprogenitoras;

3. As amostras de células neuroprogenitoras derivadas de individuos
com transtorno do espectro autista e controles expressam constitutivamente diversas
proteinas-chave constituintes de vias de sinalizacao intracelular classicas ativadas pela
IL-17a (ERKS5, NFkB-p65, SAP/INK, ERK1/2, p38 e IKBa), assim como de componentes
da via mMTORC1 (RPS6). As amostras de células neuroprogenitoras derivadas de
individuos com transtorno do espectro autista apresentam expressao significativamente
menor das proteinas quinases ERK1/2 da familia das MAPKs e expressao
significativamente maior da proteina IKBa., que se associa aos fatores de transcricdo NF-
kKB, em comparacdo com as amostras de células neuroprogenitoras derivadas de
individuos controles. O tratamento das amostras de células neuroprogenitoras com IL-
17a modulou de forma diferente a atividade das proteinas quinases pERK1/2 da familia
das MAPKs e da proteina pRPS6 da via de sinalizacdo mTORC1 nas amostras de
células neuroprogenitoras derivadas de individuos com transtorno do espectro autista
em comparag¢ao com as amostras de células neuroprogenitoras derivadas de individuos
controles;

4. O tratamento das amostras de células neuroprogenitoras derivadas
de individuos com transtorno do espectro autista e controles com IL-17a n&o alterou os
fendtipos de proliferacéo e migragéo das células;

5. Neurbnios jovens (14 dias de diferenciacdo) derivados da
diferenciacdo das amostras de células neuroprogenitoras derivadas de individuos com
transtorno do espectro autista e controles apresentam expressao relativamente menor

de IL17RA comparados com células neuroprogenitoras;
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6. O tratamento das amostras de células neuroprogenitoras derivadas
de individuos com transtorno do espectro autista e controles com IL-17a durante o
processo de diferenciacdo neuronal por 14 e 21 dias estimulou a expressao da proteina
MAP2, constituinte dos microtibulos e associada com maturagdo neuronal, e da proteina

SINAPSINAL, envolvida na liberacdo de neurotransmissores.
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Abstract

Introduction: Prenatal exposure to maternal immune activation has been implicated as an
environmental risk factor for Autism Spectrum Disorder (autism). Animal models have
suggested that infection and immune activation during pregnancy elevates maternal pro-
inflammatory cytokines that interfere with normal fetal brain development. Among them,
Interleukin 17a has been shown to play a key role in the development of abnormal brain
cytoarchitecture and autism-like behaviors in the maternal immune activation offspring.
However, the cellular and molecular mechanisms by which IL-17a acts to induce these
phenotypes are still poorly understood, especially in humans. Purpose: To verify whether IL-
17a affects the proliferation, migration, and differentiation rates of human neural cells; To
verify which intracellular signaling pathways are activated by IL-17a and are related to these
cellular phenotypes; To verify whether increase in IL-17a associated with a genetic
background of autism susceptibility could act in synergy to amplify any phenotypic
abnormalities in human neural cells. Methods: Induced pluripotent stem cell-derived neural
progenitor cells of autism individuals (n=7) and neurotypical control individuals (n=5) were
treated with IL-17a or vehicle, and the expression levels of IL-17a receptor (IL17RA/C), and
of IL-17a intracellular signaling pathways were measured; in addition, measurements of NPC
proliferation, migration, and neural differentiation rates were taken. Results: Neural
progenitor cells constitutively express IL17RA/C, but do not IL-17a, under basal conditions;
IL-17a modulates the activity of the ERK1/2 and mTORCL1 signaling pathways differently in
autism-derived neural progenitor cells compared to control-derived neural progenitor cells;
IL-17a does not alter the proliferation and migration rates of neural progenitor cells; IL-17a
stimulates expression of neuronal markers (such as MAP2 and SYN1) during neuron
differentiation from neural progenitor cells. Conclusions: Our results suggest that human
neural progenitor cells are potential targets of IL-17a because they endogenously express IL-
17RA/C, and this cytokine activates intracellular signaling pathways in these cells; ERK1/2
and mTORCI1 signaling pathways may be involved in IL-17a-mediated abnormal phenotypes
in autism-derived neural progenitor cells; IL-17a stimulates neurogenesis and/or neuronal

maturation of human neural progenitor cells.

Keywords: Autism spectrum disorder; Infections; Interleukin 17; Induced pluripotent stem

cells; Neurodevelopmental disorders



Apéndices

Apéndice 1. Expresséao proteica relativa de p-NFKB-p65 e NFKB-65 total em astrocitos

e células neuroprogenitoras controle apds o tratamento com IL-17a

Astrocito
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Imagem representativa de Western Blot para deteccdo de p-NFKB-

p65, NFKB-65, e B-actina nas amostras de: astrécitos derivados de
iPSCs de 1 individuo controle (que foram utilizadas como controle
positivo de expressao de p-NFKB-p65), as quais foram tratadas com
IL-17a (50ng/mL) por 15 e 30 minutos; NPCs derivadas de iPSCs de
1 individuo controle, as quais foram tratadas com veiculo (-) ou IL-
17a (50ng/mL) por 5, 15 e 30 minutos (10ug proteina, gel 10%
poliacrilamida). Observamos que nas NPCs humanas a IL-17a
isoladamente néo ativa a fosforilagdo de p-NFKB-p65.



Apéndice 2. Taxa de proliferacdo basal das amostras de células neuroprogenitoras

Taxa de proliferagao NPCs
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Fold change do nimero de células obtidos apds 24h, 48h e 96h
do plagueamento em relacdo ao dia zero (Oh). Amostras de
NPCs derivadas de individuos controles (n=6) e de individuos
com TEA (n=7) crescem numa taxa média de 1,5x em 24h, 2,5x
em 48h e 3x em 96h. Método de contagem automatizada por
exclusé@o de azul de tripan 0,4%. Plagueamento inicial: 150.000
células. Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas:
amostras de NPCs derivadas de 5 individuos controles, sendo
que para 4 individuos foram utilizadas amostras geradas de 1
clone de iPSCs, e para 1 individuo foram utilizadas amostras
geradas de 2 clones de iPSCs, totalizando 6 amostras de NPCs
controles; amostras de NPCs geradas de 1 clone de iPSCs de 7
individuos com TEA, sendo 4 individuos com TEA idiopatico e 3
individuos com TEA com mutacdo associada.



