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RESUMO

O transtorno do espectro autista (TEA) € uma desordem multifatorial complexa cuja
fisiopatologia ainda ndo é completamente compreendida. Entretanto, algumas
caracteristicas, como as alteracdes nos componentes inibitérios encefalicos, se
evidenciam nessa desordem. Dentre os principais fatores de risco ambientais para o
TEA se destaca a exposi¢cao ao acido valproico (VPA) durante a gestacéo, de forma
que se utilizou o modelo animal baseado nessa abordagem para a obtencdo dos
dados experimentais. No Capitulo I, realizou-se um compilado de dados da literatura
sobre o papel de fatores de transcricdo (FTs) em diferentes desordens do
neurodesenvolvimento; além disso, foram feitas analises, utilizando ferramentas de
bioinformética, dos principais locais de expressdo, bem como dos momentos de pico
de expresséo e das possiveis rotas de interacao entre os FTs, incluindo os possiveis
prejuizos induzidos pelo VPA. Essa analise contribuiu para a identificacdo de
diversas hipéteses que poderiam estar associadas com danos observados na vida
pés-natal. Sabendo-se que o VPA possui caracteristicas proé-inflamatérias e pro-
oxidantes, o resveratrol (RSV), polifenol com caracteristicas anti-inflamatérias,
antioxidantes e neuroprotetoras, surge como uma estratégia interessante de
contraposicdo dessas caracteristicas, viabilizando um estudo importante de vias
envolvidas no TEA. No Capitulo I, foi possivel observar que o VPA induziu vastas
alteracbes na composicdo neuronal do cortex pré-frontal medial (CPFm) e, em
menor escala, no hipocampo (HC), além de reduzir a expresséo de receptor GABAA
e das proteinas sinapticas neuroliguina-2 e gefirina. O tratamento com RSV foi
capaz de prevenir, de forma geral, as alteragbes em neurdnios totais e
interneurdnios GABAérgicos (IGs) no CPFm, porém nédo no HC. Além disso, 0 RSV
também teve um efeito similar ao VPA na expressdo de proteinas sinapticas no
CPFm. Andlises de bancos de dados de modelos animais em idade embrionaria
ressaltam alteracbes na maquinaria transcricional, metabolismo de carboidratos,
metabolismo mitocondrial e ciclo celular, via da WNT, via da NOTCH e outros,
sugerindo, junto ao Capitulo I, hipéteses referentes as acdes do VPA e do RSV. No
Capitulo 1ll, foi observada uma expansdo do dano hipocampal induzida pela
exposicdo ao VPA, com descontinuidade do giro denteado e descompactacéo de
CA1l, além de alteracBes disseminadas na composicdo neuronal em todas as sub-
regiées do HC. O RSV preveniu a alteracdo morfolégica, além de equilibrar diversos
parametros associados a IGs e neurdnios totais. A exposicdo ao VPA induziu
alteracdes na expressdo de PTEN, AKT e CK2, n&o prevenidas por RSV. A partir
destes dados, conclui-se que a exposicdo ao VPA pode desencadear alteracdes em
etapas iniciais do desenvolvimento embrionario, com consequentes alteracdes pos-
natais. Em animais jovens, foram observadas alteracbes em IGs, sinapses e
receptor GABAa. Em animais adultos, o HC se destaca como uma regiao fortemente
alterada, indicando um provavel agravamento ao longo da vida. E provavel que a
acao preventiva do RSV ocorra por oposicdo ao VPA em vias de regulacdo da
transcricdo, metabolismo e outras, conforme apontam os Capitulos | e Il. Dessa
forma, observa-se que uma intervencao precoce é capaz de mudar o panorama de
evolugdo da desordem, abrindo horizontes para estudos de novas abordagens no
TEA.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista, modelo animal, acido valproico,
resveratrol, interneurénios GABAEérgicos, sinapses, fatores de transcri¢ao.



ABSTRACT

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex multifactorial disorder whose
pathophysiology is not yet fully understood. However, some characteristics, such as
changes in brain inhibitory components, emerge in this disorder. Among the main
environmental risk factors for ASD, exposure to valproic acid (VPA) during pregnancy
stands out, so the animal model based on this approach was used to obtain the
experimental data. In Chapter |, a compilation of data from the literature on the role of
transcription factors (TFs) in different neurodevelopmental disorders was carried out,
in addition, analyzes were conducted, using bioinformatics tools, of the main sites of
expression, as well as the moments of peak expression and possible routes of
interaction among TFs, including possible damage induced by VPA. This analysis
contributed to the identification of several hypotheses that could be associated with
the damage observed in postnatal life. Knowing that VPA has pro-inflammatory and
pro-oxidant characteristics, resveratrol (RSV), a polyphenol with anti-inflammatory,
antioxidant, and neuroprotective characteristics, appears as an interesting strategy to
counteract these characteristics, enabling an important study of the pathways
involved in ASD. In Chapter I, it was possible to observe that VPA induced vast
changes in the neuronal composition of the medial prefrontal cortex (mMPFC) and, to a
lesser extent, in the hippocampus (HC), in addition to reducing the expression of
GABAA receptor and synaptic proteins neuroligin-2 and gephyrin. Treatment with
RSV was able to generally prevent changes in total neurons and GABAergic
interneurons (GIs) in mPFC, but not in the HC. Furthermore, RSV also had a similar
effect to VPA on the expression of synaptic proteins in the mPFC. Database
analyzes of animal models at embryonic age highlight changes in transcriptional
machinery, carbohydrate metabolism, mitochondrial metabolism, cell cycle, WNT
pathway, NOTCH pathway, and others, suggesting, together with Chapter I,
hypotheses regarding the actions of VPA and the RSV. In Chapter lll, an expansion
of the hippocampal damage induced by exposure to VPA was observed, with
discontinuity of the dentate gyrus and decompaction of the CAL, in addition to
widespread changes in neuronal composition in all HC subregions. RSV prevented
the morphological change, in addition to balancing several parameters associated
with 1Gs and total neurons. Exposure to VPA induced changes in the expression of
PTEN, AKT and CK2, not prevented by RSV. From these data, it is concluded that
exposure to VPA can trigger changes in early stages of embryonic development, with
consequent postnatal changes. In young animals, changes were observed in GIs,
synapses, and GABAAa receptor. In adult animals, the HC stands out as a strongly
altered region, indicating a probable worsening throughout life. It is likely that the
preventive action of RSV occurs in opposition to VPA in transcriptional, metabolic,
and other regulatory pathways, as indicated in Chapters | and Il. In this way, it is
observed that an early intervention can change the course of the disorder, opening
horizons for studies of new approaches in ASD.

Keywords: Autism Spectrum Disorder, animal model, valproic acid, resveratrol,
GABAergic interneurons, synapses, transcription factors.
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1. INTRODUCAO

1.1 Transtorno do Espectro Autista
O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem do

neurodesenvolvimento caracterizada, segundo o Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais - 52 edicdo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013)
(DSM-5), por prejuizos de comunicacéao e interacdo social, além de comportamentos
repetitivos ou estereotipados. Além disso, diversas comorbidades ja foram descritas
no contexto do TEA, incluindo alteracbées sensoriais, distlrbios gastrointestinais,
ansiedade e epilepsia (VEENSTRA-VANDERWEELE; BLAKELY, 2011). Em relacao
a ultima, se estima que até 30% dos individuos com TEA apresentam epilepsia ou
alteracdes eletrofisiolégicas como convulsdes (SPENCE; SCHNEIDER, 2009).

Diversas hip6teses buscam explicar 0s mecanismos neurobiol6gicos
subjacentes a desordem. Uma das principais sugere a existéncia de um
desequilibrio entre excitacdo e inibicdo no encéfalo de individuos com TEA, com
prevaléncia da excitacdo sobre a inibicdo (E/I) (UZUNOVA; PALLANTI,
HOLLANDER, 2016). A principal implicagdo dessa caracteristica, além dos disturbios
eletrofisioldgicos, seria a alteracdo no padrdo de conectividade encefélica: reducéo
na conectividade entre diferentes regides, prejudicando a integracdo e aumentando
o processamento local (BELMONTE et al., 2004). O hiperprocessamento local, por
sua vez, possivelmente induz uma sobrecarga que converte estimulos ndo nocivos
em nocivos, condicdo comum no TEA (MARKRAM; MARKRAM, 2010).

Historicamente, a primeira utilizacdo do termo “autismo” foi feita em 1911 pelo
psiquiatra suico Paul Eugen Bleuler ao descrever o comportamento retraido e
“distante da realidade” apresentado por criangas diagnosticadas com esquizofrenia
(BLEULER; BLEULER, 1986). Posteriormente, em 1926, a psiquiatra russa Grunya
Sukhareva utilizou a denominacdo “autismo” para caracterizar individuos com
prejuizos sociais e estereotipias, sendo a primeira descricdo detalhada da desordem
no formato similar a concepcao vigente atualmente (SSUCHAREWA, 1926).

Na década de 1940, Leo Kanner e Hans Asperger, psiquiatras austriacos,
realizaram importantes contribuicdes para a descricdo do autismo: Kanner estudou
criangas com prejuizos de interacdo social e linguagem, denominando essas
caracteristicas de “autismo infantil precoce” (KANNER, 1943), enquanto Asperger
descreveu a “psicopatia autista® em criancas, definida por dificuldades de

estabelecimento de vinculos sociais, foco seletivo, presenca de alteragcdes motoras e



outras caracteristicas (ASPERGER, 1944). Apesar do pioneirismo, Kanner é
responsavel pela criagdo do conceito errbneo de “mae geladeira”, onde atribuia o
surgimento do autismo as maes “afetivamente frias” — a popularizacdo dessa
hipotese, além de prejudicar os estudos sobre o tema, ainda gerou intenso
sofrimento para as familias envolvidas (KANNER, 1949). Asperger, por sua vez, foi
complacente com o regime nazista, conforme apontam estudos mais recentes,
inclusive encaminhando criangas para a clinica Am Spiegelgrund (BARON-COHEN,
2018; CZECH, 2018), onde tinha ciéncia de que fariam parte da “Ac¢ao T4”, a
iniciativa nazista de eliminar pessoas com deficiéncia fisica e/ou mental e portadores

de doencas consideradas incuraveis (ROTZOLL et al., 2010).

1.2 Epidemiologia do TEA
A prevaléncia mundial do transtorno é estimada em 1 a cada 160 criancas

(ELSABBAGH et al.,, 2012), entretanto, a auséncia de dados epidemiologicos
consistentes em diversos paises € um dos componentes que dificulta essa
estimativa. Na América Latina, alguns paises apresentam dados preliminares ou de
estudos-piloto sobre a prevaléncia, incluindo: Maracaibo, Venezuela (17/10.000)
(MONTIEL-NAVA; PENA, 2008), San lIsidro, Argentina (13,1/10.000) (LEJARRAGA
et al., 2008), Atibaia, Brasil (27,2/10.000) (PAULA et al., 2011), Quito, Equador
(11/10.000) (DEKKERS et al., 2015) e Guanajuato, Meéxico (87/10.000)
(FOMBONNE et al.,, 2016). As discrepancias observadas entre esses paises
provavelmente se devem as diferencas e limitacbes metodolégicas de cada estudo.
Nos EUA, os primeiros estudos de prevaléncia datam da década de 1970,
guando a prevaléncia apontada foi de 3,1/10.000 criancas (TREFFERT, 1970). Os
dados mais recentes do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, do
inglés Center for Disease Control and Prevention) (referentes ao ano de 2018),
obtidos pela Rede de Monitoramento de Autismo e Desordens do Desenvolvimento
(ADDM, do inglés Autism and Developmental Disabilities Monitoring), apontam
230/10.000 criangas até 8 anos de idade, o equivalente a 1/44 (MAENNER et al.,
2021). Esse dado indica um importante aumento na prevaléncia nas ultimas décadas
—em 2000, ano do primeiro acompanhamento da ADDM, a prevaléncia estimada era
de 67/10.000 (RICE, 2007). Ainda, interessantemente, os mesmos dados indicam
gue a incidéncia em individuos do sexo masculino é aproximadamente quatro vezes

maior do que no sexo feminino. Existem diversas hipdteses para as diferencas



observadas entre os sexos, incluindo a acdo da testosterona durante a vida fetal
(BARON-COHEN et al., 2011), um potencial efeito protetivo da presenca de dois
cromossomos X (visto que varios alelos associados com risco de TEA estdo
localizados nesse cromossomo) (WERLING; GESCHWIND, 2015), além do
subdiagndstico em pessoas do sexo feminino, tendo em vista que as caracteristicas
muitas vezes nao se enquadram nos padrdes estabelecidos pelos manuais (FERRI;
ABEL; BRODKIN, 2018).

O aumento da prevaléncia ao longo dos anos se deve, em grande parte, as
alteracdes nos critérios diagnosticos do TEA. Segundo um acompanhamento feito
na Dinamarca com todos os nascidos vivos entre 1980 e 1991, 60% do aumento na
prevaléncia se deve a mudancas no diagnostico (HANSEN; SCHENDEL; PARNER,
2015). Nos EUA, uma projecao aponta que 54% do aumento na prevaléncia se deva
a fatores como ampliagcdo do diagnéstico e conscientizacdo social (WEINTRAUB,
2011). De modo geral, uma parcela relevante (cerca de 40%) da variacdo
epidemiologica nos ultimos anos esta associada a fatores desconhecidos ou néo
especificados.

1.3 Fatores de risco para o desenvolvimento de TEA
O TEA é considerado uma desordem de etiologia multifatorial, tendo diversos

fatores de risco, tanto genéticos quanto ambientais. A interacdo entre esses fatores
é fundamental para definir o fenétipo de cada individuo, questao que possivelmente

contribui para a heterogeneidade do transtorno.

1.3.1 Fatores Genéticos
Os valores de herdabilidade e concordancia para TEA entre gémeos

monozigG6ticos chegam a mais de 90% (ROSENBERG, R. E. et al., 2009; SANDIN et
al., 2017), demonstrando a relevancia do componente genético para a desordem.
Dentre os principais genes alterados no TEA, destacam-se 0s que codificam
proteinas associadas com a estrutura sinaptica (neuroliguinas, neurexinas, SHANK
(GUANG et al., 2018)), transportadores de glutamato/aspartato (SLC25A12
(TURUNEN et al., 2008)), reguladores de transcricao (FTs) (CHD8 (SUGATHAN et
al., 2014)), MECP2 (WEN et al., 2017), fatores de transcricdo (ARX (SHERR, 2003),
HOXA1, HOXB1 (INGRAM et al., 2000)), canais de calcio (CACNA1A (DAMAJ et al.,
2015)), receptores de oxitocina (OXTR (LOPARO; WALDMAN, 2015)) e outros. Um
amplo estudo recente identificou alteracbes em 102 genes no TEA, a maioria



demonstrando um padrdo alto de expressdo desde o principio do desenvolvimento
encefalico, além de envolvimento na formacéo sinaptica e no desenvolvimento de
neurdnios excitatorios e inibitérios (SATTERSTROM et al., 2020). Recentemente,
componentes como miRNA (SCHEPICI et al., 2019), IncRNA (COGILL et al., 2018) e
circRNA (CHEN, Y. J. et al.,, 2020) vém emergindo, ndo apenas no contexto de
alteracbes em vias bioldégicas como também em alternativas promissoras de
biomarcadores (ainda inexistentes no TEA) (SALLOUM-ASFAR et al., 2021), tendo
em vista que podem ser obtidos de fluidos biolégicos como plasma e saliva (YERI et
al., 2017). Finalmente, evidéncias relacionadas a aspectos epigenéticos,
especialmente alteracbes no padrdao de metilacdo e modificacdo de histonas, ja
foram descritos no TEA (ESHRAGHI et al.,, 2018). Tendo em consideracdo que
diferentes fatores exégenos podem induzir alteracbes epigenéticas, € provavel que
esse seja um possivel elo entre os aspectos genéticos e ambientais (CAVALLI;
HEARD, 2019).

1.3.2 Fatores Ambientais
Os fatores de risco ambientais associados ao TEA contemplam um grupo

diverso de variaveis, as quais, majoritariamente, estdo associadas a alteracdes
ocasionadas durante o periodo gestacional ou perinatal. Cabe ressaltar,
inicialmente, a existéncia de um grave equivoco nesse tema: a teoria de que o
processo de imunizacdo poderia ser um fator de risco. Essa hipotese foi ventilada
apos a publicacdo, em periédico de alto impacto, de um artigo (ja retratado) que
associava a vacina triplice viral ao desencadeamento de autismo — o trabalho, além
de conter diversos erros metodolégicos, ainda era produto de forte conflito de
interesse. Uma ampla gama de evidéncias demonstra que nao existe qualquer tipo
de associacdo nesse aspecto (DESTEFANO; SHIMABUKURO, 2019;
EGGERTSON, 2010; FOLB et al., 2004).

A ativacdo imunitaria materna (AIM), caracterizada pela ativacdo imunologica
em resposta a um agente infeccioso durante a gestacdao (MINAKOVA; WARNER,
2018), ja foi associada com diferentes desordens psiquiatricas, especialmente TEA e
esquizofrenia (BROWN; CONWAY, 2019). A liberacdo de sinalizadores pro-
inflamatorios como IL-1[3, IL-6, IL-17 e TNF-a (MINAKOVA; WARNER, 2018), aléem
da ativacdo de receptores do tipo Toll (TLR, do inglés Toll-like receptor) (HAN et al.,

2021) sédo alguns dos principais fatores que medeiam os efeitos da AIM no



embrido/feto. Ainda, condi¢cdes que ndo envolvem a presenca de patdgenos como
as doencas autoimunes e a obesidade também podem ser consideradas fatores de
risco, uma vez que h4d uma ativacao inflamatoria basal, além disso, especialmente
no caso das doencas autoimunes, pode ocorrer a passagem placentaria de
autoanticorpos anti-cérebro (BRIMBERG et al., 2013).

Durante o primeiro trimestre gestacional, os agentes virais sdo 0s principais
fatores de risco, especialmente os virus citomegalovirus (CMV) e rubella — ja existem
hipoteses que indicam que o Sars-CoV-2 poderia estabelecer o mesmo tipo de
associacdo, porém ainda ndo ha estudos conclusivos sobre esse tema (STEINMAN,
2020). A infeccado pelo virus causador da rubéola, além de alterar os parametros
inflamatorios, também é capaz de ocasionar a rubéola congénita, uma vez que o
virus é capaz de ultrapassar a barreira placentaria (ROBERTSON et al., 2003). As
principais consequéncias para o feto sdo danos cardiacos e oftalmoldgicos, além de
atrasos no desenvolvimento neuroldgico, incluindo alteracfes na fala, pontos que
estabelecem sobreposicdo com TEA (BERGER; NAVAR-BOGGAN; OMER, 2011).
Foi observado, em fetos, que essa condicdo causava uma extensa ativacao de
linfécitos NK, T (PARKER et al., 2020) e microglia (GANGULI; CHAVALI, 2021) —
interessantemente, estudos da década de 1970 nos EUA apontam que o TEA era
duzentas vezes mais prevalente em criancas com rubéola congénita, demonstrando
uma importante associacdo (CHESS, 1971). De forma similar, o CMV também é
capaz de causar surdez e alteracdes visuais no feto (STAGNO et al., 1977) e, além
disso, a infeccdo congénita por CMV foi relacionada com um aumento de dez vezes
na prevaléncia de TEA (GENTILE et al., 2017).

Durante os ultimos dois trimestres da gestacdo, a espécie do patdégeno nao
parece ser um fator diferencial para o risco de TEA. Nesse periodo, especialmente,
infeccbes bacterianas de origem geniturinaria, sdo capazes de induzir importantes
respostas imunoldgicas mediadas por fatores como IL-1p3, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-q,
TNF-B, IFN-y, ja identificados tanto no plasma materno quanto no fluido amniético
fetal e no plasma de neonatos com TEA (FONTES-DUTRA et al., 2020). A presenca
de moléculas como lipopolissacarideo (LPS) e enterotoxina A nos microrganismos
contribui para a resposta imunolégica exacerbada. Interessantemente, a exposi¢ao
gestacional ao LPS é um dos modelos mais consolidados de inducédo de
caracteristicas do tipo autista em animais (PATTERSON, 2011).



