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Objetivos

O objetivo central deste projeto € investigar se
uma mutagdo patogénica no gene PDIAS,
recentemente descrita como causa de
deficiéncia intelectual severa em pacientes [1],
promove a formacao de agregados proteicos e
compromete a homeostase do reticulo
endoplasmatico (RE) em um modelo em
camundongo. A proteina PDIA3 atua no RE
auxiliando o dobramento de proteinas por meio
da formagdo e reorganizagdo de ligaghes
dissulfeto, sendo essencial para a manutencao
da proteostase [2]. Alteragbes nessa fungao
podem levar ao acumulo de proteinas mal
enoveladas, fendbmeno ja associado a doencas
neurodegenerativas e possivelmente também a
disturbios do neurodesenvolvimento [1, 3].

Neste estudo, pretende-se analisar diferentes
regides cerebrais — como cértex, cerebelo e
hipocampo — além do figado e bago, avaliando
a expressdo de PDIA3 e de chaperonas
relacionadas, como BiP e PDIA4. Além disso,
sera investigada a presenga de agregados de
PDIAS.

Com isso, buscamos compreender se a
mutacdo em Pdia3 de camundongos causa
efeitos especificos em diferentes tecidos e se
desequilibrios na proteostase podem estar
relacionados aos déficits cognitivos ja descritos

no modelo animal. O estudo, portanto,
pretende ampliar o entendimento sobre o papel
da disfuncdo do RE ndo apenas em doencas
neurodegenerativas [4, 3], mas também em
condigcbes do neurodesenvolvimento, como a
deficiéncia intelectual [1].

Métodos e Procedimentos
Foram utilizados camundongos selvagens
(Pdia3"V™T) e  heterozigotos = mutantes
(Pdia3°*Y™T) com quatro meses de idade,
provenientes da mesma ninhada. Os animais
foram  anestesiados com isoflurano e
submetidos a perfusdo cardiaca com solucao
salina a 4°C. Em seguida, os tecidos de
interesse foram dissecados, congelados em
nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C até
o0 processamento. Os extratos totais de
proteinas foram obtidos por homogeneizacao
em tampao TEN (Tris-HCI, EDTA e NaCl)
suplementado com inibidores de proteases,
seguido de sonicagdo para lise celular e
quantificacdo do teor proteico pelo método
BCA. A expressdo das proteinas PDIA3,
PDIA1, BiP, PDIA4, Calreticulina e Calnexina
foi analisada por Western blot, no qual as
amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS—PAGE), transferidas
para membranas de PVDF e incubadas com
anticorpos especificos, utilizando a B-actina
como controle de carregamento. A detecgao foi
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feita por quimioluminescéncia e a anadlise
quantitativa das bandas realizada por
densitometria. Para avaliar a presenca de
agregados proteicos insoluveis, aplicou-se a
técnica de captura em filtro (filter-trap assay),
em que os extratos desnaturados foram
filtrados em membranas de acetato de celulose
com poros de 0,22 um. As proteinas retidas
foram entao analisadas por imunoblot com
anticorpo anti-PDIA3.

Resultados

Os resultados preliminares indicam que o
impacto da mutagcdo no gene Pdia3 varia de
acordo com o tecido analisado. No cortex,
observou-se reducdo nos niveis de PDIA3 e
BiP. No cerebelo, também foram detectadas
alteragdes de PDIA3. No hipocampo, foram
identificadas alteragbes em PDIA4, sugerindo
um  possivel efeito compensatério ou
vulnerabilidade especifica da regido. No figado,
verificaram-se mudangas tanto em BiP quanto
em PDIA3, indicando que as alteragbes de
proteostase nao se restringem ao sistema
nervoso central. Até o momento, a captura em
filtro ndo mostrou acumulo significativo de
agregados contendo PDIA3, mas novos
experimentos sdo necessdarios para confirmar
esses achados.

Conclusodes

Os dados iniciais sugerem que a mutagdo em
Pdia3 afeta a proteostase do reticulo
endoplasmatico de maneira especifica para
cada tecido, promovendo respostas
moleculares distintas no cértex, cerebelo,
hipocampo, figado e bago. Embora ainda nao
haja evidéncias claras de formagdo de
agregados de PDIA3, as alteragbes
observadas na expressao de chaperonas e nos
niveis de PDIA3 apoiam a hipdtese de que a
mutacdo compromete o0s mecanismos de
controle de qualidade proteica. Estudos
bioquimicos e histolégicos adicionais seréo
fundamentais para esclarecer como essas
alteracbes contribuem para os déficits
cognitivos observados nos animais mutantes.

Os autores declaram nado haver conflito de
interesses. Todos os autores aprovaram a
versao final do resumo.
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