Diversos fatores quimicos e farmacolégicos também apresentam risco
importante durante o periodo gestacional. A talidomida foi um dos primeiros
teratbgenos amplamente estudados, segundo estimativas de um estudo sueco a
prevaléncia de TEA entre individuos expostos durante a gestacdo era cinquenta
vezes maior do que na populacdo geral, além disso, esses individuos possuiam
diversas alteracbes nos nervos cranianos, indicando lesdo inicial no tronco
encefalico (RODIER et al., 1996). O consumo de etanol durante o periodo
gestacional esta associado com o desenvolvimento da sindrome alcodlica fetal
(SAF), uma desordem marcada pelas malformacdes craniofaciais e alteracbes
cerebrais (VORGIAS; BERNSTEIN, 2022), interessantemente a prevaléncia de TEA
na SAF é duas vezes maior que na populacdo em geral (STEVENS et al., 2013;
VORGIAS; BERNSTEIN, 2022). A principal hipétese para explicar essa associagao €
a de que o etanol promove amplas alteracbes no padrdo de metilacdo do DNA,
impactando na expressdo de genes fundamentais para o neurodesenvolvimento
como BDNF, VGLUT, GFAP e outros (BASAVARAJAPPA; SUBBANNA, 2016).

Finalmente, o &cido valproico (VPA) (IUPAC: acido 2-propionil pentanoico), um
farmaco amplamente utilizado como anticonvulsivante, estabilizador de humor e no
tratamento de enxaqueca, também ja demonstrou relacdo importante com o TEA
(quando utilizado durante o periodo gestacional) (CHRISTENSEN et al., 2013). O
mecanismo de acdo desse farmaco esté associado a diversas atividades, incluindo o
blogueio de canais ibnicos, inibicdo da GABA transaminase e succinato semialdeido
desidrogenase (aumentando a disponibilidade de GABA) e inibicdo de desacetilases
de histonas (HDACs) (RAHMAN; NGUYEN, 2022). O VPA é capaz de atingir seu
pico de absor¢cdo uma a duas horas apés a ingesta oral na forma de comprimidos
revestidos, tendo uma meia-vida de eliminagéo de dez a dezesseis horas, a qual se
mantém mesmo em individuos que realizam uso continuo (GUGLER; VON UNRUH,
2012). Além disso, o VPA é capaz de atravessar barreiras bioldgicas como a
hematoencefalica (CORNFORD; DIEP; PARDRIDGE, 1985) e a placentaria
(FOWLER; EADIE; DICKINSON, 1989). Em estudo feito com macacos rhesus, foi
observado que, quinze minutos apés a injecdo intravenosa de VPA fémea prenhe,
os fetos ja apresentavam concentracdes séricas do farmaco similares as maternas —
em andalise tecidual, se observou uma ampla distribuicdo nos tecidos fetais, inclusive
no cérebro (ainda que inferior ao observado em outros tecidos) (DICKINSON et al.,
1980).



Um estudo dinamarqués de 2013 que acompanhou todos os nascidos vivos
entre 1996 e 2006 demonstrou que a utilizacdo de VPA durante a gestacao,
especialmente no primeiro trimestre, aumentou o risco de desenvolvimento de TEA
em 3 a 4,9 vezes, associagdo que nado foi observada em outros anticonvulsivantes
(CHRISTENSEN et al., 2013). As evidéncias dessa associagao, entretanto, ja eram
descritas desde o final dos anos 1980: diversos estudos apontaram a presenca de
alteracbes do neurodesenvolvimento (ARDINGER et al., 1988), além de
caracteristicas do tipo autista (CHRISTIANSON; CHESTER; KROMBERG, 1994;
GAIL WILLIAMS; HERSH, 1997) em criancas diagnosticadas com a sindrome fetal
do valproato. Além disso, a exposicao intrautero ao VPA é capaz de elevar o risco
de malformagbes, especialmente espinha bifida, demonstrando uma importante
acao deletéria em aspectos de fechamento do tubo neural (KOREN et al., 2006). A
partir dessas observacfes, no final da década de 1990, Rodier e colaboradores
sugeriram que o VPA poderia ser utilizado como uma forma de induzir
caracteristicas do tipo autista em animais, de forma a viabilizar diversas analises
translacionais (RODIER et al., 1996).

1.4 Modelo animal de TEA induzido por VPA
O trabalho visionario de Rodier e colaboradores em 1996 demonstrou que a

exposicao pré-natal de roedores ao VPA induzia alteracdes nos nucleos motores dos
nervos cranianos, dano similar ao identificado na autépsia de um individuo com TEA
no mesmo estudo (RODIER et al, 1996). Posteriormente, Schneider e
colaboradores demonstraram que ratos expostos ao VPA intraltero apresentavam
atrasos no desenvolvimento, prejuizos sociais e estereotipias, elementos
caracteristicos do TEA (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005). Além disso, as
caracteristicas comportamentais eram mais presentes em animais machos
(SCHNEIDER et al., 2008), outro aspecto de alta translacionalidade. Finalmente, um
estudo do mesmo grupo demonstrou que o enriquecimento ambiental era capaz de
atenuar os comportamentos do tipo autista observados nos roedores (SCHNEIDER,;
TURCZAK; PRZEWLOCKI, 2006). Essas constatacdes iniciais ja demonstravam que
0 modelo possuia as trés validades preconizadas (WILLNER, 1986): A) de face, pois
reproduziu as caracteristicas comportamentais do transtorno; B) construto, pois se
observou que o mesmo farmaco que induz aumento de risco para TEA em humanos

foi capaz de induzir caracteristica do tipo TEA em roedores e C) preditiva, pois um



tratamento similar (enriguecimento ambiental), foi capaz de trazer beneficios tanto
em humanos quanto no modelo animal (ARONOFF; HILLYER; LEON, 2016;
SCHNEIDER; TURCZAK; PRZEWLOCKI, 2006).

Inicialmente, a principal abordagem em relagédo aos efeitos do VPA era
restrita aos seus efeitos deletérios no fechamento do tubo neural. Diversas hipoteses
contribuem para explicar esse efeito: a inibicho das HDACs provavelmente induz
vasta alteracdo na expressdo génica, ocasionando a transcricdo inadequada de
genes como o sinalizador de apoptose BCL-2 (GURVICH et al., 2005), o fator de
transcricdo HOXAL (STODGELL et al., 2006) e os genes associados a ativacdo da
via da WNT (WILTSE, 2005). Além disso, o VPA interfere na cadeia transportadora
de elétrons (WELLS et al., 2010) e é convertido em metabdlitos altamente reativos
(como o ((E)-2,4-dieno VPA), os quais depletam os estoques de NADPH,
consequentemente induzindo aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (LLOYD; SILLS, 2013). Finalmente, o VPA também parece ser
capaz de antagonizar os efeitos do folato, alterando enzimas envolvidas no
metabolismo desse nutriente (LLOYD; SILLS, 2013).

O desequilibrio E/I no sistema nervoso central (SNC) — especialmente
prevaléncia disfuncional da excitacdo - é uma das principais hipoteses associadas
com a neurobiologia do TEA (RUBENSTEIN; MERZENICH, 2003). Diversas
alteracdes nos neurotransmissores glutamato e GABA ja foram identificadas no
modelo animal induzido por VPA (ZIEMINSKA et al., 2018). No cértex cerebral, o
VPA foi capaz de, de forma geral, aumentar a expressao de genes associados a
sinalizacao glutamatérgica (como canais i6nicos), além de aumentar em cem vezes
a expressao de proteinas sinapticas glutamatérgicas, enquanto exercia um efeito
diferente nos genes associados ao GABA no cortex, HC e cerebelo (aumentando a
expressao de trés genes e diminuindo a expressdo de outros trés) (LENART et al.,
2020). Efeitos aumentados do glutamato também foram observados nas projectes
glutamatérgicas no nucleo da rafe, as quais elevavam a frequéncia de disparos dos
neurdnios serotoninérgicos locais, condicdo que possivelmente possui associagao
com o comportamento do tipo ansioso observado nos animais (WANG, R. et al.,
2018). A expressao aumentada de receptores AMPA no CPFm de animais VPA foi
associada com aspectos comportamentais, uma vez que a utilizacdo de um
antagonista especifico trouxe resultados benéficos (KIM et al., 2019). Em relacdo ao

GABA, diferentes estudos apontam para uma reducédo na expressao e/ou atividade



da enzima glutamato descarboxilase (GAD) (WEI et al., 2016; WIN-SHWE et al.,
2018), além de prejuizo na transmissao sinaptica GABAérgica (BANERJEE et al.,
2013). Componentes do receptor GABAa também apresentam expressao reduzida
no modelo VPA (LI et al., 2017), paralelamente, a utilizacdo de agonistas GABAa e
GABAs foi capaz de restabelecer diversos parametros comportamentais (YANG;
YANG,; YIN, 2021).

Nos aspectos relativos a citoarquitetura e sinapse, o modelo VPA também
apresenta importantes alteragfes: presenca de hiperplasticidade sinaptica em
regides como CPFm (RINALDI; PERRODIN; MARKRAM, 2008) e neocértex (SILVA
et al., 2009), aumento de sinapses glutamatérgicas excitatérias (KIM et al., 2013)
(possivelmente induzida por mudancas no perfil de expressao de MECP2 (KIM et al.,
2016)) e reducdo na expressao de proteinas ancoradoras como SHANK3 (LIU et al.,
2016). Histologicamente, ha descricfes de reducdo na quantidade de neurdnios de
Purkinje no cerebelo, além de volume reduzido dessa regido (INGRAM et al., 2000),
enquanto na amigdala ocorre um aumento de celularidade e massa (ECKER,;
BOOKHEIMER; MURPHY, 2015; MARKRAM et al., 2008). Finalmente, no neocértex,
o VPA é capaz de induzir alteracbes na proliferacdo neuronal, levando a
modificacdes na organizacdo das camadas corticais (FUJIMURA et al., 2016).

Finalmente, no nosso grupo de pesquisa, ja observamos que a exposicao pre-
natal ao VPA foi capaz de induzir altera¢des sociais (inclusive em comportamentos
de alta complexidade como o do tipo empatico), estereotipias, mudancas em
aspectos sensoriais (tanto em relacdo a estimulos nocivos e nao nocivos) e
comportamentos do tipo ansioso. Assim, de maneira geral, os animais replicam néo
sé as caracteristicas centrais como também outras que sdo comumente associadas
ao transtorno. Ainda, ja observamos alteragbes no metabolismo hipocampal do
glutamato (BRISTOT SILVESTRIN et al., 2013) e em aspectos oxidativos no figado
(BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), expressao diferencial de miRNA (HIRSCH et al.,
2018), prejuizo na distribuicéo de interneurdnios parvalbumina-positivos associada a
modificacbes na organizacdo das camadas corticais na area somatossensorial
(FONTES-DUTRA et al., 2018) e, por fim, aumento na permeabilidade da barreira
hematoencefélica e alteracdes na reatividade astrocitaria e no padrdo de expressao
de aquaporinas em diferentes regifes corticais e subcorticais (DECKMANN et al.,
2021). O conjunto observado refor¢a as validades do modelo para além de questdes

comportamentais, demonstrando sua translacionalidade.
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1.5 Resveratrol
O trans-resveratrol - 3,4',5-triidroxiestilbeno (RSV) € um composto polifenélico

da familia do estilbenos presente em diversos alimentos, tais como amendoim, soja
e uva (BURNS et al., 2002). O vinho tinto também é um alimento rico nesse
componente, uma vez que a maior concentracdo de RSV na uva se encontra na
casca (SOUTO et al.,, 2001). Nas plantas, o RSV possui papel de fitoalexina,
estabelecendo defesas contra danos abioticos e bidticos, incluindo exposicdo a raios
ultravioleta e luz visivel, além de infec¢des bacterianas e fungicas (HASAN; BAE,
2017).

Em doencas cardiovasculares (DCV), o RSV ja demonstrou efeitos benéficos
na arteriosclerose, hipertensao, isquemia, enfarto agudo do miocardio e insuficiéncia
cardiaca (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2016). Os principais mecanismos
associados a essa protecdo sdo a capacidade antioxidante do RSV, especialmente
via neutralizacdo direta de radicais hidroxil e superoéxido, reduzindo a peroxidacéo
lipidica (PINYAEV et al., 2019). Além disso, o RSV é capaz de aumentar a
disponibilidade de 6xido nitrico, melhorando a funcao endotelial, via estimulacdo da
expresséao e da atividade da enzima dimetilargininase (FROMBAUM et al., 2012).

A acado anti-inflamatéria do RSV € outra caracteristica de relevancia,
especialmente em contextos como a diabetes, obesidade, dislipidemias, cancer e
DCV. O RSV é capaz de modular componentes importantes do sistema imunolégico
como o fator nuclear kappa B (NFkB), citocinas (IL-18, IL-6, IL-8, IL-17), fatores de
necrose e crescimento tumoral (TNF-a, TGF-B), quimiocina CCL2 e prostaglandina
PGEZ2; além de receptores do TLR, receptores de citocina e a sinalizacdo por
JAK/STAT (COUTINHO et al., 2018). A acdo do RSV ativando as enzimas SIRT
(desacetilases de histonas) também contribui para a acdo anti-inflamatoria,
possivelmente através da inibicdo das rotas associadas ao TNF-a (ZHU et al., 2011)
e ao PPR-y (KALLIORA et al., 2019).

Recentemente, o RSV tem se destacado no contexto de desordens
neuropsiquiatricas. Na doenca de Alzheimer, o RSV foi capaz de mitigar o declinio
cognitivo (WITTE et al.,, 2014), além de aumentar a eliminagcdo de peptideos B
amiléides através da ativacdo de SIRT e AMPK (YANG; BAGIT; MACPHERSON,
2021), de forma similar, na doenca de Parkinson, o RSV é capaz de atenuar
disfuncdes motoras e reduzir o conteudo de a-sinucleina via ativagdo das SIRT

(GUO et al., 2016). Na esquizofrenia, o uso de RSV como adjuvante da terapia com
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risperidona trouxe melhoras nos sintomas negativos em humanos (SAMAEI et al.,
2020) e, em modelos animais, foi capaz de melhorar aspectos cognitivos e motores
possivelmente por uma modulagdo de BDNF via SIRT no HC (NIU; CAO; JI, 2020).
No TEA, o tratamento adjunto de RSV com risperidona reduziu parametros de
hiperatividade (HENDOUEI et al., 2020), enquanto no modelo BTBR T+ Itpr3tf/J
(BTBR) (um modelo genético, no qual os animais apresentam alteracdes na
formacao do corpo caloso e caracteristicas comportamentais do tipo autista) o RSV
foi capaz de atenuar multiplos pardmetros de ativacdo imunoldgicas, incluindo
sinalizacdo via JAK/STAT, COX-2, receptores TLR, receptores de quimiocinas e
desregulacédo Thl, Th2 e Thl7 (AHMAD et al., 2018c; BAKHEET et al., 2016). No
Nosso grupo de pesquisa, ja observamos que o tratamento com RSV intradtero no
modelo VPA foi capaz de prevenir prejuizos sociais e sensoriais, estereotipias,
expressdo alterada de miRNA (miR134-5p) e alteragBes na citoarquitetura cortical
(BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; DECKMANN et al., 2021; HIRSCH et al., 2018). Em
um estudo piloto, o uso do RSV em criangcas com TEA foi capaz de melhorar
parametros de irritabilidade, favorecendo o estabelecimento de comportamentos
sociais (Marchezan et al., manuscrito submetido). Dessa forma, é possivel observar
o potencial do RSV como uma ferramenta importante no estudo do TEA, uma vez
gue esse composto € capaz de contrapor e prevenir diversas das alteracdes
induzidas pelo VPA intrautero (além de ter resultados positivos em outros modelos),
viabilizando um estudo mais amplo das vias biolégicas e mecanismos

fisiopatoldgicos envolvidos no TEA.

1.6 Fatores de transcricéo
FTs sdo proteinas com capacidade de interagir com o DNA, modulando a

expressdo génica. Em seres humanos, mais de 1600 fatores de transcri¢do ja foram
descritos (LAMBERT et al., 2018) e sua classificacdo usualmente esta associada
com a natureza do dominio de interacdo com o DNA. A extensa maioria dos FTs
estd incluida em trés familias: Dominio Basico, Dominio Coordenado por Zinco e
Dominio Hélice-Dupla-Hélice (WINGENDER et al., 2015).

Os estudos pioneiros sobre o papel de FTs ocorreram em drosofilas,
especialmente nos anos 1970, onde foram observados os primeiros indicios de que
algumas proteinas eram capazes de interferir na acdo das RNA polimerases

(KAUFFMAN, 1971) e nos anos 1980, quando se observou que alteracdes nos FTs,



12

especialmente da classe Hox, eram capazes de causar vasta alteragcbes no
desenvolvimento como duplo térax e crescimento ectopico de pernas (KAUFMAN;
LEWIS; WAKIMOTO, 1980; WEATHERBEE et al., 1998). Atualmente, diversos
estudos ja demonstram o amplo papel dos FTs em diversos processos biologicos,
em doencas como o cancer e diabetes (LEE; YOUNG, 2013) e em desordens
neuropsiquiatricas (CHEN et al., 2013; FORREST et al., 2018).

As desordens do neurodesenvolvimento (DNs) associadas a fatores genéticos
especificos definidos sdo mais raras, porém normalmente apresentam alteracdes
mais contundentes. A proteina MECP2 é um FT que possui a capacidade de reprimir
a expressao génica atraves da ligacdo a dominios metilados do DNA (IP; MELLIOS;
SUR, 2018). Muta¢bes especificas em MECP2 estdo associadas a sindrome de
Rett, segunda maior causa de deficiéncia intelectual em mulheres (ROSENBERG;
PASCUAL, 2014). Estudos em modelos animais apontam que a deplecdo de
MECP2 induz alteracdes no conteudo e na expressao de receptores de GABA e
glutamato (CALFA et al., 2015; EL-KHOURY et al., 2014), perda da organizacéo do
cortex somatossensorial (LEE; TSYTSAREV; ERZURUMLU, 2017) modificacdes em
sistemas de sinalizacdo serotoninérgica (VOGELGESANG et al.,, 2018), além de
funcionalidade reduzida de células gliais como astrocitos e oligodendrocitos
(SHARMA et al., 2015). Muta¢des em FTs como SOX5 (LAMB et al., 2012), SOX9
(KWOK et al., 1995), SOX10 (PINGAULT et al., 1998), SOX11 (KOSHO; MIYAKE;
CAREY, 2014), TCF4 (AMIEL et al., 2007; BROCKSCHMIDT et al., 2007; ZWEIER
et al., 2007), GTF2i (MORRIS, 2017) e outros também ja foram descritos no contexto
de desordens mais raras.

Além de questdes genéticas, os FTs também podem sofrer interferéncias de
fatores ambientais, condicdo que pode ser critica durante o periodo gestacional,
uma vez que a maioria dos FTs apresenta seu pico de expressdo durante o
desenvolvimento intradtero (CARDOSO-MOREIRA et al., 2019).

No contexto da AIM, ja foi observado aumento embrionario na expressao de
PAX6 e de STAT3, ocasionando alteragbes no padrdo de expressdo dos
marcadores de camadas corticais CTIP2 e TBR1 (BEN-REUVEN; REINER, 2019;
ZUIKI et al., 2017). Outros FTs como REST e ARX também apresentam alteracdes
em modelos de AIM, resultando em danos associados a sinalizacdo de GABA e a
funcionalidade de neurénios parvalbumina positivos (PV+) (CORRADINI et al., 2018;
NAKAMURA et al., 2019).
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Certos teratdgenos como o etanol e o VPA também estabelecem efeitos
importantes nos FTs. O etanol é capaz de alterar a expressao de PAX6 em murinos
(ARONNE et al., 2008), induzindo alteracao de diferenciacao celular via modulacao
de POUS5F1 e SOX2 (SANCHEZ-ALVAREZ et al., 2013). Em peixe-zebra, a
exposicdo ao etanol reduziu a expressdao de SOX2 (SARMAH et al.,, 2020),
prejudicando o processo de gastrulacdo. Em relacdo ao VPA, estudo in vitro com
precursores hipocampais demonstrou que a exposi¢céo das células a esse farmaco
induziu aumento na expressdo de NEUROD1, um FT essencial para diferenciacao
celular (HSIEH et al., 2004). Em roedores, a exposi¢cdo embrionaria ou intrattero ao
VPA induziu alteracdes na linha do tempo de expressdo de diversos FTs incluindo
POU3F1, SOX4, EGR2, NGN2, NEUROD1 e PAX6 (KIM et al., 2014; OKADA et al.,
2005). Em relacdo ao PAX6, a alteracdo ndo pode ser observada quando a inducdo
foi feita utilizando valpromida, um analogo do VPA sem efeito inibidor de HDACs,
indicando uma possivel via determinante para a expressdo desse FT (KIM et al.,
2014). Além disso, a alteragdo em PAX6 foi associada com decréscimo na
expressdo de HES1, um FT essencial para a diferenciacdo de progenitores da
regido subventricular (KAWADA et al., 2018).

No contexto do TEA, estudos de associacdo ampla do genoma (do inglés,
Genome wide association studies - GWAS) ja foram capazes de demonstrar que FTs
como TBR1, ADNP e PAX5 fazem parte do conjunto de genes cujas alteracdes
estdo associadas com um risco aumentado de desenvolvimento da desordem
(O'ROAK et al., 2014). Mudancas no padrao de expressdo desses FTs ja foram
relacionadas, especialmente em modelos animais, com malformacfes corticais
(VEGAS et al., 2018, ZAWERTON et al., 2020), prejuizos na autofagia
(SRAGOVICH; MERENLENDER-WAGNER; GOZES, 2017), maturagdo e migragao
celular (HELSMOORTEL et al., 2014; MOLLINEDO et al., 2019), além de expresséo
alterada de marcadores das camadas corticais (OHTSUKA et al., 2013).

Outro aspecto consolidado no TEA que possui influéncia dos FTs sao as
alteracdes neuroimunologicas. No modelo animal BTBR, ja foram observadas
diversas mudancas no padrao de expressao de FTs como FOXP3, GATAS3, STAT3,
T-Bet e RORyt, as quais, de forma geral, foram associados com desequilibrios
imunologicos que favoreciam cascatas pré inflamatorios e prejudicavam vias
regulatorias (AHMAD et al., 2018a, 2018e; AHMAD et al., 2017; BAKHEET et al.,
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2017; DECKMANN et al., 2018). Resultados similares foram observados em

monaocitos provenientes de pacientes com TEA.

1.7 Interneurdnios inibitorios
Os interneurénios GABAérgicos (IGs) representam um pequeno percentual

dos neurdnios totais, alcangando cerca de 10-15% da populagéo total no HC e 20-
30% no neocoOrtex em humanos, enquanto os demais 70-90% correspondem
majoritariamente a neurdnios glutamatérgicos excitatorios (PELKEY et al., 2017).
Entretanto, a diversidade de formas, fungbes e circuitos associados a essas ceélulas
ressalta a sua relevancia para o funcionamento do SNC. Em relagéo a classificacéo,
os interneurénios podem ser subdivididos através de caracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas ou através de marcadores histologicos. No presente trabalho, optou-se
pela utilizacdo de marcadores histolégicos como critério de diferenciacao
(MIHALJEVIC et al., 2019).

Cerca de 40% da populacdo de IGs € composta por neurdnios PV+, sendo
essa a maior subpopulacdo do encéfalo. Os neurbnios somatostatina-positivos
(SOM+) compdem aproximadamente 30% da populacdo total, enquanto outros
marcadores diversos ocupam os demais 30%, incluindo os IGs calbindina-positivos
(CB+) (KELSOM; LU, 2013). Todos esses IGs se originam da eminéncia ganglidnica
(EG) e, posteriormente, realizam rotas de migracdo para o cortex e regibes
subcorticais, entretanto, a localizacdo, o tempo de proliferacdo e os fatores
envolvidos no desenvolvimento diferem entre cada subpopulagdo (FAUX et al.,
2012). A extensa maioria dos IGs se origina na EG medial e inicia suas rotas de
migracdo por volta do dia embrionario (E) 12,5 em ratos (KELSOM; LU, 2013). O
processo de migracdo para regides como coOrtex e HC inicia huma organizacao
tangencial e finaliza com uma disposicéo radial, onde os IGs tendem a ser organizar
laminarmente, integrando as diferentes camadas ou subareas dessas regides. Os
neurbnios excitatérios, diferentemente, se originam diretamente das regibes
paraventriculares e subventriculares do cortex e de uma éarea de proliferacdo celular
no limite dorsal do telencéfalo, estabelecendo usualmente uma rota de migracao
curta (GUO, J.; ANTON, 2014; SUN et al., 2015).

Os neurdnios PV+ apresentam a expressao constitutiva da proteina ligadora
de célcio parvalbumina e podem ser subclassificados, conforme a morfologia, em

células candelabro (do inglés, chandelier cell) e células em cesta dupla (do inglés,
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double basket cell) (ASCOLI et al., 2008; KAWAGUCHI; SHINDOU, 1998). Uma das
principais caracteristicas dos PV+ é o seu disparo rapido (do inglés, fast spiking)
(KAWAGUCHI; KUBOTA, 1997), o que viabiliza a geracdo das ondas gama, um
padréo eletrofisiolégico essencial para diversos processos cognitivos, uma vez que
possibilita a integracdo entre diferentes regides encefalicas (ANTONOUDIOU et al.,
2020). A presenca de sinapses elétricas (além de quimicas) entre os préprios
neurénios PV+ contribui para promover uma ampla sincronizacdo (GALARRETA,
HESTRIN, 2002). A inibicdo promovida pelos PV+ é direcionada principalmente a
segmentos iniciais do axénio (CONTRERAS; HINES; HINES, 2019) e, além disso,
estima-se que cada PV+ seja capaz de inibir quase todos os neurdnios piramidais
adjacentes (PACKER; YUSTE, 2011), demonstrando seu importante papel na
circuitaria encefélica.

Alteracbes em neurbnios PV+ ja foram descritas em diversas desordens,
especial TEA e esquizofrenia. Em relacdo a ultima, ja existem estudos post mortem
demonstrando redugédo na densidade de neurbnios PV+ no CPFm (KAAR et al.,
2019), além de reduzida marcacao da rede perineuronal (ENWRIGHT et al., 2016) e
reduzida expresséo de FTs associados ao desenvolvimento de interneurdnios como
PV+ e SOM+ (VOLK; EDELSON; LEWIS, 2016). No TEA, estudos sobre PV+ em
humanos ainda séo incipientes, porém diversas analises em modelos animais ja
demonstram evidéncias importantes. No modelo VPA, ja foi observado alteracdo na
disposicdo dos PV+ no coOrtex somatossensorial, mudancas de densidade no
estriado (SAWADA; KAMIYA; AOKI, 2021), além de desbalanco na expressao de
canais essenciais para a funcionalidade dos PV+ como KCN1 e HCN1 (LAUBER,;
FILICE; SCHWALLER, 2016). Em animais expostos a AIM houve reducgéo de PV+
no cortex frontal (VOJTECHOVA et al.,, 2021), além de alteracdo na expressao
génica da parvalbumina (NAKAMURA et al., 2021). Em modelos genéticos como o
nocaute (do inglés, knockout — KO) para Ctnap2 observou-se reducédo na quantidade
de PV+ no HC, ocasionando perda de inibicdo em CAl e impactos nas oscilagdes
gama (PATERNO et al.,, 2021), enquanto no modelo KO para Engrailed-2 (EN2)
houve uma reducdo na densidade de PV+ no prosencéfalo (PROVENZANO et al.,
2020).

Os neurbnios SOM+ apresentam imunorreatividade para o neuropeptideo
somatostatina e podem ser classificados morfologicamente em células de Martinotti

e células ndo Martinotti (incluindo células em cesta, células em buqué duplo, do
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inglés double bouquet cells e outras) (RIEDEMANN, 2019). A somatostatina, por Si
s6, possui importantes efeitos inibitorios, estabelecendo uma sinalizacdo de efeito
mais lento e a longo prazo, tipica dos neuropeptideos (LIGUZ-LECZNAR; URBAN-
CIECKO; KOSSUT, 2016). Entretanto, as peculiaridades dos SOM+ independem da
acdo direta da somatostatina. A alta atividade de disparo basal (mesmo sem
estimulo sinaptico) aliada a alta conectividade local, especialmente nos dendritos
dos neurdnios glutamatérgicos, torna os SOM+ importantes controladores das
circuitarias locais (diferente dos PV+, que estdo mais associados com integragcéo de
regides encefalicas) (URBAN-CIECKO; BARTH, 2016). Além disso, os SOM+ ja se
mostraram essenciais para a regulacdo de diversos comportamentos de alta
complexidade como aprendizado e memoria aversiva (KVITSIANI et al.,, 2013;
LOVETT-BARRON et al., 2014; Pl et al., 2013).

No contexto de transtornos psiquiatricos, as principais descricdes envolvendo
0s SOM+ ocorrem na epilepsia e na esquizofrenia. Em um modelo de sindrome de
Dravet, uma forma infantii de epilepsia acompanhada de prejuizo cognitivo e
caracteristicas do tipo TEA, houve reducdo na excitabilidade de neurbnios SOM+,
consequentemente acarretando prejuizos inibitorios subsequentes (TAl et al., 2014),
além disso animais KO para somatostatina apresentam episédios de convulsdo mais
severos (BUCKMASTER et al.,, 2002). No HC, a perda de SOM+ induzida por
epilepsia do lobo temporal prejudica a inibicdo no giro denteado, causando
sobrecarga na circuitaria local (HOFMANN et al., 2016) — interessantemente,
reduzidos niveis de somatostatina ja foram identificados no HC de pacientes com
epilepsia do lobo temporal (ROBBINS et al., 1991). Na esquizofrenia, ja se
identificou reducao na expressado génica de somatostatina e no nimero de SOM+ no
cortex pré-frontal (VOLK; EDELSON; LEWIS, 2016), no HC (KONRADI et al., 2011)
e na amigdala (PANTAZOPOULOS et al.,, 2017) em analise post mortem de
pacientes. No TEA, a literatura a respeito do papel dos SOM+ é restrita.

Os neurbnios CB+ expressam a proteina ligadora de calcio calbindina e, na
sua maioria, sdo classificados morfologicamente como células em buqué duplo (DEL
RIO; DEFELIPE, 1995). Apesar de representarem uma subpopulacdo menor, 0s
CB+ participam de circuitos importantes como 0 processamento do cortex
somatossensorial, sendo modulados pelos interneurénios positivos para peptideo
vasoativo intestinal (STAIGER et al., 2004), além de integrarem a rede HC-amigdala,

contribuindo para a consolidacdo de memdrias emocionais (BIENVENU et al., 2012).
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No TEA, ha descricdo de reducdo do numero de neurbnios de Purkinje positivos
para calbindina no cerebelo (WHITNEY et al., 2008) e aumento da densidade de
CB+ no giro denteado do HC (LAWRENCE et al., 2010) em analises post mortem,
enquanto no modelo VPA houve redugcdo na expressdo de calbindina no verme
cerebelar (MAIN; KULESZA, 2017). No modelo de TEA por KO do receptor ativador
de plasminogénio tipo uroquinase, 0s animais apresentaram reducdo de 50% na
quantidade de CB+ no cortex frontoparietal (POWELL et al., 2003).

Uma ampla gama de aspectos regula o ciclo de vida e os aspectos funcionais
dos IGs desde a sua origem na EG até a disposicao final nas diferentes regides
encefalica. Os FTs fatores DLX 1 e 2 possuem papel importante na migracédo dessas
células para o cortex (ANDERSON et al., 1997), na manutencdo da expressao da
enzima glutamato descarboxilase (responsavel pela sintese de GABA) (LE et al.,
2017) e na expressao das proteinas de membrana neuropilinas (LE et al., 2007),
essenciais para outro tipo de sinalizacdo ao longo da migracdo, enquanto os fatores
DLX 5 e 6 parecem ter uma associacdo especifica com o desenvolvimento
apropriado dos interneuronios PV+ (WANG et al., 2010). Outro fator importante da
mesma classe é o ARX, o qual jA demonstrou, através de estudos com animais KO,
ser essencial para a distribuicdo correta dos interneurbnios PV+ ao longo das
camadas corticais (MARSH et al., 2016; SHERR, 2003), caracteristica alterada no
cortex sensorial de animais do modelo animal de TEA.

Os fatores LHX6 e SOX6 também possuem papel importante na formacédo
das camadas corticais, sobrevivéncia dos interneurénios PV+ e SOM+ (VOLK et al.,
2012; VOLK; EDELSON; LEWIS, 2014) e manutencdo de suas peculiaridades
eletrofisiologicas (BATISTA-BRITO et al., 2009). Alteracbes ja foram descritas
principalmente em esquizofrenia (VOLK et al., 2012).

Outros fatores como a quimiocina CXCL12, secretada pelas células da
meninge, e seu receptor CXCR4 ja foram descritos como fundamentais para a
mudanca no padrdo de migracdo tangencial para radial (induzindo a laminacgéo
cortical) (ABE et al., 2015; LI et al., 2008), concomitante a esse estabelecimento de
camadas ocorre o aumento da expressao da proteina KCC2, a qual promove a troca
da caracteristica excitatéria do GABA para inibitéria (KELSOM; LU, 2013).

Ao longo da vida adulta, outros aspectos se tornam fundamentais para os IGs,
incluindo as rotas de sinalizagdo da AKT/GSK3p e da CK2/PTEN (WEI; HAN, 2020).

A perda de AKT em modelos animais induziu ampla reducdo do numero de IGs
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corticais (CARRIERE et al., 2020), enquanto a inibicdo de AKT ocasionou uma perda
direcionada de PV+ no HC (CHANG et al.,, 2016). Ainda, a inibicdo da rota
AKT/GSK3p ocasionou apoptose de interneurbnios em estagios imaturos, levando a
perda celular (WEI; HAN, 2020). Em relacéo a PTEN, o KO dessa proteina foi capaz
de induzir mudancas na propor¢cdo de PV+ e SOM+ (CUPOLILLO et al., 2016;
LUGO et al., 2014; SHIN; SANTI; HUANG, 2021) - interessantemente, o KO seletivo
de PTEN nesses IGs induziu caracteristicas do tipo autista (SHIN; SANTI; HUANG,
2021). Finalmente, apesar de ndo haver associacdo direta de CK2 com IGs, ja
existem evidéncias de que essa proteina exerce papel importante na sinalizacao
gabaérgica no HC (KIM et al., 2020; QIN et al., 2021).

1.8 Cortex pré-frontal medial
Em roedores, o CPFm possui importante homologia com o coértex dorsolateral

de primatas (apesar de ainda existirem debates sobre os limites anatdmicos dessas
regides) (LAUBACH et al., 2018). O CPFm é uma area integrativa associada a
diversos comportamentos complexos, incluindo autorreferenciamento, perspectiva
(D’ARGEMBEAU et al., 2007), interacdo social (GROSSMANN, 2013), tomada de
decisdo e memoéria (EUSTON; GRUBER; MCNAUGHTON, 2012). O CPFm
estabelece rotas de conectividade com diversas regifes, incluindo amigdala
basolateral, HC, estriado, claustro, area tegmental ventral, substancia negra
periaguedutal, talamo e outras regifes do cortex (ANASTASIADES; CARTER, 2021),
caracteristica que o torna uma regido fundamental para a cognigéo.

O CPFm de roedores pode ser dividido em trés sub-regides distintas através
de critérios neuroanatébmicos e de conectividade: cértex cingulado anterior (CCa),
cortex pré-limbico (CPL) e cértex infralimbico (Cl) (ONGUR; PRICE, 2000). O CCa
possui papel relevante em comportamentos associados a sociabilidade: ja se
observou, em humanos, que a exposi¢cao a situacdes que demandam mensuracao
de expectativas sociais ativa diferencialmente essa regido (SOMERVILLE;
HEATHERTON; KELLEY, 2006). Além disso, varios atributos associados a chamada
“cognicao social” como atribuigdo de valores as atitudes, identificagédo e correcdo de
erros, tomada de decisédo, empatia e outros (APPS; RUSHWORTH; CHANG, 2016;
LAVIN et al., 2013) possuem associagdo com o CCa. Finalmente, a intensa
conectividade como o HC se mostra fundamental para o estabelecimento de
memorias associadas ao contexto (WANG; JOHN; BARBAS, 2021), elemento
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importante para a sociabilidade. O CPL e o ClI, por sua vez, apresentam intensa
associacdo com a amigdala: enquanto o CPL promove o contexto de medo e a
busca por recompensas, o Cl inibe esse tipo de comportamento (CAPUZZO,;
FLORESCO, 2020; RIAZ et al., 2019). Em situagdes como a dor cronica, por
exemplo, diversas modificacdes, especialmente eletrofisioldgicas, ocorrem no CPL e
no CI, ressaltando o papel dessas regibes em contextos de memoria aversiva
(THOMPSON; NEUGEBAUER, 2019).

Tendo em vista 0s prejuizos sociais caracteristicos do TEA, o CPFm se
destaca como uma regido de interesse nessa desordem. Em animais KO para
SHANK3, um consolidado modelo de TEA, se observou alteracdo na estrutura
singptica (JACOT-DESCOMBES et al.,, 2020) no CPFm e dessincronizagdo da
conectividade com outras regides (PAGANI et al., 2019). Além disso, a delecdo
especifica de SHANK3 no CCa foi capaz de, por si s, induzir prejuizos sociais, 0s
quais foram restabelecidos apds a restauracdo da expressdo de SHANK3 nessa
regido (GUO et al., 2019).

No modelo VPA, j& se observou aumento da conectividade e plasticidade em
neurénios da camada V do CPFm (RINALDI; PERRODIN; MARKRAM, 2008),
complementarmente, outro estudo demonstrou aumento da facilitacdo por pulso
pareado e potenciacdo de longo prazo nessa regido, além da exacerbacdo de
memoérias aversivas (SUI; CHEN, 2012). Em arganazes-do-campo expostos
intrauterinamente ao VPA, houve alteracdo na expressao de MECP2 e receptor de
vasopressina (V1aR) no CPFm, bem como diversos prejuizos sociais
(interessantemente, o estabelecimento de vinculo monogamico, tipico desses
animais, nao foi prejudicado) (SAILER et al., 2019).

Em individuos com TEA, diversos estudos de ressonancia magnética
funcional (RMf) j& demonstraram alteracdes na ativacdo de regibes homodlogas ao
CPFm em diferentes contextos. Durante tarefas executivas, individuos com TEA
demonstraram ativacdo aumentada do cortex pré-frontal (GILBERT et al., 2008),
caracteristica que também foi observada quando os individuos eram expostos a
situacdes de identificacdo de erros (GOLDBERG et al.,, 2011). Além disso, as
alteracOes nessa regiao foram mais proeminentes em homens do que em mulheres
(TRAKOSHIS et al., 2020). Em conjunto, esses estudos ressaltam o papel de
alteracdes do CPFm no prejuizo em func¢des cognitivas associadas com TEA.
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1.9 Hipocampo
O HC é uma estrutura subcortical classicamente associada com processos

gue envolvem a formacao, consolidacdo e evocacdo de memoérias (MIRY; LI; CHEN,
2021). A porcao dorsal dessa regiao em roedores pode ser dividida em quatro sub-
regides: trés divisbes do cornu ammonis (CAl, CA2 e CA3) e giro denteado (GD)
(PAXINOS; WATSON, 2004). Aléem de diferencas anatdbmicas, essas sub-regibes
também apresentam diferencas de conectividade e funcionalidade — a regido entre o
GD e o hilo, por exemplo, € um dos locais onde ocorre neurogénese durante
periodos mais tardios da vida pés-natal (GONCALVES; SCHAFER; GAGE, 2016).

A sociabilidade demanda varias funcBes executadas pelo HC, especialmente
a memoaria social, a qual possibilita a antecipacdo de demandas e a interpretacao
adequada de estimulos externos (TZAKIS; HOLAHAN, 2019). A integracdo do HC
com areas como o CPFm e a amigdala €& fundamental para a adicdo de
componentes emocionais ao contexto social, viabilizando processos de atencéo e
tomada de decisédo (RUBIN et al., 2014).

Em modelos animais de TEA, mudancas profundas na expressao génica do
HC ja foram identificadas nos modelos BTBR e KO para o gene EN-2 (EN27): 153
genes em comum para 0os modelos foram identificados como alterados, sendo que
no modelo BTBR, grupos de genes associados a microglia estavam enriquecidos,
enquanto no modelo EN27- sinapses GABA e glutamatérgicas, além de elementos
associados a FMRP (proteina associado a sindrome do X fragil, do inglés fragile x
mental retardation protein) e a epilepsia constavam nos grupos de genes alterados
no HC (PROVENZANO et al., 2016). No modelo VPA, ja foi observada alteracdo no
metabolismo glutamatérgico do HC em animais adultos (BRISTOT SILVESTRIN et
al., 2013)

Em individuos com TEA, ja foram observadas alteracdes anatdmicas no HC
como aumento da assimetria (RICHARDS et al., 2020) e descri¢cdes divergentes
entre aumento e diminuicdo de volume dependendo do estudo (SCHUMANN et al.,
2004). Interessantemente, o formato do HC em analises por RMf ja foi sugerido
como um possivel marcador para o TEA (CHADDAD et al.,, 2017). Finalmente,
diversas vertentes apontam o HC como um potencial organizador de “mapas
cognitivos”, integrando memdéria social e espacial, questbes intrinsecamente
associadas com o TEA (BANKER et al., 2021).
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2. JUSTIFICATIVAS E HIPOTESES

Apesar da alta prevaléncia e dos avancos cientificos a nivel de pesquisa
basica e clinica, o TEA segue como uma desordem cujas vias biolégicas envolvidas
ainda ndo foram propriamente elucidadas, porém baseando-se nos dados ja
existentes sobre esse assunto tanto em modelos animais quanto em humanos
espera-se que:

1) O VPA induza alguma alteragao funcional ao longo do desenvolvimento dos
IGs e das sinapses, por alterar fatores envolvidos nesses processos,
principalmente através do seu papel modulador da expressao génica.

2) Essas modificagbes acabem induzindo alguma alteracdo na composi¢ao
neuronal no CPFm e HC, alterando as redes neuronais em que estao
envolvidos.

3) Essas alteracBes possam ter associacdo com as mudancas ha expressao dos
FTs durante o periodo embrionario, especialmente pela ampla descricdo da
literatura sobre os seus papéis no TEA e em desordens correlatas.

4) Essas alteracbes se perpetuem ao longo do desenvolvimento, ocasionando

mudancas estruturais com efeitos a longo prazo.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Elucidar aspectos associados com a maturacdo, funcionalidade e
citoarquitetura dos IGs PV+, SOM+ e CB+, além do contetdo sinaptico e outros
fatores associados em diferentes fases do desenvolvimento no modelo animal de
autismo induzido por exposicdo pré-natal ao VPA, bem como o0s potenciais

efeitos do RSV nesses aspectos desde o periodo embrionério até a idade adulta.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I:
e Revisdo, através de buscas na literatura e ferramentas de bioinformatica,
do papel dos FTs em diferentes DNs, sugerindo possiveis mecanismos

biolégicos comuns e convergentes nesses transtornos;

Capitulo II:
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e Analisar, em bancos de dados de embries de modelos de TEA, possiveis
vias e rotas alteradas em regides-chave para o desenvolvimento de
componentes inibitérios como os IGs;

e Analisar, em animais jovens do modelo VPA, aspectos qualitativos e
quantitativos referentes a disposicdo e organizacdo dos IGs no CPFm e
no HC;

e Quantificar, em animais jovens do modelo VPA, o imunocontetdo de
proteinas sinapticas no CPFm e no HC;

e Quantificar, em animais jovens do modelo VPA, o imunocontetudo de
receptores GABAérgicos no CPFm e no HC;

e Analisar potenciais efeitos preventivos do RSV nos aspectos citados

anteriormente em animais jovens do modelo VPA.

Capitulo IlI:

e Analisar, em animais adultos do modelo VPA, aspectos qualitativos e
guantitativos referentes a disposicao e organizacéo dos IGs no HC;

e Analisar, em animais adultos do modelo VPA, aspectos morfolégicos do
HC;

e Quantificar, em animais adultos do modelo VPA, o imunoconteudo de
proteinas de sinalizagdo celular no HC através da técnica de western
blotting;

e Analisar potenciais efeitos preventivos do RSV nos aspectos citados

anteriormente em animais adultos do modelo VPA
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Abstract

Neurodevelopmental disorders (NDDs) are a heterogeneous and highly
prevalent group of psychiatric conditions marked by impairments in the nervous
system. Their onset occurs during gestation, and the alterations are observed
throughout the postnatal life. Although many genetic and environmental risk factors
have been described in this context, the interactions between them challenge the
understanding of the pathways associated with NDDs. Transcription factors (TFs) — a
group of over 1,600 proteins that can interact with DNA, regulating gene expression
through modulation of RNA synthesis, represent a point of convergence for different
risk factors. In addition, TFs organize critical processes like angiogenesis, blood-
brain barrier formation, myelination, neuronal migration, immune activation, and

many others in a time and location-dependent way. In this review, we summarize
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important TF alterations in NDD and associated disorders, along with specific
impairments observed in animal models, and, finally, establish hypotheses to explain
how these proteins may be critical mediators in the context of genome-environment
interactions.

Key Words: Transcription Factors; Neurodevelopmental Disorders; Psychiatric

Disorders; Environment-Genome Interaction; Transcription; Animal Model.
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Abstract: Autism spectrum disorder (ASD) is a prevalent neurodevelopmental disorder characterized
by several alterations, including disorganized brain cytoarchitecture and excitatory /inhibitory (E/I)
imbalance. We aimed to analyze aspects associated with the inhibitory components in ASD, using
bioinformatics to develop notions about embryonic life and tissue analysis for postnatal life. We
analyzed microarray and RNAseq datasets of embryos from different ASD models, demonstrating
that regions involved in neuronal development are affected. We evaluated the effect of prenatal
treatment with resveratrol (RSV) on the neuronal organization and quantity of parvalbumin-positive
(PV+), somatostatin-positive (SOM+), and calbindin-positive (CB+) GABAergic interneurons, besides
the levels of synaptic proteins and GABA receptors in the medial prefrontal cortex (mPFC) and
hippocampus (HC) of the ASD model induced by valproic acid (VPA). VPA increased the total
number of neurons in the mPFC, while it reduced the number of SOM+ neurons, as well as the
proportion of SOM+, PV+, and CB+ neurons (subregion-specific manner), with preventive effects of
RSV. In summary, metabolic alterations or gene expression impairments could be induced by VPA,
leading to extensive damage in the late developmental stages. By contrast, due to its antioxidant,
neuroprotective, and opposite action on histone properties, RSV may avoid damages induced by VPA.

Keywords: autism spectrum disorder; valproic acid; resveratrol; interneuron; synapse; GABA receptor

1. Introduction

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder described as
a behavioral dyad composed of (a) communication and social interaction impairments
and (b) stereotyped or repetitive patterns of behavior [1]. Besides that, ASD presents
a high prevalence (1:44 in children up to 8 years old in the USA) [2] and heterogeneity
among individuals [3], resulting in a challenge for clinical diagnosis [4,5] and public health
policies [6].

Epilepsy and other electrophysiological abnormalities are among the most prevalent
ASD comorbidities, affecting up to 1/3 of the individuals with ASD [7-9]. This evidence
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leads to the most consolidated hypothesis regarding ASD pathophysiology—that the im-
balance between excitation and inhibition is probably associated with impairments in
the inhibitory component [10-12]. Interneurons are crucial for the inhibition of neural
circuits [13]. Although they represent only 10-15% of the total neurons in the hippocampus
(HC) [14] and 20-30% in the neocortex in humans [15], the high diversity of cellular shapes,
populations, and functional properties highlight their importance in the brain [16,17].
Parvalbumin-positive (PV+) and somatostatin-positive (SOM+) interneurons comprise the
majority of the GABAergic interneurons (40% and 30% in the cortex, respectively), followed
by several smaller populations, including calbindin-positive (CB+) interneurons [16,18].
While SOM+ neurons contribute to the regulation of the local excitatory input integration
in cortical regions [19], PV+ neurons are implicated in the integration among different
regions [20] and between the hemispheres [21]. Moreover, changes in PV+ neuron in-
puts [22,23] and the intrinsic features of this subpopulation [24,25] are observed in animal
models of ASD, while evidence regarding SOM+ is still incipient. In addition, dysfunctions
in other inhibitory components of the E/I balance have already been described in ASD,
such as decreased levels of GABA receptor subunits in the parietal cortex and cerebellum in
postmortem analysis [26] and synaptic alterations (e.g., reduced pruning [27] and mutations
in the genes of PSD-95, gephyrin, and neuroligins [28,29]).

Recently, neuroimmune aspects have emerged as important factors involved in trig-
gering neurodevelopmental disorders. For example, maternal immune activation (MIA)
induces ASD-like features, changes in the cytokine profile (especially IL-6), and imbalances
in lymphocyte populations [30,31]. In addition, it is observed to alter the expression of
genes associated with neurodevelopment, such as genes involved with migration, function,
and placement of interneurons [32-34]. Similarly, prenatal exposure to valproic acid (VPA)
in rodents, a well-established model of autism [35-39], induces interneuronal alterations
in sensory areas [36] and HC [40,41]. Furthermore, those animals show alterations in the
profile of brain and peripheral cytokines [42] and a reduction of T CD4 + lymphocytes in
the lymph nodes [43], indicating a possible involvement of the neuroimmune axis in the
VPA model.

Therefore, molecules that prenatally modulate the immune system may hold promise
in preventing neurodevelopmental alterations. For example, MR-39, an agonist of the
FRP2 receptor, modulates the expression of lipoxin A4 in hippocampal tissues of BTBR and
VPA animals, also improving social behavior impairments [44]. Following this line, trans-
resveratrol (RSV, 3,5,4’-trihydroxystilbene) has been studied in the context of schizophre-
nia [45], attention deficit hyperactivity disorder [46], and ASD due to its antioxidant,
anti-inflammatory, and neuroprotective effects [47]. The mechanisms associated with the
neuroprotective effects of polyphenols, in general, involve scavenging of reactive species of
oxygen (and others), modulation of inflammatory cytokines, reduction of the aggregation
of amyloid proteins, among several other effects [48]. Interestingly, prenatal treatment
with RSV prevented behavioral and molecular impairments in the VPA model [35,36,38].
However, it remains unknown whether RSV exerts any preventive effect on the quantity
of GABAergic interneurons and on the laminar organization in the cortex and HC. Thus,
we aimed to evaluate RNA-Seq and microarray library datasets in order to identify altered
biological pathways in the embryos from an ASD animal model. Subsequently, we aimed
to verify which of these pathways could be modulated by RSV; another further goal of this
study was to investigate the possible preventive effects of RSV in the VPA model related to
GABAergic interneuron proportion and placement; synaptic proteins, and GABA receptor
expression in the medial prefrontal cortex (nPFC) and HC from juvenile rats.
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2. Results

2.1. Big Data Evaluation: Early Metabolic Alterations, Cell Cycle Dysfunctions, and Progressive
Impairments in Embryos or Progenitor Cells from ASD-Associated Animal Models

In order to create insights regarding cortical embryonic alterations in the VPA model,
we refined five datasets (DS) library repositories (Figure S2). The descriptions of the DS are
summarized in Table 1.

Table 1. Description of the datasets analyzed.

Reference Animal Model/Sample Embryonic Day Method
Balmez'];;;t)l Al Neural differentiated hESC exposed to VPA 6 h and 4 days after VPA exposure Microarray
Ca“a]e(sgstza)l" 221 MIA Poly(I:C), mouse cortex E125, E145, and E17.5 RNA-Seq
Cui ?tDe;lé,)ZOZO Cortical organoids exposed to VPA 5 days after exposure RNA-Seq
Kalish(gtszall)., 201 MIA Poly(I:C), mouse brain El4 and E18 (siRrI'TJgf;—ScZ?l)
OSkVi%S;;; A2 MIA Poly(I:C), rat cortex E15 Microarray

These analyses helped conduct the evaluation of the experimental results, enabling
the creation of more grounded hypotheses about the changes identified in postnatal life. In
DS2, we observed an enrichment of differentially expressed genes (DEGs) for pathways
associated with carbohydrate metabolism, hypoxia response, and sensory organ devel-
opment six hours after MIA induction at E12.5 (besides other expected alterations like
sensory organ development represented by the eye). Interestingly, 1.83% of these DEGs
had an ortholog described in the SFARI database. At E14.5, the lipid, purine, and mito-
chondrial metabolism were associated with upregulated genes, while the protein dynamics
(including histone modification and ubiquitination), cell cycle, nucleic acid metabolism, and
response to reactive oxygen species were associated with downregulated genes. Moreover,
the cell adhesion, extracellular matrix, synapse, and GABA /glutamate pathways were
associated with upregulated DEGs (5.52% of these genes had an ortholog described in the
SFARI database). At E18.5, mitochondrial and purine metabolism were still associated
with upregulated genes, together with cell adhesion, extracellular matrix, synapse, gluta-
mate metabolism, MAP /ERK, and adenylyl cyclase /cAMP signaling. Protein dynamics
(including histone modification and ubiquitination), cell cycle, and nucleic acid metabolism
were still associated with downregulated genes, together with WNT, Notch, and Hippo
signaling, GABAergic neuron differentiation, and neuronal migration. Of note, 7.6% of
the DEGs had an ortholog described in the Simons Foundation Autism Research Initiative
(SFARI) database.

In DS5, at E15, upregulated genes were associated with mitochondrial and nucleic acid
metabolism, ubiquitination regulation, and cell cycle. On the other hand, downregulated
genes were associated with RNA metabolism, gene expression, histone modifications,
GABAergic neurons differentiation, and neuronal migration. Interestingly, 5.15% of the
DEGs had an ortholog described in the SFARI database.

In DS4, at E14.5, the DEGs identified in different subregions, including cortical sub-
plate, cortical layers, subventricular zone, ganglionic eminence, and neural cells such as
interneurons and radial glia, pointed to enriched pathways associated with mitochondrial
metabolism, nucleic acid metabolism, protein dynamics, and cell cycle. Of note, 4.45-9.93%
of the DEGs had an ortholog described in the SFARI database, depending on the brain
region and cell type. At E18.5, the same regions and cells, and also other cortical layers and
oligodendrocytes, presented a higher restricted pattern of alterations, especially in the mi-
tochondrial metabolism and protein translation and metabolism. Around 2.91-7.47% of the
DEGs had an ortholog described in the SFARI database, except for one region (ganglionic
eminence) and one cell (radial glia), which did not present any match with SFARL
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In DS1, the neural cells exposed to VPA demonstrated, after six hours, DEGs associated
with nucleic acid metabolism, cell cycle, MAP/ERK, and adenylyl cyclase/cAMP signaling,
and neuronal migration, with 5.84% of the DEGs presenting an ortholog described in the
SFARI database. After four days, the DEGs were associated with the same pathways, and
WNT and Notch signaling, extracellular matrix, cell adhesion, and response to hypoxia.
Interestingly, 7.42% of the DEGs had an ortholog described in the SFARI database.

Finally, in DS3, the organoids exposed to VPA demonstrated upregulation of genes
associated with carbohydrate and lipid metabolism, ion transport, and cell adhesion. The
downregulated genes were associated with nucleic acid and protein metabolism, eye
development, synapse, and the WNT pathway. Only 6.36% of the DEGs had an ortholog
described in the SFARI database.

2.2. The RSV Treatment Prevented the Neuronal Number Alterations Induced by VPA in the mPFC

The absolute numbers of total neurons (NeuN + DAPI) and interneurons (CB+ NeulN +
DAPI, PV+ NeuN + DAPI, and SOM+ NeulN + DAPI) were counted in each area. The ratio
between the number of each interneuron and total neurons is a measurement of the propor-
tion between the inhibitory (interneuron) and excitatory components (the majority of the
total neurons). This is done in each subarea of the mPFC and in the mPFC as a whole. The
RSV was able to prevent the increased number of total neurons induced by VPA (Figure 14,
interaction factor: F (1, 12) = 14.56, p = 0.0025; Cont-VPA ppost-hoc = 0.0361; RSV-VPA
ppost-hoc = 0.0627; RSV + VPA-VPA = 0.0016); the decreased ratio of PV+ interneurons
(Figure 1E, interaction factor: F (1, 13) = 9.314, p = 0.0093; Cont-VPA ppost-hoc = 0.006;
RSV-VPA ppost-hoc = 0.0065; RSV + VPA-VPA = 0.0436); and the decreased number of
SOM+ interneurons (Figure 1F interaction factor: F (1, 12) = 12.39, p = 0.0042; Cont-VPA
ppost-hoc = 0.0008; RSV-VPA ppost-hoc = 0.0030; RSV + VPA-VPA = 0.0074) as well as
the SOM+ ratio (Figure 1G, interaction factor: F (1, 12) = 33.09, p < 0.0001; Cont-VPA
ppost-hoc < 0.0001; RSV-VPA ppost-hoc = 0.0002; RSV + VPA-VPA < 0.0001). PV+ number
(Figure 1B), CB+ number (Figure 1D) and CB+ ratio (Figure 1E) did not present significant
differences among groups.

2.3. The RSV Treatment Prevented the Increased Total Number of Neurons in the Deeper Layers
and Whole PrL and IL

The data in Table 2 show that RSV was able to prevent the VPA-induced total neuron
increase in deeper layers of PrL (Pre-Limbic Cortex), in the whole PrL, in deeper layers
of IL (Infra Limbic Cortex), and in the whole IL. In the upper layers of PrL, a difference
between the VPA and VPA-RSV groups was observed. In the deeper layers of aCC (anterior
cingulate cortex) and whole aCC, RSV decreased the number of neurons. In the upper
layers of IL and aCC, no significant differences were found.

2.4. The VPA Induced Alterations in PV+ Number and Ratio in Different Layers of the aCC
and PrL

The data in Table 3 show that VPA decreased the number of PV+ neurons in the
superficial layers of aCC, without RSV prevention. Interestingly, RSV prevented the VPA-
induced decrease in PV+ ratio observed in the superficial layers of aCC. The PV+ ratio in
the deeper layers of aCC was decreased by VPA, with partial prevention by RSV. When
observing the whole aCC, the VPA decreased the PV+ ratio, which was prevented by
RSV. In the superficial layers of PrL, the RSV prevented the VPA-induced increase in
PV+ number. Regarding the ratio, a tendency was found in the interaction, and differences
were identified in the isolated factors. In all the other regions, no differences were found
among groups. Illustrative images of PV+ neurons are presented in Figure 2A.
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Figure 1. RSV prevents the increase in the number of total neurons, the reduction in the PV+
ratio, and the reduction in the number and ratio of SOM+ induced by VPA in the whole mPFC.
(A) Quantification of total neurons. (B) Quantification of CB+ interneurons. (C) Quantification of
ratio of CB+ interneurons /total neurons. (D) Quantification of PV+interneurons. (E) Quantification of
ratio of PV+ interneurons /total neurons (F) Quantification of SOM+ interneurons. (G) Quantification
of the ratio of SOM+ interneurons/total neurons. Values are shown as mean =+ standard deviation.
Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni, p < 0.05 was considered significant.
NCON: 5, NRSV: 4, NVPA: 4, NRSV + VPA:4 CB+NeuN+DAPI, and PV+NeuN+DAPL; Ncon: 4, Nrsy:
4, Nypa: 4, Ngsy .+ vpa 4 and SOM+NeuN+DAPL. Different letters indicate significant differences in
the post-test when interaction was significant (p < 0.05).
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Table 2. Distribution profile of total neurons in the mPFC.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
Total R LA CON vs. VPA: >0.9999
Neurons RSV'.321 '00 4 35 Interaction: F (1,12) = 0.6523 p = 04350  cON vs. RSV + VPA: 50.9999
{06 : VPA: F (1, 12) = 0.5052 p = 0.4908
VPA: 371.25 + 59.35 . _ L RSV vs. VPA: 0.9108
aCC RSV + VPA: 31875 + 41.60 RSV:F(1,12)=2113p=0.1717
(I1/1m) T ' RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.8147
CON vs. RSV >0.9999
Total 55525 4 760 CON vs. VPA: 0.1197
Neurons o £ 700l Interaction: F (1, 12) = 4086 p =0.0661# ~CONvs, RSV + VPAT 509999
e ’ VPA: F (1,12) =3.140 p = 0.1018
VPA: 650.25 + 49.85 2 RSV vs. VPA: 0.0132*
aCC Moy s . T RSV: F (1, 12) = 13.75 p = 0.0030 **
v/v) o ' RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0096 **
CON vs. RSV: >0.9999
Total o CON vs. VPA: 0.3342
Neurons RSV'. 834 00 15 1'53 Interaction: F (1,12) =2.546 p=0.1365  CON vs. RSV + VPA: 50.9999
"B / VPA: F (1, 12) = 1.960 p = 0.1868
VPA: 1021.00 + 107.97 . - - * RSV vs. VPA: 0.0606 #
Whole RSV + VPA: 82550 & 7111 RSV:F(1,12) = 8.482 p = 0.0130
aCC B ' RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0469 *
CON vs. RSV: >0.9999
Total oo CON vs. VPA: 0.8305
Neurons RSV‘.363 50 114 '91 Interaction: F (1,12) =5.214p =0.0414*  cON vs. RSV + VPA: 0.5360
G : VPA: F (1, 12) = 0.001478 p = 0.9700
VPA: 404.75 + 28.15 : % RSV vs. VPA: 0.5882
PrL RSV + VPA: 30575 + 13.25 RSV:F(1,12) =6.633 p = 0.0243
(IT/1I) T ’ RSV vs. RSV + VPA: 0.7594
VPA vs. RSV + VPA: 0.0296 *
CON vs. RSV: >0.9999
Total R — CON vs. VPA: 0.0244 *
Dieurons RSV: 61125+ 6p50  |teraction: F(1,12) =1654p=00016™ " cONvs. RSV + VPA: 09999
o ' VPA:F (1,12) = 0.8838 p = 0.3657
VPA: 693.00 + 49.22 : + RSV vs. VPA: 0.2004
Pl R e RSV: F (1, 12) = 6.036 p = 0.0302
(IV/V) T ’ RSV vs. RSV + VPA: 0.2832
VPA vs. RSV + VPA: 0.0036 **
CON vs. RSV: >0.9999
Total SRR . G CON vs. VPA: 0.0326 *
Neurons RSV:.97 4.'75 i:7 6..61 Interac;ioln:llz (1, (1)24)4; 716.93 (;75=1 5%0014 *  CON vs. RSV + VPA: 0.6861
VPA:1097.75 + 61.32 e wedlany oo RSV vs. VPA: >0.1268
Whole RSV + VPA: 86175 + 60.10 F(1,12) =9.478 p = 0.0096
PrL Sae : RSV vs. RSV + VPA: 0.1884
VPA vs. RSV + VPA: 0.0016 **
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Table 2. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
Total SRR L CON vs. VPA: >0.9999
N1 g8t Interaction: F (1, 12) =349 p=0.0880# ~CONvs. RSV + VPA: _ 0.8139
RSV: 355.75 + 26.98 g _ ®
VPA:F (1,12) =0.7707 p = 0.3972
L VPA: 363.25 + 20.85 RSV: F (1 12) =1917 p =0.1914 RSV vs. VPA: >0.9999
RSV + VPA: 315.25 + 1741 T ’ '
(/1) ¥ RSVvs. RSV +VPA: 04623
VPA vs. RSV + VPA: 0.2447
CON vs. RSV: 0.7209
Total CON vs. VPA: 0.0387 *
Neurons CON:S9BZ5£ 3922 peraction: F (1,12)=1875p = 0.0010* ~CON ve. RSV £ VPA: 509999
RSV: 646.00 + 26.24 . : : :
VPA: F (1,12) =0.1041 p = 0.7525
VPA: 696.50 + 51.39 . RSV vs. VPA: 0.7910
IL RSV + VPA: 557.00 + 5416 RSV:F (1, 12) =3.858 p = 0.0731 #
(vV/V) B ’ RSV vs. RSV + VPA: 0.0904 #
VPA vs. RSV + VPA: 0.0047 **
CON vs. RSV: 0.6496
Total CON vs. VPA: 0.0297 *
N CON: 94250 + 27.47 Interaction: F (1,12) = 26.01
eurons RSV: 1001.75 + 35.08 p =0.0003 *** CON vs. RSV + VPA: 0.3820
Whole VPA:1059.75 + 66.74 VPA: F (1,12) =0.05921 p = 0.8119 RSV vs. VPA: 0.6908
:872. ; RSV: F (1, 12) =7.000 p = 0.0213
IL VPR R B G R~20e RSVvs RSV + VPA:  0.0158*
VPA vs. RSV + VPA: 0.0008 ***
II/1I1, upper cortical layers; IV/V, deeper cortical layers; aCC, anterior cingulate cortex; IL, infralimbic cortex;
mPFC, medial prefrontal cortex; PrL, prelimbic cortex; SD, standard deviation. p < 0.05 considered significant.
*p <0.05. ** p < 0.01, *** p < 0.001, # trend. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by
Bonferroni. NCON: 4, N]Evi 4. NVPA: 4. N]gv +VPA: 4.
Table 3. Distribution profile of PV neurons in the mPFC.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
PV CON vs. VPA: 0.0830
Total CRCS)\I;I.:;;]%O(? =280t Interaction: F (1, 13) = 1.292 p = 02761 CON vs. RSV 1 VPA: 07351
:28.750 + 5.560276 . i *
VPA: 21.250 4+ 7.274384 VPA:F (1,13) =7.709 p = 0.0157 RSV vs. VPA: 02497
aCC RSV + VPA: 25.000 + 0.816 RSV:F(1,13) =0.2528 p = 0.6235 - . -
11/ RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
CON vs. RSV: 0.9999
PV CON vs. VPA: 0.0050 **
Ratio ST 0080 =000 Interaction: F (1,13)=6862p=00212*  ~ CON ve. RSV 2 VPA: P
L VPA:F (1, 13) = 11.06 p = 0.0055 ** = .
a0C RSV + VPA: 00777 + 0.005 REVE(L =R 000 ol i :
(I1/1Im) RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0152 %
CON vs. RSV: 0.9999
PV —_—— CON vs. VPA: 0.5361
Total RSV: 50500 4 1389 Interaction: F (1, 13) = 1.391 p = 0.2593 CON vs. RSV + VPA: 0.9999
aCC S VPA: F (1, 13) = 1.816 p = 0.2009 e —
AV/V) e e L RSV: F (1, 13) = 09240 p = 0.3540 vs. VPA: :
RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9834
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Table 3. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: 04297
oy P — CON vs. VPA: 0.0024
Ratio : 3o 2 Interaction: F (1, 13) =9.992 r= 0.0075 ** CON vs. RSV + VPA: 0.3398
o Ly et VPA:F (1,13) = 11.16 p = 0.0053 ** T T
e : V: F (1,13) = 0.2128 p = 0.65 vs. VPA: .12
av/v) RSV + VPA: 0.0840 = 0.019 RN Pilel) -Gl p=00
RSV vs. RSV + VPA: 50.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.1606
CON vs. RSV: 09999
CON vs. VPA: 0.3593
PV bR Interaction: F (1, 13) = 1.354 p = 0.2655 CON ve. SV 1 VPA: T
Total e e VPA:F (1,13)=2.801 p = 0.1181 = o
: 9. - RSV: F (1, 13) = 05144 p = 0.4859 vs. VPA: 74
Wholea€e RSV + VPA74.500 + 10.87 043 g I —
VS. + & B
VPA vs. RSV + VPA: 09999
CON vs. RSV: 0.9999
CON vs. VPA: 0.0009 **
PV CON: 0.094 + 0.009 Interaction: F (1, 13) = 11.45 p = 0.0049 **
Ratio RSV: 0,084 + 0.014 VPA: F (1, 13) = 14.87 p = 0.0020 ** CON vs. RSV + VPA: 06141
Whole VPA: 0.053 + 0.012 RSV:F (1, 13) =2.065 p = 0.1744 RSV vs. VPA: 0.0177 *
acC RSV + VPA 0,081 + 0.011 T —
VS. + = .
VPA vs. RSV + VPA: 0.0330 *
CON vs. RSV: 09999
CON vs. VPA: 0.0257 *
b EREEA002 255 Interaction: F (1,13)=4159p = 0.0483* CON ve. RSV = VPA: 09990
Tota RSV:24.500 + 7.04 VPA:F (1,13)=7.359 p = 0.0178*
PrL NPeoer Sl Si RSV:F (1, 13)=7.675p = 0.0159 * RSV vs. VPA: 00138
(/1) RSV + VPA26.250 + 6,94 — —
VS. + 5 B
VPA vs. RSV + VPA: 0.0335 *
CON vs. RSV: 0.7397
CON vs. VPA: 0.0474 *
o QoM Interaction: F(1,13) =2679p =0.090%  ~ CON ve RSV 2 VPA: 50
Pr']‘:’ Ly %g“s‘; i ggg’; VPA:F (1,13)=7172 p = 00190 * et . 0033
: 0! 2 RSV: F (1, 13) = 15.25 p = 0.0018 ** vs. VPA: 0033 **
(/1 RSV + VPA 0.070 + 0.007 1) P T, o
VS. + i B
VPA vs. RSV + VPA: 0.0128 *
CON vs. RSV: 50.9999
CON vs. VPA: 50.9999
PV Total o Interaction: F (1, 13) = 1.129 p= 0.3072 CON ve. RSV 7 VA, 309999
PrL L 50-7501 o VPA: F (1, 13) = 0.4738 p = 05033 e —
: - RSV: F (1, 13) = 03360 p = 0.5720 vs. VPA: >0
VN RSV + VPA: 48750 + 12,57 A9 b TS ViR )
VS. + > >0
VPA vs. RSV + VPA: 50.9999
CON vs. RSV: 0.9999
PV CON: 0096 £ 0.020 CON vs. VPA: 0.1520
Ratio e fo 5 Interaction: F (1, 13) = 2.460 p = 0.1408 P T AR T o
0. ~ VPA: F(1,13) =3.640 p = 0.0787 #
Pl VPA: 0.068 + 0.010 RSV: F (1, 13) = 0.001322 p = 0.9715 RSV vs. VPA: 0.9999
RSV + VPA:0.082 + 0.020
av/v) RSV vs. RSV + VPA: 0.9999

VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
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Table 3. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
CON vs. VPA: >0.9999
CONE 78400 =902 Interaction: F (1, 13) = 2.051 p = 01758 CONve. RSV 2. VPA: 0599
PV Total RSV: 80.500 + 13.52 VPA: F (1,13) = 0.2884 p = 0.6003 - - -
Whole PrLL VPA: 86.500 + 9.000 RN i RSV vs. VPA: 50.9999
O sl RSV: F (1, 13) = 0.1930 p = 0.6676
RSV vs. RSV + VPA: >0.999
VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
CON vs. RSV: 0.9372
v CON: 0085 4 001 CON vs. VPA: 0.2425
: 0. + 0. i - =
Ratio RSV-0.078 - 0.006 1““‘;'/ fl‘;:{"F“ilF g) 1_3)2 53241}?1_% . 10611709 CON vs. RSV + VPA: 0.7067
VPA: 0.072 + 0.001 B (1 13) = 03874 » - 0. RSV vs. VPA: 0.9999
RSV: F (1, 13) = 0.3874 p = 0.5444 vs. VPA:
Whole PrL RSV + VPA:0.077 + 0014 (13 F
RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: >0.9999
Vv CON: 28800 £ 550 CON vs. VPA: >0.9999
Total e Interaction: F (1, 13) = 1.936 p = 0.1875 CON vs. RSV = VPA: 209999
s VPA: F(1,13) =0.01121 p= 09173 Y 5
: X . = =0 vS. : >0.!
Ik RSV + VPA: 25.000 + 4.69 Bk S=lap=0aia
(11/11) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 05473
CON vs. RSV: 0.7940
PV R S L6G CON vs. VPA: 07443
Ratio RSV: 0,070 £ 0.015 hﬂsr;;ﬁgra F1(31)» 130) N 02-2644 iy 5‘;;579 CON vs. RSV + VPA: >0.9999
o } :F(1,13) =0.4062 p =0.
L VPA: 0,070 + 0.010 RSV:F (1, 13) = 0.3412 p = 0.5691 RSV vs. VPA: >0.99%9
11/ RSV + VPA: 0.075 + 0.008
( RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
CON vs. RSV: >0.9999
PV A CON vs. VPA: >0.9999
Total RSV: 56.00 4+ 2825 1“{%1“’;:\11 Flg 13)03103-2846 r- %";9115 CON vs. RSV + VPA: 50,9999
: , 13) =0 p=0.
VPA: 48.00 + 12.355 ; - R RSV vs. VPA: >0.9999
IL e RSV: F(1,13) = 1.171 p = 0.2989
v/v) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
CON vs. RSV: >0.9999
PV CONOO80 £ 000 CON vs. VPA: >0.9999
f :0. + 0. ey iz
Ratio RSV: 0.073 + 0,031 Interaction: F (1, 13) = 1.046 p = 0.3251 CON vs. RSV + VPA: ~0.9999
VPA D057 £ D0t VPA: F (1,13) = 0.04663 p = 0.8324 Y T
. . 2 o =0. VS, 2 >0.
IL O VDA Gl L 0% RSV: F (1, 13) =0.1055 p = 0.7504
av/v) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
CON vs. RSV: 50.9999
PV ——— CON vs. VPA: 50,9999
Total RSV: 80.50 fl 353 hfe\;;f‘}n(ill‘ g) 132) :1&2249 }(’]=7§1-‘;434 CON vs. RSV + VPA: >0.99%9
ety g & ” =0. p=0.
VPA: 81.75 + 15.25 )
Who! RSV: F (1,13) = 0.01651 p = 0.8997 RSV vs. VPA: >0.9999
]Lle RSV + VPA: 77.50 + 15.25 (1,13 r
RSV vs. RSV + VPA: >0.9999

VPA vs. RSV + VPA: >0.9999
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Table 3. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
PV ) CON vs. VPA: >0.9999
Ratio SO Qa0 010 Interaction: F (1,13) =158 p=02376 CONvs. RSV + VPA: =099
\[;IS,X ggg i ggﬁ VPA:F (1, 13) = 0.1634 p = 0.6926 > : :
e e : 3) = 0.006546 p = 0.93 RSV vs. VPA: >0.9999
Whole e v i RSV: F (1, 13) = 0006546 p = 0.9367
IL RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999

II/10I, upper cortical layers; IV/V, deeper cortical layers; aCC, anterior cingulate cortex; IL, infralimbic cortex;
mPFC, medial prefrontal cortex; PrL, prelimbic cortex; PV, parvalbumin-positive interneuron; SD, standard
deviation. p < 0.05 was considered significant. * p < 0.05. ** p < 0.01, *** p <0.001, # trend. Statistical analyses:
two-way ANOVA parametric test followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsy: 4. Nypa: 4. Nrsv ¢ vpa: 4.

A

B

C

PvNeuNDAPI

CbNeuNDAPI

SomNeuNDAPI

Figure 2. Representative immunofluorescence images of total neurons, PV+, CB+, and SOM+ in the

mPFC. Representative images of the aCC, upper layers (II/III). (A) Pv, parvalbumin (green); NeuN
(red); DAPI (blue). (B) Cb, calbindin (green); NeuN (red); DAPI (blue). (C) Som, somatostatin (red);
NeuN (green); DAPI (blue). Scale bar: 50 um. The respective interneurons are highlighted within
white circles. aCC, anterior cingulate cortex; CB, calbindin-neurons; mPFC, medial frontal cortex; PV,

a in- s; , a atin- e
arvalbumin-neurons; SOM, somatostatin-neurons.

2.5. The VPA Induced Alterations in CB+ Ratio in the Upper Layers ofaCC, PrL, and IL

The data in Table 4 show that RSV prevented the decreased CB+ ratio induced by
VPA in the superficial layers of aCC, but not in the superficial layers of PrL and IL. The
differences found in the CB+ number in the superficial layers of aCC, ratio in the whole
aCC, ratio in the whole PrL, and ratio in the IL were not associated with any specific factor
after the post-hoc test. Illustrative images of PV+ neurons are presented in Figure 2B.
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Table 4. Distribution profile of CB neurons in the mPFC.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: 09999
CB CON vs. VPA: 0.7519
Total i Interaction: F (1, 13) = 6023 p = 0.0290 * PR T 50
il 1‘; 2 i 2'70 VPA: F (1, 13) = 0.03959 p = 0.8454 T ;
£i10: : RSV:F (1,13) =2.327 p=0.1511 vs. VPA: 19999
ECI(I:I RSV + VPA: 21.75 + 359 (19)=232p
(/1) RSV vs. RSV + VPA: 0.5430
VPA vs. RSV + VPA: 0.1006
CON vs. RSV: 09999
CB CON vs. VPA: 0.0117*
Ratio e Interaction: F (1, 13)=1831p=00009** "~ CON ve RSV 2 VPA: T
Ay s VPA: F (1, 13) = 1.081 p = 03175 . .
I i . - - vs. : ¢
acC e L RSV: F (1, 13) = 6.006 p = 00292
(I/1I) RSV vs. RSV + VPA: 0.2626
VPA vs. RSV + VPA: 0.0028 *
CON vs. RSV: 0.9999
CON vs. VPA: 0.9999
CB CON 2 ) 7 Interaction: F (1, 13) = 0.4352 p = 05210 S 0999
Total \}‘PSX 2127 -;)50 ;46450 VPA: F(1,13) = 07193 p = 0.4117
aCC (IV/V) B e e RSV: F (1, 13) = 0.5220 p = 04828 RSV vs. VPA: 0.9999
RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 04334
- CON vs. VPA: 06472
Ratio e oo Interaction: F (1, 13) = 2304 p = 0.1530 CON vs. RSV + VPA: 0979
aCC e VPAFF (1, 13) = 0.7381 p = 0.4058 =
- y ‘F =1. =0.2610 V vs. VPA: 0.9999
v/v) RSV + VPA: 0.042 + 0.020 RSVE (1,13)=1381p = 0261
RSV vs. RSV + VPA: 09999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 09999
CB — CON vs. VPA: 09999
27,2513 s v - -
Tosl RSV:28.25 4 8.15 I“‘e\;la,j&“"F"(lF {;13()] '735";000 %;&-?381 CON vs. RSV + VPA: 0,999
: A =0. p=0.
VPA:38.75 +£ 19.77 . c » RSV vs. VPA: 0.9999
RSV: (1, 13) = 03198 p = 0.5813 vs. VPA: ;
Wl RSV + VPA: 39.25 + 17.40 Q19) 4
acC RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 09999
CON vs. RSV: 05037
CB CON vs. VPA: 01775
Ratio ‘RSV:0022 20009 T iction: F(L19) = a700p - (0025 CON vs. RSV + VPA: 0999
L VPA: F(1,13) = 09515 p = 0.3471 e -
: : RSV: F (1, 13) = 0.03555 p = 0.8534 vs. VPA: :
Whole RSV + VPA 0.051 + 0017 ¢33 P
aCC RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 09213
CON vs. RSV: 0.6284
CB CON-2620 475 CON vs. VPA: 0.2603
12620 £7. P —
Total RSV:18.95 + 170 Inte\;;i\m;rh(ll’ g) 13)1 5 22;359 P(’) Té’ém CON vs. RSV + VPA: 0.9078
5k s 2 . =51, p=0
VPA: 16.00 + 9.75 . - _ RSV vs. VPA: 0.9999
RSV: F (1,13) = 0.5036 p = 0.4905 vs. VPA: -
If ’ILH RSV + VPA:19.25 + 545 (,13) b
(I/1I) RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 09999
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Table 4. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: 0.6541
B CON vs. VPA: 0.0132
Ratio CULE 0.7 = 0.02> Interaction: F (1, 13) = 6.149 p = 00276 CONve. RSV 2. VPA: A5
\I;IS,X’ g-ggi i gg‘g VPA: F(1,13) = 7593 p = 0.0164 RSV. - i 0' =
: 0. . 2 = - vs. VPA: 41
PrL R il O RSV: F (1, 13) = 0.01238 p = 09131
(1/1m RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.5849
CON vs. RSV: 0.9999
S CON vs. VPA: 0.9999
:23.20 + 4. S = o
CB RSV: 19.00 £ 495 Interac‘hon F (1,_13) = 1,74_8 p=0.2089 CON vs. RSV + VPA: 0.6120
Total i ol VPA: F (1, 13) = 4.837 p = 00709 # = T
X . 3 - - VS. : :
PrL (IV/V) bR e, RSV: F (1, 13) = 0.04947 p = 0.8275
RSV vs. RSV + VPA: 0.1830
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 0.3931
CON vs. VPA: 0.9999
2 COY 0o D01 Interaction: F (1, 13) =3.755 p = 0.0747 S 0999
Ratio RSV: 0,034 + 0.009 % i : : -
o o ek VPAF (1, 13) = 0.04387 p = 0.8373 s -
:0. . RSV: F (1, 13) = 0.6898 p = 0.4212 vs. VPA: :
(IV/V) RSV + VPA: 0,050 + 0.014 ®13) 4
RSV vs. RSV + VPA: 0.9763
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 0.8841
CB i CON vs. VPA: 0.9999
Total e interaction: F (1, 12) =3.243 p = 0.0969 T T
\f{fX 435?5: 1"9-9255 VPA:F (1,12) = 03312 p = 0,575 RSV‘ : :
| - RSV: F (1,12) =0.1520 p = 0.7035 vs. VPA: 0.9999
Wll“‘ile RSV + VPA52.25 + 7.90 (,12) 4
r RSV vs. RSV + VPA: 07124
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 0.3221
cB e CON vs. VPA: 0.2670
Raig RSV: 0043 + 0.08 I“‘e\',‘l’,f;‘}“éf %) 1:3()) 253;3; rs S?i%;“ CON vs. RSV + VPA: 0,999
VPA: 0.038 + 0.016 L RO —0. RSV vs. VPA: 0.9999
RSV: F (1, 13) = 0.2759 p = 0.608 vs. VPA: -
Wlf“]’}e RSV + VPA: 0,052 + 0.014 (.13) P 2
r RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 0.9999
CB CON vs. VPA: 0.9999
Total CON: 1870 =080 Interaction: F (1, 11) = 3.947 p = 0.0662 # O Tk P
RSV: 14.25 + 470 : £ ! : : -
L = VPA: F (1, 11) =7.953 p = 0.4461 = o
:14. i . - = V8. : .
L T s RSV: F (1, 11) = 12.79 p = 04471
(Ir/mI) RSV vs. RSV + VPA: 0.4421
VPA vs. RSV + VPA: 0.4421
CON vs. RSV: 0.1364
CB CON vs. VPA: 0.0216*
Ratio E A st Interaction: F (1, 13) = 1342 p = 0.0029 * P ———— 200
\I;IS,X’_ gg‘a‘?l’ * %%37 VPA: F(1,13) = 1476 p = 02460 : i :
IL 00012 0 RSV:F (1, 13) = 0.01159 p = 0.9159 RSV vs. VPA: 0.9999
/1 RSV + VPA: 0.060 + 0023
( RSV vs. RSV + VPA: 0.6924
VPA vs. RSV + VPA: 0.1324
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Table 4. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: 0.4251
CON vs. VPA: 0.9999
B e Interaction: F (1, 13) =3.990 p = 00672 # CONve. RSV 2. VPA: G099
Total V‘;ivié‘;g%:f; N VPA: F(1, 13) = 1271 p = 02800 T ;
IL(IV/V! $L0:L0: : V:F (1,13) = 0.5051 p = 0.4898 vs. VPA: 19999
/) RSV + VPA: 30.00 + 825 RN Fllo49) b e T —
VS. + 3 .
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999
CON vs. RSV: 09999
. s CON vs. VPA: 09999
: 0. + 0. i - o
Ratio RSV: 0,035 4 0.013 Int\e;lg;fKF)r(Ll Fl(zl)' 120) 3—033325_130—5 3-339198 CON vs. RSV + VPA: 0.9999)
IL VPA: 0.040 + 0.010 oL s —0 RSV vs. VPA: 0.9999
RSV: F (1, 12) = 0.07687 p = 0.7863 vs. VPA:
IV /V) RSV + VPA: 0.048 + 0.014 12 P
RSV vs. RSV + VPA: 0.8522
VPA vs. RSV + VPA: 09999
CON vs. RSV: 05925
CB CON vs. VPA: 0.9999
Total CON LB = Interaction: F (1, 13) = 5.378 p = 0.0597 # — —
\}}SX 43{?-;)50 ;92-730 VPA: F (1,13) = 07738 p = 03950 = 5
: ' RSV: F (1, 13) = 0.01655 p = 0.8996 vs. VPA: :
e RSV + VPA: 55.00 + 18.65 B.13) 4
IL RSV vs. RSV + VPA: 0.2766
VPA vs. RSV + VPA: 09303
CON vs. RSV: 0.3221
CB A—— CON vs. VPA: 0.2670
Ratlo RSV:039 2 0011 m‘e\‘,;f‘;“; N %)132) SGep. ik CON vs. RSV + VPA: 09999
Y i ; , =0. p=0.
VPA: 0.36 = 0.008 .
V:F =0.2759 p = 0.608 RSV vs. VPA: 0.9999
thle RSV + VPA: 0,53 + 0018 ROV 13)=02753p 2
I RSV vs. RSV + VPA: 0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.9999

11/111, upper cortical layers; IV/V, deeper cortical layers; aCC, anterior cingulate cortex; CB, calbindin-positive
interneuron; IL, infralimbic cortex; mPFC, medial prefrontal cortex; PrL, prelimbic cortex; SD, standard deviation.
p < 0.05 considered significant. * p <0.05,* p <0.01, ** p < 0.001, # trend. Statistical analyses: two-way ANOVA
parametric test followed by Bonferroni. Ncon: 5. Nrsy: 4. Nypa: 4. Ngsy 4 vpa: 4.

2.6. The RSV Prevented the Widespread Impairments Induced by VPA in SOM+ Neurons

The data in Table 5 show that RSV prevented the VPA-induced decrease in SOM+
number and ratio in the superficial layers of aCC. The RSV was also able to prevent the
decreased SOM+ number and ratio induced by VPA in the deeper layers of aCC. These
results reflected a preventive effect of RSV in the whole aCC in both decreased SOM+
number and ratio. The RSV was also able to prevent the VPA-induced SOM+ ratio decrease
in the superficial layers of PrL. In the deeper layers of PrL, RSV + VPA did not differ from
any other group, but RSV prevented the reduction in the SOM+ ratio. In the whole PrL,
RSV + VPA did not differ from any other group for the SOM+ number, but a prevention
was observed in the ratio. In the superficial layers of IL, VPA decreased the numbers of
SOM+ neurons. Regarding the ratio, a tendency was found in the interaction, and relevant
differences were identified in the isolated factors. In the deeper layers of IL, RSV prevented
the VPA-induced decrease of SOM+ neurons in both number and ratio. In the whole IL,
RSV prevented the reductions in the SOM+ number and ratio. [llustrative images of PV+
neurons are presented in Figure 2C.
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Table 5. Distribution profile of SOM neurons in the mPFC.

Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
SOM N——— . CON vs. VPA: 0.0053 **
VPA: 12+ 2.50 F(1L12) =751 p = 0.0178 RSV vs. VPA: 0.0179*
(E%I) RSV + VPA: 1875 + 2.00 R R T80 =000 e =
VPA vs. RSV + VPA: 00040 *
CON vs. RSV: 509999
SOM CON vs. VPA: 00011 *
Ratio ot e st ¥ (%5)12_);426%;4 =000 T CONvs, RSV + VPA; 08282
VPA: 0.034 + 0.007 B (1.19) 29903 1 — 0.0004 RSV vs. VPA: 00014 *
(ESI?I) RSV -+ VPA: 0.068 = 0.002 . RSV vs. RSV + VPA: 0.6359
VPAvs. RSV + VPA:  <0.0001 ***
CON vs. RSV: 50,9999
SOM CON vs. VPA: 00029 *
Total e Interaction: F(1,12)=1264p =0000% CON ve RSV 2 VDA, —
acC VPA: 2100 £ 115 RV R {112 4206y 0.0628+ RSV vs. VPA: 0.0191°
v/v) By l RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0113*
CON vs. RSV: 0.9999
soM O 0060 £ 0010 A CON vs. VPA: 0.0015 **
e T A
acC VPA: 0.036 + 0,007 RSV: F (1, 12) = 1384 p = 00029 ** RSV vs. VPA: 00019 *
e RSV + VPA: 0.062 + 0.005 TR =
VPA vs. RSV + VPA: 0.0009 ***
CON vs. RSV: >0.9999
CON vs. VPA: <0.0001 **+
SOM Total S o Interacton:F (1, 12)=31.75p =00001 ™" CON vs RV VP >099%9
Whole aCC RS\)’E %ﬁ;?ozol i54_32 RSV: F((l', 12))_: 12',945;_= 00037 ** RSV vs. VPA: 0.0005
RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 00002 *
CON vs. RSV: 50,9999
CON vs. VPA: 0.0003 ***
SR?tIi\f) %:s:g(g {gg % go_ '(E:E Inte\r/a;:f’;?(i (112:)1:2)11;;-}6]1 po.zog'oogf . CON vs. RSV + VPA: >0.9999
Whole aCC RSV + VPA: 0.061 + 0.005 RSVF(L:12)=2135p =00006 ™ oYy N, ol
RSV vs. RSV + VPA: 509999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0001 *
CON vs. RSV: 509999
— CON vs. VPA: 0.2097
Total lop Interaction: F (1, 12) = 2825 p = 0.1186 CON vs. RSV + VPA: 50999
- VPA: 12.50 + 070 by :FF(R’IIZZ)):OZ.'Z%ZZSI’;,Z%E%Z RSV vs. VPA: 0.8721
(/) RV riBe B0 RSVvs. RSV + VPA:  >0.99%9
VPA vs. RSV + VPA: 0.8721
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Table 5. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: >0.9999
SOM T CON vs. VPA: 0.0396*
Ratio RSV: 0,047 + 0.003 s e COU25T T CONs RSV+VPA 50999
*at ! s ; =28%p=0.
VPA: 0.032 + 0.004 : _ _ RSV vs. VPA: 0.1841
V: F(1,12) = 3.103 p = 0.1036 vs. VPA: :
I}’ "ﬁl RSV + VPA: 0.049 + 0.007 YRR 4
(/1) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0366 *
CON vs. RSV: >0.9999
SOM CON vs. VPA: 0.0030 **
poi CON: 37.00 +5.90 Interaction: F (1, 12) = 5170 p = 0.0422 **
RSV:34.25 + 575 VPA: F (1,12) = 19.26 p = 0.0009 ** CON vs. RSV + VPA: 02334
PiL VPA:21.25 + 3.86 RSV: F(1,12) = 1.233 p = 0.2886 RSV vs. VPA: 0.0129 *
RSV + VPA: 29.25 + 2.63
/v) RSV vs. RSV + VPA: 0.9636
VPA vs. RSV + VPA: 0.2037
CON vs. RSV: 0.7919
SOM CON: 0064 £ 0.008 CON vs. VPA: 0.0002 **+
5 : 0. + 0. s =
Ratio e i Interaction: F (1,12) = 18.82 p = 0.0010 CON vs. RSV = VPA: 050%
VPA: 0032 + 0.007 VELE(L D) Ll ap -0 RSV vs. VPA 00027
: 0. X ; —4. 20 vS. : .0027**
PrL 50 A s LB RSV:F (1,12) =4.211 p= 00626 %
(IV/V) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 00042 *
CON vs. RSV: >0.9999
I CON vs. VPA: 00059 **
SOM Total RSV 51'50 i ;225 ht%l‘;;h(;r}lFl(zlj 121)3:85973955020338 ¥ CON vs. RSV + VPA: 0.4661
P § :F(1,12)=13.89p =0. "
VPA: 33.75 + 3.40 : S - RSV vs. VPA: 0.0353 %
Whole PrL RSV + VPA: 4650 £ 2.00 RSV:F (1,12)=0.9963 p =0.3379
RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.2012
CON vs. RSV: >0.9999
Sk SRR CON vs. VPA: 0.0005 *+
: 0. + 0. - - - **
Ratio RSV: 0053 +0.006 e 53%532'2033 CONvs.RSV+VPA:  >099%
VPA: 0.031 + 0.004 LT (1.19) = 4005 » — 0.0469 * RSV vs. VPA: 0.0059 *
RSV: F (1, 12) =4.905 p = 0.0469 vs. VPA: .
Whole PrL RSV + VPA: 0.054 + 0.005 12 b
RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0037 *
CON vs. RSV: >0.9999
SOM CON vs. VPA: 0.1163
Total (I:{CS)\I\/I 11756%05 21 '4755 Interaction: F (1,12) = 1,152 p = 0.3043 CON ve. RSV 7 VA, 20999
VPA: 11,50 + 250 = RSV vs. VPA 00179
:11. . ; ” = * VS. : : *
IL PO RSV: F(1,12) =6270 p =0.0277
(I/mI) RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.1587
CON vs. RSV: >0.9999
SOM p— CON vs. VPA: 0.0794#
Kot RSV: 0,048 + 0,008 I“‘e\;il‘fAﬁ"F“é 1F g) 12; : 38503 p 370625:3 # CON vs. RSV + VPA: 09999
2 : : ’ =0 p =0
L VPA: 0.032 + 0.006 RSV: F (1, 12) = 9.410 p = 00098 ** RSV vs. VPA: 0.0230°*
/1) RSV + VPA: 0.048 + 0.004
( RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0193*

42



Int. . Mol. Sci. 2022, 23,4075 16 0f29
Table 5. Cont.
Mean + SD F (DFn. DFd); p-Value Pairwise Comparisons
CON vs. RSV: 50,9999
SOM T ‘ CON vs. VPA: 0.0040 **
Total RSV: 3375 £ 1.00 ht%r;;h;rh Fl(zl)' i21)1=6%;62 P 0%0195 ! CON vs. RSV + VPA: >0.99%9
VPA: 21.75 4 3.00 o e R e RSV vs. VPA: 0.0064
( “%V) e i RSV: F(1,12) =7.019 p = 0.0212 o e
VPA vs. RSV + VPA: 0.0103*
CON vs. RSV: 50,9999
SOM CON vs. VPA: 0.0004 **
S R e A
VPA: 0.032 + 0.003 T (1 19) 1999 i 0. 0044 RSV vs. VPA: 0.0033 **
(I\}I;V) RSV + VPA: 0.059 + 0.005 RERELLIA=I L0000 T —
VPA vs. RSV + VPA: 0.0002 *+
CON vs. RSV: 0.9999
CON vs. VPA: 0.0057 **
SOM Total i‘g\l\/‘f;"%o: i Interaction: F (1,12) = 6.840 p = 0.0226 * S B
Whole IL VPA: 3325 + 471 %; };((11 1122)):: }f;éi’,’, i%%%l(, N RSV vs. VPA: 0.0041 *
gl l RSV vs. RSV + VPA: >0.9999
VPA vs. RSV + VPA: 0.0128 %
CON vs. RSV: 50,9999
CON vs. VPA: 0.0002 **
SR?é‘g (I:g,\{: &0513 f g &038 Inte{;alf:?;\:(f (112,)1:2)1; g;~z6=}’0=0&0709} CON vs. RSV + VPA: >0.99%9
VPA: 0.032 + 0.003 RSV:F (1,12) =21.75 p = 0.0005 ** RSV vs. VPA: 0.0005
Whole IL RSV + VPA: 0.055 + 0.001 e o5
VPAvs. RSV + VPA:  <0.0001 ***

11/1I1, upper cortical layers; IV/V, deeper cortical layers; aCC, anterior cingulate cortex; IL, infralimbic cortex;
mPFC, medial prefrontal cortex; PrL, prelimbic cortex; SD, standard deviation; SOM, somatostatin-positive
interneuron. p < 0.05 was considered significant. * p < 0.05, **p < 0.01, ** p < 0.001, *** p < 0.0001, # trend.
Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsy: 4. Nypa: 4.
Nrsv + vpa: 4.

2.7. Both VPA and RSV Changed the Levels of Synaptic Proteins, whereas the Level of GABA
Was Affected Only by VPA

The protein quantification shows that VPA decreased GABA 4, without RSV prevention
(VPA: F (1, 12) =16.00, p = 0.0018) (Figure 3A). Both RSV and VPA decreased gephyrin (Inter-
action: F (1, 12) = 21.56, p = 0.006; Cont-RSV ppost-hoc = 0.0031; Cont-VPAppost-hoc = 0.0001;
Cont-RSV + VPAppost-hoc = 0.0029) (Figure 3C) and neuroligin-2 (Interaction: F (1, 12) =10.77,
p =0.0066; Cont-RSV ppost-hoc = 0.0220, Cont-VPAppost-hoc = 0.0172; Cont-RSV + VPA
ppost-hoc = 0.1128) (Figure 3D). No differences were observed among groups for GABAg
(Figure 3B), PSD-95 (Figure 3E), and synaptophysin (Figure 3F).

2.8. The VPA Decreased the Number of Total Neurons and Altered the Ratio of Interneurons in the
DG, without Full Prevention by RSV

The VPA decreased the number of total neurons in DG (Interaction: F (1,12) =7.441,
p =0.0183; Cont-VPAppost-hoc = 0.0166) (Figure 4A), in PV+ ratio (VPA: F (1,12) =5.732,
p = 0.0339) (Figure 4C), and in CB+ ratio (VPA: F (1, 11) = 5.709, p = 0.0359) (Figure 4E),
and increased the SOM+ ratio (Interaction: F (1, 12) = 4.840, p = 0.0481; Cont-VPA
ppost-hoc = 0.0023; RSV-VPA ppost-hoc= 0.0024; RSV + VPA-VPA ppost-hoc = 0.054)
(Figure 4G). No differences were observed in the number of PV+ (Figure 4B), CB+
(Figure 4D), and SOM+ neurons (Figure 4F) among groups. Illustrative images of total
neurons, PV+, CB+, and SOM+ are presented in Figure 5A-C.
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Figure 3. VPA induced a reduction in the immunocontent of GABAA, gephyrin, and neuroligin-2
(the last two also reduced by RSV) in the mPFC. The immunocontent of GABA receptors and synaptic
proteins was normalized by the B-actin loading control. Values are shown as mean + standard
deviation. (A) GABA 5 immunocontent. (B) GABAg immunocontent. (C) Gephyrin immunocontent.
(D) Neuroligin-2 immunocontent. (E) PSD-95 immunocontent. (F) Synaptophysin immunocontent.
Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni, p < 0.05 was considered significant.
Ncon: 4, Nrsy: 4, Nypa: 4, Nrsy ; ypa:4. Different letters indicate significant differences in the
post-test when interaction was significant (p < 0.05).
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Figure 4. VPA reduced total neurons, CB+ ratio, and PV+ ratio while increasing the SOM+ ratio in
the DG without prevention by RSV. (A) Quantification of total neurons. (B) Quantification of CB+
interneurons. (C) Quantification of the ratio of CB+ interneurons/ total neurons. (D) Quantification of
PV+ interneurons. (E) Quantification of the ratio of PV+ interneurons/ total neurons. (F) Quantifica-
tion of SOM+ interneurons. (G) Quantification of the ratio of SOM+ interneurons/total neurons. Val-
ues are shown as mean =+ standard deviation. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bon-
ferroni, p < 0.05 was considered significant. Ncon: 4, Nrsy: 4, Nypa: 4, Nrsy,vpa 4 CB+NeuN+DAPI,
and PV+NeuN+DAPL Ncon: 4, Ngsy: 4, Nypa: 4, Ngrsy,vpa:3 and SOM+NeuN+DAPI. Different
letters indicate significant differences in the post-test when interaction was significant (p < 0.05).
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A
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Figure 5. Representative image of total neurons, PV+, CB+, and SOM+ immunofluorescence in the
HC. Representative images of the SG, upper layers (II/III). (A) Py, parvalbumin (green); NeuN (red);
DAPI (blue). (B) Cb, calbindin (green); NeuN (red); DAPI (blue). (C) Som, somatostatin (red); NeuN
(green); DAPI (blue). Scale bar: 50 um. The respective interneurons are highlighted within white
circles. aCC, anterior cingulate cortex; CB, calbindin-neurons; DG, dentate gyrus; HC, hippocampus;
PV, parvalbumin-neurons; SOM, somatostatin-neurons.

2.9. The VPA Altered the Interneuronal Composition in CA1, CA2, CA3, and RSV Presented a per
se Effect in CA3

The VPA group decreased the CB+ number in CA1, CA2, and CA3, following a
decreased ratio of these neurons in CA2 and CA3 (Supplementary Materials Table S3).
The RSV had a per se effect in CA3, decreasing PV+ numbers, but not altering the ratio
(Supplementary Materials Table S2). The VPA increased the SOM+ number and ratio in
the CA2, while RSV had a per se effect in CA3, increasing the number of SOM+ neurons
without affecting the ratio (Supplementary Materials Table S4). For the total neurons,
a significant difference was only found between VPA and RSV + VPA groups in CA2
(Supplementary Materials Table S1). No differences were found in other parameters.

2.10. The Immunocontent of the Analyzed Proteins Did Not Differ among Groups in
the Hippocampus

In the HC, no significant differences were found for all parameters evaluated. GABAA
(Interaction: F (1, 12) = 0.06436 p = 0.8040. VPA: F (1, 12) = 0.09175 p= 0.7672. RSV: F
(1,12) = 2.034 p = 0.1793) (Figure 6A), GABAp (Interaction: F (1, 12) = 0.9989 p = 0.3373.
VPA:F(1,12) = 0.7182 p = 0.4133. RSV: F (1, 12) = 0.2652 p = 0.6159) (Figure 6B), gephyrin
(Interaction: F (1,12) = 8221 x 1075 p = 0.9929. VPA: F (1, 12) = 2.657 p = 0.1291. RSV:

F (1,12) = 1.099p = 0.3152) (Figure 6C), neuroligin-2 (Interaction: F (1, 12) = 0.1844 p = 0.6753.

VPA: F (1,12) = 0.8125 p = 0.3851. RSV: F (1, 12) = 0.007832 p = 0.9309) (Figure 6D), PSD-95
(Interaction: F (1, 12) = 0.01751 p = 0.8969. VPA: F (1, 12) = 0.001065 p = 0.9745. RSV: F
(1,12) = 0.5443 p = 0.4748) (Figure 6E), and synaptophysin (Interaction: F (1,12) = 0.1378
p=0.7169. VPA: F (1, 12) = 0.3949 p = 0.5415. RSV: F (1, 12) = 3.797 p = 0.0751) (Figure 6F).
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Figure 6. There were no significant differences in the expression of synaptic proteins and GABA
receptors in the HC. The immunocontent of GABA receptors and synaptic proteins was normalized
by the B-actin loading control. Values are shown as mean + standard deviation. (A) GABA,
immunocontent. (B) GABAg immunocontent. (C) Gephyrin immunocontent. (D) Neuroligin-2
immunocontent. (E) PSD-95 immunocontent. (F) Synaptophysin immunocontent. Statistical analysis:
two-way ANOVA followed by Bonferroni, p < 0.05 was considered significant. Ncon: 4, Nrsy: 4,
Nypa: 4, Nrsv 4+ vpa4.
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3. Discussion

Changes in the organization of brain cytoarchitecture directly impact not only the local
circuits but also the integration among different brain regions. In the autistic brain, cortical
disorganization [49,50] and both high local connectivity and low long-range connectivity
have already been described [51]. Here, we first studied microarray/RNA-Seq repository
datasets of embryos from ASD animal models in order to investigate enriched pathways
for the DEGs identified in them.

Firstly, the carbohydrate metabolic imbalance observed in E12.5 in DS2 was also
observed in the organoids exposed to VPA (DS3), indicating that this may be the starting
point of several subsequent alterations. The proliferation of neuronal progenitors relies
mostly on aerobic glycolysis as the energetic source [52]; thus, an alteration in this metabolic
pathway may induce early proliferative issues. In the subsequent days (E14.5 and E17.5), the
pathways appear to induce a general condition of acceleration of neuronal differentiation,
with upregulation of adhesion, neurotransmitter, and synaptic pathways to the detriment
of the cell-cycle, gene expression, and protein dynamics regulation. Many of these features
are also observed in brain organoids exposed to VPA (DS3), probably impacting the final
disposition and organization of the neurons in different brain regions.

VPA has already demonstrated an influence in carbohydrate metabolism and mito-
chondrial function [53], increasing the production of reactive oxygen species [54]. RSV is a
known antioxidant and anti-inflammatory molecule, and, thus, the early treatment (starting
in E6.5) may attenuate a possible metabolic alteration induced by VPA. Moreover, VPA is a
known inhibitor of histone deacetylases [55,56], while RSV is an activator of sirtuins [57],
which may counteract the alterations in gene expression and cell-cycle. Thus, RSV may
create a neuroprotective background, preventing alterations caused by VPA and expansion
of initial damage throughout embryonic life, resulting in the maintenance of the neuronal
composition in the mPFC and HC (to a lesser extent) in postnatal life.

Considering these data and our previous data from adult animals of the VPA animal
model (P120) [41], which presented alterations in the neuronal composition of the HC,
including disturbances in PV+, CB+, and SOM+, we studied here the same structure and
also expanded it for mPFC in young animals (P30). Now, we demonstrate a substantial
disorganization in the mPFC and HC neuronal cytoarchitecture in the VPA group, as well
as important preventive effects of prenatal treatment with RSV, especially in the mPFC.

The VPA group showed an increased number of total neurons, while the interneurons
presented either a reduced ratio or number in the mPFC, depending on the subpopulation.
This numerical increase (even not significant in some subregions) is relevant because the
ratio of interneurons/total neurons can be influenced by subtle alterations. We demon-
strated that the deeper layers of PrL and IL presented the most significant increase in the
number of total neurons. Postmortem analysis of ASD patients already demonstrated an
increased number of neurons in the mini-columns of the frontal and parietal cortex [49]
and patches of disorganization in the cortical layers, especially in the deeper layers [50];
moreover, an increase in the number of total neurons was observed in the dorsolateral
cortex, the homologous region to the mPFC [58] in humans.

Next, we explored the gene expression datasets to identify potential mechanisms that
could underlie the increased number of neurons in the cortex of VPA mice. The majority
of the cortical neurons are excitatory pyramidal cells (about 75-80%) [59]. These neurons
are generated in the ventricular zone in the early stages of embryogenesis (around E10
in rodents) [60] and reach the cortex through radial migration from the cortical subplate.
VPA animals display an increased number of non-GABAergic neurons and thickness of the
cortical layers, concomitant with changes in the expression of cell cycle proteins, suggesting
maintenance of the proliferative phase for a longer time [61]. When we observed DS4
gene expression data, we noticed that the cortical subplate, the migrating cells from the
subventricular zone, and even the radial glia (directly associated with migration guidance)
displayed DEGs associated with cell cycle and gene expression in E14.
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Next, we investigated the distribution of specific interneuron subpopulations in the
mPFC. Prenatal exposure to VPA reduced the number of GABAergic SOM+ interneurons
and the proportion of SOM+ and PV + interneurons, with no general effect on CB+ (only
specific alterations in the subregions). PV+, SOM+, and CB+ are mostly generated in
different segments of the GE, developing a migration route that starts around E12.5 in
rodents (the same day as the prenatal exposure to VPA) [18].

The SOM+ neurons originate in the medial portion of the GE (MGE) through an initial
signaling system based on the increase in SHH expression followed by the expression of
the NKX2.1 factor [62]. Since this interneuron population was the only one whose absolute
number changed and considering that their migration starts earlier, it is possible that the
drastic damage induced by VPA may occur when these cells are still in the proliferative
stages. Interestingly, prenatal exposure to VPA at E9.5 reduced the SHH expression in E11.5
embryos [63], which could explain the SOM+ impairments.

On the other hand, the absence of changes in the absolute number (already described
in the mPFC of the VPA model [64]) along with the reduction in the ratio of PV+ may
suggest a subtle change potentially associated with migration processes, as seen in the
anomalous pattern of distribution throughout the subregions. Indeed, while the aCC
showed a reduction in number and proportion, the upper layers of PrL showed a com-
pletely opposite pattern. Previously, we observed that VPA animals showed an increased
proportion of PV+ neurons in the upper layers of the somatosensory area, which was
prevented by RSV [36]. CB+ presented a similar pattern to PV+ in relation to the ratio, and
these subtle alterations may be associated with the small percentage of this interneuron
population.

Interestingly, in DS4, the GE and emerging interneurons at E14 presented major
alterations in cell-cycle, gene expression, and protein dynamics, which could result in
alterations in the interneuronal proliferation and migration since they are strictly regulated
by a sequence of transcription factors, including SHH, NKX2.1, DLX, LHX, SOX.

In addition to the changes in the number and proportion of GABAergic neurons,
prenatal exposure to VPA induced a reduction in the immunocontent of the GABAA
receptor, a finding already observed in postmortem analysis of ASD patients in the aCC [65]
and in the frontal and parietal cortices [26]. Moreover, this alteration possibly contributes
to the histological changes observed because this receptor plays an important role in
neuronal migration throughout development [66]. Finally, the similar effect of VPA and
RSV in reducing the immunocontent of gephyrin and neuroligin-2, two major constituents
of inhibitory synapses, may point to an involvement of the Notch pathway, a signaling
route highlighted in the DS2 as an altered pathway in late embryonic life, which involved
the modulation of synapses [67,68] and is capable of being modulated by both VPA and
RSV [69]. However, RSV alone did not cause major histological or behavioral alterations,
similar to what was shown in previous studies from our research group [35,36,38].

In the HC, it was possible to observe that prenatal exposure to VPA mainly induced
alterations in the DG. The reduction in the total neurons and the alterations in the interneu-
rons, especially SOM+, may induce circuit imbalances with other regions, especially the
mPFC, given the important role of SOM+ in integrating the HC and mPFC [70]. VPA is
known to reduce neurogenesis in the HC [71] and induce the misplacement of neurons
through a pathway mediated by the CXCL12 chemokine and its receptor, CXCR4 [72],
which also plays a role in the migration of interneurons. Alterations in CB+ are present in
several regions; however, the relatively low abundance of these cells in the HC may hinder
accurate quantification. RSV has already demonstrated effects on the modulation of HC
interneurons in adults [73]. Thus, prenatal treatment with RSV may cause alterations in the
fate of these cells in specific situations. The absence of alterations in the synaptic proteins
and GABA receptors in the HC suggests that VPA effects in this region may be restricted to
modulation of neuronal populations and organization of brain cytoarchitecture.
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Next, we investigated the distribution of specific interneuron subpopulations in the
mPFC. Prenatal exposure to VPA reduced the number of GABAergic SOM+ interneurons
and the proportion of SOM+ and PV + interneurons, with no general effect on CB+ (only
specific alterations in the subregions). PV+, SOM+, and CB+ are mostly generated in
different segments of the GE, developing a migration route that starts around E12.5 in
rodents (the same day as the prenatal exposure to VPA) [18].

The SOM+ neurons originate in the medial portion of the GE (MGE) through an initial
signaling system based on the increase in SHH expression followed by the expression of
the NKX2.1 factor [62]. Since this interneuron population was the only one whose absolute
number changed and considering that their migration starts earlier, it is possible that the
drastic damage induced by VPA may occur when these cells are still in the proliferative
stages. Interestingly, prenatal exposure to VPA at E9.5 reduced the SHH expression in E11.5
embryos [63], which could explain the SOM+ impairments.

On the other hand, the absence of changes in the absolute number (already described
in the mPFC of the VPA model [64]) along with the reduction in the ratio of PV+ may
suggest a subtle change potentially associated with migration processes, as seen in the
anomalous pattern of distribution throughout the subregions. Indeed, while the aCC
showed a reduction in number and proportion, the upper layers of PrL showed a com-
pletely opposite pattern. Previously, we observed that VPA animals showed an increased
proportion of PV+ neurons in the upper layers of the somatosensory area, which was
prevented by RSV [36]. CB+ presented a similar pattern to PV+ in relation to the ratio, and
these subtle alterations may be associated with the small percentage of this interneuron
population.

Interestingly, in DS4, the GE and emerging interneurons at E14 presented major
alterations in cell-cycle, gene expression, and protein dynamics, which could result in
alterations in the interneuronal proliferation and migration since they are strictly regulated
by a sequence of transcription factors, including SHH, NKX2.1, DLX, LHX, SOX.

In addition to the changes in the number and proportion of GABAergic neurons,
prenatal exposure to VPA induced a reduction in the immunocontent of the GABAA
receptor, a finding already observed in postmortem analysis of ASD patients in the aCC [65]
and in the frontal and parietal cortices [26]. Moreover, this alteration possibly contributes
to the histological changes observed because this receptor plays an important role in
neuronal migration throughout development [66]. Finally, the similar effect of VPA and
RSV in reducing the immunocontent of gephyrin and neuroligin-2, two major constituents
of inhibitory synapses, may point to an involvement of the Notch pathway, a signaling
route highlighted in the DS2 as an altered pathway in late embryonic life, which involved
the modulation of synapses [67,68] and is capable of being modulated by both VPA and
RSV [69]. However, RSV alone did not cause major histological or behavioral alterations,
similar to what was shown in previous studies from our research group [35,36,38].

In the HC, it was possible to observe that prenatal exposure to VPA mainly induced
alterations in the DG. The reduction in the total neurons and the alterations in the interneu-
rons, especially SOM+, may induce circuit imbalances with other regions, especially the
mPFC, given the important role of SOM+ in integrating the HC and mPFC [70]. VPA is
known to reduce neurogenesis in the HC [71] and induce the misplacement of neurons
through a pathway mediated by the CXCL12 chemokine and its receptor, CXCR4 [72],
which also plays a role in the migration of interneurons. Alterations in CB+ are present in
several regions; however, the relatively low abundance of these cells in the HC may hinder
accurate quantification. RSV has already demonstrated effects on the modulation of HC
interneurons in adults [73]. Thus, prenatal treatment with RSV may cause alterations in the
fate of these cells in specific situations. The absence of alterations in the synaptic proteins
and GABA receptors in the HC suggests that VPA effects in this region may be restricted to
modulation of neuronal populations and organization of brain cytoarchitecture.
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software [75]. Quantification was conducted by counting the cells in 8 stacks of at least
2 slices per animal (all stacks were counted individually and with the overlapping image).

The results are shown as the absolute number of total neurons (NeuN+DAPI) and
interneurons (CB+NeuN+DAPI, PV+NeuN+DAPI, and SOM+NeuN+DAPI) normalized
by area and as the ratio between the number of interneurons and total neurons to obtain a
proportion between the inhibitory (interneuron) and excitatory components (the majority
of the total neurons) according to the following formula: (CB+, PV+ or SOM+) Interneu-
rons/ Total neurons (based on Fontes-Dutra et al. [36]. This ratio was made separately for
each interneuron evaluated. The mPFC was subdivided into three subregions, named aCC,
PrL, and IL. Each of these regions were subdivided into upper layers (II/II) and deeper
layers (IV/V). The total number of neurons, the number of each interneuron (PV+, CB+,
and SOM+), and the ratio (interneuron/total neurons) were evaluated in each subfield
(i.e., upper layers of aCC, deeper layers of aCC, upper layers of PrL, deeper layers of PrL,
upper layers of IL, deeper layers of IL). The amount observed in the deeper + upper layers
of a subregion represents the whole subregion (i.e., deeper layers of aCC + upper layers of
aCC = whole aCC). The amount observed in whole aCC + whole PrL + whole IL represents
the whole mPFC. The HC was subdivided into four subregions: DG, CA1, CA2, and CA3.
In each of them, the total number of neurons, the number of each interneuron (PV+, CB+,
and SOM+), and the ratio (interneuron/total neurons) were evaluated.

4.4. Western Blotting

Samples from mPFC and HC were homogenized and prepared in a buffer containing
10% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM TRIS/HClI buffer (pH 8), and protease inhibitors. The
supernatant was collected after centrifugation at 14.000x g for 20 min at 4 °C. Total proteins
were quantified by the Lowry method [76], and the samples were prepared in a buffer
containing glycerol, bromophenol blue, 500 mM TRIS/HCl buffer, and 3-mercaptoethanol.
Equal amounts of protein (40 ug) were applied to 10% polyacrylamide gels, separated
by unidimensional electrophoresis, and transferred to nitrocellulose membranes to detect
the immunocontent of GABA 5, GABAg, gephyrin, neuroligin-2, PSD-95 and synapto-
physin proteins using specific primary antibodies according to the protocol adapted from
Deckmann et al., [77]. Technical information and concentrations of the reagents used in
the Western Blotting assays are summarized in Supplementary Materials Table S1. Af-
ter incubation with corresponding secondary peroxidase-associated antibodies (HRP),
the chemiluminescent signal was detected using the ImageQuant™ LAS 4000 system
(GE HealthCare Life Sciences®, Chicago, IL, USA). The quantification of the relative protein
content was performed with the Image]® software, and the data were normalized by the
endogenous marker (3-actin.

4.5. Transcriptomic Analysis

To provide insights into the embryonic processes that could lead to the alterations
observed in the postnatal brain of ASD models, we selected five RNA-Seq and microar-
ray datasets [32,78-81] from MIA animal models, VPA-exposed cell cultures, and cor-
tical organoids (Table 1) since databases of VPA-induced animal models are not avail-
able yet. The differentially expressed genes (DEGs) of each dataset were analyzed with
Cytoscape® [82] using the BINGO® plug-in [83] to evaluate Gene Ontology (GO) enrich-
ments in a determined set of genes, providing tables with the statistically significant most
representative GO terms. We also compared the DEGs observed in each dataset with the
Simons Foundation Autism Research Initiative (SFARI) gene database [84] to observe the
percentage of DEGs that have an ortholog already described as altered in ASD.

4.6. Statistical Analysis

All the analyses were performed using the GraphPad Prism 6 software (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests of normality
were applied to determine the data distribution. As the data presented a normal distri-
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bution, we chose a parametric test (two-way ANOVA) followed by a Bonferroni post-test.
When there was an interaction effect, pairwise comparison was analyzed in the post-hoc;
when there was no effect, the effect of exposure to factors (VPA or RSV) was analyzed.

5. Conclusions

The present study demonstrated that the prenatal treatment with RSV was able to
prevent important alterations in the neuronal composition of the mPFC induced by prenatal
exposure to VPA, probably improving parameters associated with the E/I balance. These
findings are in accordance with several other studies that have already demonstrated
the neuroprotective effects of RSV in psychiatric disorders, not only in animal models
but also in humans, highlighting the translational value of the study. The transcriptomic
analysis allowed the establishment of hypotheses to explain the developmental context
of these interventions, highlighting the pathways such as WNT, NOTCH, and others in
which VPA and RSV may act. Next, we demonstrated that prenatal exposure to VPA
alters the neuronal profile in the mPFC and HC, impacting the number and proportion of
interneurons, indicating a possible E/I imbalance. Moreover, VPA also induced alterations
in the immunocontent of a GABA receptor and synaptic proteins in the mPFC, adding
another layer of evidence to comprehend the alterations in the circuitry of this region. In
summary, prenatal treatment with RSV was able to prevent neuronal alterations in the
mPFC. In addition, our analyses suggest that the investigation of mechanisms involved
in the development of interneurons, brain cytoarchitecture, and synaptic content can be a
promising strategy to expand the understanding of the pathophysiology of ASD.
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Supplementary Table S1. Total Neurons distribution profile in HC

Mean £ SD F (DFn. DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.4040
Total Neu- CON: 0.0051+0.00087 CON vs VPA: 0.2896

Interaction:F (1, 12) = 4.036 p =0.0676#
VPA:F (1,12)=1.210  p=0.2929
RSV:F (1,12)=0.6974 p =0.4200

rons/Area  RSV:0.0042+0.00052
VPA: 0.0041+0.00048
CA1 RSV+VPA:0.0045+0.00047

CON vs RSV<VPA. > 0.9999
RSV vs VPA: > 0.9999
RSVvsRSV+VPA. > 0.9999
VPA vs RSVAVPA: > 0.9999
CONvs RSV: 0.6355
Total Neu-  CON: 0.0030£0.00013 . . CONvsVPA: 0.1516
rons/Area  RSV:0.0027:0.000037 o E 19y 5007208 ¢ ccvassy _CON vs RSVAVPAT > 09999
VPA: 0.0026£0.00027 e i Iy ety RSV vs VPA: > 0.9999
CA2  RSV4VPA0.00310.00031 ek, ' : RSVvsRSV+VPA. 01883
VPAvs RSV4VPA:  0.0424°
CONvs RSV: > 0.9999
Total Neu-  CON: 0.0029:0.00058 . CON vs VPA: > 0.9999
rons/Area  RSV: 0.0027£0.00029 '”t\‘z’:,a/f,“f:’":': (1,12) =1.494 p 202450 —F N RSVAVPA. > 0.9999
VPA: 0.0028£0.00087 s, 42) =0 91 2an0 a0 RSV vs VPA: > 0.9999
; RSV F (1. 12) = 0.6828 p =0.4247 L :

CA3  RSV+VPA0.0032:0.0034 RSVvsRSV+VPA. 08657
VPAvs RSV4VPA: > 09999

HC: hippocampus; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant. *p<0.05. **p<0.01,
#trend. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsv:
4. Nvpa: 4. Nrsv+vpa: 4.



Supplementary Table S2. Distribution profile of PV neurons in the HC

Mean  SD F (DFn. DFd); p Value Pairwise comparisons
CON vs RSV: > 0.9999
PV CON: 0.00022£0.000023 . . _ CON vs VPA: > 0.9999
IArea RSV:0.000210.000030 "{}g’:_df’} '; S*_ 15)0_3706322?0_&320 CONvs RSV+VPA: > 0.9999
VPA0.000230.000040 Ll : 1)2)'= piothnl e RSV vs VPA: >0.9999
CA1  RSV4VPA:0.0002040.000030 (@, 685 p =0. RSVvsRSVAVPA = 09999
VPA vs RSVAVPA: > 0.9999
CONvs RSV: > 0.9999
. CON: 0.054£0.009 . CON vs VPA: > 0.9999
PV/Ratic RSV-0.047:0.008 Interaction:F (1, 12) =0.0014 p 20970 —FAN . RSV+VPA: > 0.9999
VPA: 0.057£0.005 WP F(1,12) 204375p20.0208 RSV vs VPA: 06772
CA1 : RSV:F (1, 12) = 3.089 p=0.1043
RSV4VPA:0.0500.011 RSVvsRSV+VPA. > 0.9999
VPAvs RSV4VPA: > 0.9999
CONvs RSV: > 0.9999
CON: 0.00016£0.000036 . CON vs VPA: >0.9999
PVIArea  p5v-0.00014£0.000035 e P 18 a0 20285  _CONVsRSVsVPA__ 04516
VPA: 0.00016£0.000021 oE (1. 457~ 0 0518500180 RSV vs VPA: > 0.9999
CA2 ; RSV F (1. 12) = 3.561 p =0.0836# L :
RSV4VPA:0.0001240.000024 RSVvsRSV+VPA. > 0.9999
VPAvs RSVAVPA. __ 0.3096
CONvs RSV: 0.05256
. CON: 0.044+0.008 . _ _ CON vs VPA: > 0.9999
PVR&io RSV-0.05740.005 '”{/e,;aAc,",S“'F (1,12) =4.109 p =0.0655# —F5Q" T RSVsVPA: > 0.9999
VPA: 0.050£0.013 oF(1,42)= 08387 p 20229/ RSV vs VPA: > 0.9999
CcA2 . RSV F (1. 12) = 0.3637 p =0.5577 :
RSV-+VPA: 0.043:0.011 RSVvsRSV+VPA. 04130
VPAvs RSV4VPA. > 09999
CONvs RSV: 0.3139
CON:0.0002320.000043 . CON vs VPA: > 0.9999
PVIArea  £5\/:0.00018£0.000017 Interaction: F (1, 12) =0.975p =0.342  —F5" s RSVZVPA.  0.0300°
VPA0.00023 0.000040 VPAE1,12) = 0.6635p ~0:4312 RSV vs VPA: 0.2519
CA3 , RSV: F (1, 12) = 16.27 p =0.0017* : -
RSV+VPA: 0.000160.000019 RSV vsRSV+VPA. > 0.9999
VPAvs RSVAVPA.  0.0240"
CON vs RSV: > 0.9999
PV Ratio CON:0.0720.013 - ] i} CON vs VPA: 0.7366
RSV:0.0630.004 '”t\j",a/f,t',‘:’” '1F 212' 1_221'72525% %5‘8&67 CONvs RSV+VPA. __ 0.1433
CA3 VPA0.059:0.013 e Y e RSV vs VPA: > 0.9999
RSV+VPA: 0.052:0.011 iy ' ' RSVvsRSV+VPA. > 0.9999
VPA vs RSVAVPA. > 0.9999
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PV: parvalbumin-positive interneuron; HC: hippocampus; SD: standard deviation. p <0.05 was con-
sidered significant. *p<0.05. *p<0.01, #trend. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test
followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsv: 4. Nvea: 4. Nrsv+vea: 4.



Supplementary Table S3. Distribution profile of CB neurons in the HC

Mean * SD F (DFn. DFd); p Value Pairwise comparisons
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VPA: 0.000044:0 000028 Lt i 1})' e gt RSV vs VPA: 0.0224%
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/Area RSV: 0.000068£0.000014 '"{fgi?';f_’“f 1(2) 1_03 : 502'625(‘)’ 6&‘;‘}3 5 “TCONvsRSV+VPA. _ 0.1082
VPA: 0.00004420.000019 v F(“’ ! 0))': el o RSV vs VPA: 0.4995

CA3  RSV+VPA: 0.000030:0.000013 £ (s JReLP=Y; RSV vs RSVAVPA. 008587
VPA vs RSVFVPA. > 0.9999
CON vs RSV > 0.9999

cB CON: 0.02240.005 . CON s VPA: 0.1836
Ratio RSV: 0.02220.006 Interaction: £ (1, 10) =~ 0.679p 20,129 _CON vs RSV+VPA __ 00347*
VPA' 0.0130.004 2 . 1k= 1020 p=0.001 4 RSV vs VPA: 0.1434

: RSV F (1, 10) = 0.8092 p =0.3895 . 01434

CA3 RSV+VPA: 0,090,003 RSV vs RSVAVPA.  0.0254
VPA vs RSV#VPA. > 0.9999

CB: calbindin-positive interneuron; HC: hippocampus; SD: standard deviation. p <0.05 was consid-
ered significant. *p<0.05. **p<0.01, #trend. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test
followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsv: 4. Nvra: 4. Nrsv+vpa: 3.



Supplementary Table S4. Distribution profile of SOM neurons in the HC

Mean £ SD F (DFn. DFd); p Value Pairwise comparisons
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CA1  RSV+VPA: 0.00021£0.000048 AL : : RSV vs RSV4VPA. 0.2745
VPA vs RSV+VPA: 05772
CON vs RSV: > 0.9999
SOMRa- CON: 0.0340.0008 . CON vs VPA: >0.9999
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, RSV: F (1, 12) = 0.4506 p =0.5148 L :
CA1  RSV+VPA: 0.045:0.0052 RSVvsRSV4VPA. > 0.9999
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SOMRa- CON: 0.038£0.0054 . CON vs VPA: > 0.9999
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SOM: somatostatin-positive interneuron; HC: hippocampus; SD: standard deviation. p <0.05 was
considered significant. *p<0.05. **p<0.01, #trend. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric
test followed by Bonferroni. Ncon: 4. Nrsv: 4. Nvea: 4. Nrsv+vpa: 4.



Supplementary Table S5 - Information on key immunofluorescence and western blotting re-
agents

Immunofluorescence
Reagent Supplier Code Dilution and Time
) 1:500 in PBS-Triton 0.1%
Anti-NeuN (Mouse) Merck MAB3771 overnight at 4°C
. H Tri 0,
Anti-NeuN Abcam Apt77ag7 000 I PBS-Trilon 0.1%
overnight at 4°C
R s 5
Anti-Parvalbumin Abcam Abedsss |00 in PBS-Triton 0.1%
overnight at 4°C
. H “Tri 0,
Anti-Calbindin Abcam 177100 e ke
overnight at 4°C
. H Tri 0,
Anti-Somatostatin Sigma-Aldrich G o el
overnight at 4°C
Alexa Fluor 488 Goat Anti- 1:2000 in PBS-Triton 0.1% in
Mouse IgG (H+L) Nolecine Ficoes AeT1028 room temperature for 1h
Alexa Fluor 594 Goat Anti- 1:2000* in PBS-Triton 0.1%
Rabbit IgG (H+L) Molecular Probes Ap150080 in room temperature for 1h
DAPI Nucleic Acid Stain Invitrogen MP01306 30 uL per slice
Mounting Medium Fluorshield ~ Sigma-Aldrich F6182-20ML 30 uL per slice
* In SOM* assay, the concentration was 1:1000
Western blotting
Reagent Supplier Code Dilution
GABAA (goat) Santa Cruz Biotechnology sc-31405 1:250 in 5% BSA-0.1%TTBS
GABAB (rabbit) Santa Cruz Biotechnology sc-14006 1:500 in 5% BSA-0.1%TTBS
Gephyrin (rabbit) Abcam ab32206 1:500 in 5% BSA-0.1%TTBS
Neuroligin-2 (rabbit) Abcam ab36602 1:500 in 5% milk -0.1%TTBS
PSD-95 (rabbit) Abcam ab18258 1:500 in 5% BSA-0.1%TTBS
Synaptophysin (mouse) SIGMA Aldrich S5768 1:1000 in 5% BSA-0.1%TTBS
Anti-B-actin (mouse) SIGMA Aldrich A1978 1:3000in TTBS
1gG-HRP (goat) Santa Cruz Biotechnology sc-2354 1:1000 in 5% BSA-0.1%TTBS
IgG-HRP (mouse) Santa Cruz Biotechnology sc-2314 1:1000 in 5% milk-0.1%TTBS
1gG-HRP (rabbit) Santa Cruz Biotechnology sc-2004 1:1000in 0.1%TTBS
Common reagents
PBS 0.1 M pH 7.4 Phosphate-buffered saline
SDS 10% Sodium dodecyl sulfate
EDTA 100 mM Ethylenediamine tetraacetic acid
TRIS/HCI buffer 500 mM pH 8  Tris(hydroxymethyl)aminomethane and chloridric acid
TBS TRIS buffer

TTBS 0.1%Tween20-TBS




CA2

Figure S1. Illustrative scheme of the regions analyzed in this study. A) Representation of the mPFC and the three subre-
gions evaluated (aCC, PrL, and IL), each one subdivided according to the cortical layers: upper layers (II/IIl) and deeper
layers (IV/V). The total number of neurons, the number of each interneuron (PV+, CB+, and SOM+), and the ratio (inter-
neuron/total neurons) were evaluated in both subdivisions of cortical layers in the three subregions. The amount observed
in the deeper + the upper layers of a subregion was added to calculate the total for the whole subregion. Data for the whole
mPFC was calculated as the sum of the amount observed in alle subregions. B) Representation of the hippocampus and
the four evaluated subregions (DG, CAl, CA2, and CA3). In each of them, the total number of neurons, the number of
each interneuron (PV+, CB+, and SOM+), and the ratio (interneuron/total neurons) were evaluated. C) Illustrative image.
aCC, anterior cingulate cortex; CA, cornu ammonis; CB, calbindin-neurons; DG, dentate gyrus; IL, infralimbic cortex;
mPFC, medial frontal cortex; PrL, prelimbic cortex; PV, parvalbumin-neurons; SOM, somatostatin-neurons.
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Figure S2. Compilation of the databases from ASD or associated models analyzed in this study. The five databases (de-
scribed in Table 1) are organized according to the time-point of embryo development (where applicable) with the most
relevant pathways listed in the left column. Gray squares represent pathways associated with the DGEs in general; Orange
squares represent pathways specifically associated with upregulated DGEs; and blue squares represent pathways specif-
ically associated with downregulated DGEs. The numbers in the bottom line represent the percentage of orthologs iden-
tified in the SFARI database, *indicate that a mean was obtained from all of the cells associated with the specific region.
Cort.: cortex; CS: cortical subplate; DGE: differentially expressed genes; GE: ganglionic eminence; IN: interneuron; L: layer;
OLIG: oligodendrocyte; Org: organoid; RG: radial glia; S IN: striatal interneuron; SVZ: subventricular zone.
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Supplementary Figure S3. Ponceau staining of the nitrocellulose membranes - mPFC
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Supplementary Figure S4. Nitrocellulose membranes mPFC. A) GABAa; B) GABAs; C)
Gephyrin; D) PSD-95; E) Neurolygin-2; F) Synaptophysin. In the image, B-ac stands for B-actin.
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Supplementary Figure S5. Ponceau staining of the nitrocellulose membranes — HC
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Supplementary Figure S6. Nitrocellulose membranes HC. A) GABAAa; B) GABAs; C) Gephyrin;
D) PSD-95; E) Neurolygin-2; F) Synaptophysin. In the image, B-ac stands for $-actin.
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by
impairments in both communication and social interaction, besides repetitive or stereotyped
behavior. Although the etiology is unknown, environmental factors such as valproic acid
(VPA) increase the risk of ASD onset. Resveratrol (RSV), a neuroprotective molecule, has
been shown to counteract the effects of intrauterine exposure to VPA. We aimed to evaluate
histological parameters related to hippocampal morphology and to the distribution of
parvalbumin- (PV), calbindin- (CB), and somatostatin-positive (SOM) interneurons sub-
populations, in addition to evaluate the total/phosphorylation levels of PTEN, AKT, GSK3p
and total CK2 in the animal model of autism induced by VPA, as well as addressing the
potential protective effect of RSV. On postnatal day 120, histological analysis showed a loss
in total neurons in the dentate gyrus (DG) and decreased CB+ neurons in DG and CA1 in
VPA animals, both prevented by RSV. In addition, PV+ neurons were diminished in CA1,
CA2, and CA3, and SOM* were interestingly increased in DG (prevented by RSV) and
decreased in CA1 and CA2. A hippocampal lesion similar to sclerosis was also observed in
the samples from the VPA group. Besides that, VPA reduced AKT and PTEN
immunocontent, and both VPA and RSV increased CK2 immunocontent. Thus, this work
demonstrated long-term effects of prenatal exposure to ASD in different sub-populations of
interneurons, structural damage of hippocampus, and also alteration in proteins associated
with pivotal cell signaling pathways, highlighting the role of RSV as a tool for understanding
the pathophysiology of ASD.

Keywords: Autism Spectrum Disorder, resveratrol, animal model, hippocampus,

interneuron, long-term alterations.
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1. INTRODUCTION

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a highly prevalent neurodevelopmental disorder
- affecting 1:54 children in the USA, the ratio of 4.3 boys to 1 girl (Maenner et al., 2020) -
characterized by impairments in communication and social interaction, as well as repetitive
and stereotyped behaviors (American Psychiatric Association, 2013). Despite extensive
studies, the etiology of ASD remains unclear; however, it is already known that the final
phenotype depends on the interaction between genetic and environmental risk factors
(Gottfried et al., 2015). Among the environmental risk factors, the use of the anticonvulsant
and mood stabilizer valproic acid (VPA) during pregnancy stands out (Dietert et al., 2011).

In addition to the main characteristics of this disorder, electrophysiological changes
are also commonly described, including an imbalance in the delicate excitatory-inhibitory
ratio (E/I) in different brain structures (Nelson and Valakh, 2015; Dickinson et al., 2016; Sohal
and Rubenstein, 2019; Bruining et al.,, 2020). The dysfunctional predominance of
glutamatergic action over GABAergic is one of the most frequent hypotheses to explain the
E/l alterations (Marin and Rubenstein, 2003; Yizhar et al., 2011; Selten et al., 2018) in the
central nervous system (CNS).

Interneurons promote the organization of circuits associated with cortical minicolumns
and integrate stimuli among different cortical and subcortical regions. Within the
subpopulations of these cells, parvalbumin (PV*) and somatostatin (SOM*) positive cells
stand out as the most predominant (constituting about 70% of interneurons), in addition to
other smaller subpopulations such as calbindin positive (CB*) (Kelsom and Lu, 2013).

In ASD patients, there are descriptions of reduction in PV+ neurons in the prefrontal
cortex (Hashemi et al., 2017), while CB* neurons have increased density in the dentate gyrus
(DG) (Lawrence et al., 2010), but there are no findings describing SOM™ alterations. Deficits
in PV*interneurons have already been observed in the cortex of mice with Mecp2 gene
deletion, in the parietal cortex of animals from the VPA model (Gogolla et al., 2009), and in
the prefrontal cortex of animals from the maternal immune activation model (Meyer et al.,
2008). Regarding SOM* interneurons, there are only descriptions of disorders associated
with ASD.

The hippocampus (HC), a brain structure closely associated with memory, also
contributes to several other behavior components, including sociability, flexible cognition
(Rubin et al., 2014), and attention (Goldfarb et al., 2016). Interestingly, interneurons are
fundamental to perform these functions: SOM+ interneurons are instrumental in keeping
hippocampal synchrony, promoting electrophysiological balance and connectivity

(Flossmann et al., 2019)/, while PV* interneurons of ventral HC displayed important function
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in social memory and social novelty recognition (Deng et al., 2019). Deficits in signaling
mechanisms can also contribute to HC dysfunction, for example, the loss of PTEN in neurons
of the DG induced increased excitability and connectivity (Santos et al., 2017; Skelton et al.,
2019) and the hyperactivity of AKT-mTOR in the HC was associated with ASD-like behaviors
(Xing et al., 2019).

Besides that, biological pathways associated with neural plasticity (CHU et al., 2013;
WEI; HAN; ZHAO, 2020), such as AKT/GSK3B and CK2/PTEN, likewise can modulate
interneurons. Loss of AKT signaling in cortical interneurons was already associated with
reduced cell number (Carriere et al., 2020) whereas inhibition of AKT reduced the number
of PV* cells in the HC (Chang et al., 2016). Studies suggest that GSK3p activity can be
modulated by prenatal exposure to VPA (Caracci et al., 2016; Go et al., 2012; Wu et al,,
2017) and, interestingly, the inhibition of AKT/GSK3p induced apoptosis of immature
interneurons, leading to cell loss (Wei et al., 2020). The phosphatase and tensin homolog
(PTEN) conditional knockout (KO) mice present ASD-like behavior and morphological
neuronal changes (Cupolillo et al., 2016; Lugo et al., 2014; Shin et al., 2021), besides
changes in the composition of interneuronal subpopulations, increasing PV* in detriment of
SOM* (Vogtet al., 2015). Moreover, the specific KO of PTEN in both PV* and SOM+ induced
ASD-like behavior (Shin et al., 2021). The casein kinase 2 (CK2) is a serine-threonine kinase
protein that inactivates PTEN by phosphorylation (Borgo and Ruzzene, 2019). No evidence
of a direct CK2 role in interneurons was already described; however, this protein already
demonstrated important roles in the HC GABAergic signaling (Kim et al., 2020; Qin et al.,
2021).

Recently, neuroimmune aspects have been largely associated with various disorders,
including ASD (Gottfried et al., 2015). In this context, arises the resveratrol (RSV), a
polyphenol widely studied in different diseases such as cancer, cardiovascular disorders,
and diabetes due to its antioxidant and anti-inflammatory effect (Berman et al., 2017).
Besides, RSV prevented behavioral and molecular changes in the VPA model, which has
marked pro-oxidant and pro-inflammatory characteristics (Bambini-Junior et al., 2014,
Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch et al., 2018). Thus, RSV emerges as an important method
for assessing neuroimmune changes through its potential neuroprotective effect.

Here, we aimed to evaluate histological parameters related to hippocampal
morphology and to the distribution of PV*, SOM*, and CB" interneurons sub-populations, in
addition to evaluate the total/phosphorylation levels of PTEN, AKT, GSK3p, and CK2 in the
animal model of autism induced by VPA, as well as assessing the potential protective effect
of RSV.
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2. RESULTS

2.1. Intrauterine administration of RSV prevented hippocampal long-term structural
alterations in the VPA animals.

Prenatal exposure to VPA induced substantial structural alterations in the HC of adult
animals (Figure 1B), leading to a discontinuity of the granule cell layer in the DG (Figure 1C)
and a loss of neuronal compaction in the CA1 (Figure 1D). RSV entirely prevented the impact

of VPA on these parameters.

2.2. Intrauterine administration of RSV prevented the long-term neuronal loss in the
dentate gyrus of the VPA group.

RSV treatment prevented the decrease in the number of total neurons in the DG
present in animals prenatally exposed to VPA (F(1, 11) = 11.59, p interaction = 0.0059,
Figure 2A). No significant differences were observed in the CA1 (Figure 2B), CA2 (Figure
2C), and CA3 (Figure 2D) subregions. All neuron counts were normalized by area.

Supplementary Table 1 comprises all means, standard deviation, and detailed statistics.

2.3. Intrauterine administration of RSV prevented long-term CB* and SOM* interneuron
alterations in the dentate gyrus induced by prenatal exposure to VPA.

Regarding specific interneuron subpopulations, RSV treatment prevented the
decrease in the number of CB* Neurons/Area induced by prenatal exposure to VPA (F(1,10)
=12.43; p interaction = 0.0055, Figure 3A1). No differences were seen in CB* Ratio/Total
Neurons (Figure 3A2). In addition, no significant differences were observed in either PV*
Neurons/Area (Figure 3B1) or PV* Ratio/Total Neurons (Figure 3B2).

Interestingly, significant differences were observed in both factors separately (F(1,11)
= 11.03, p RSV <0.0001; F(1,11) = 45,52, p VPA <0.0001) in SOM* Neurons/Area (Figure
3C1). RSV prevented the increase in SOM* Ratio/Total Neurons induced by prenatal
exposure to VPA (F(1,11) = 8.821; p interaction= 0.0127, Figure 3C2).

The illustrative Figure 3 shows CB* neurons (Figure 3A), PV* neurons (Figure 3B),
and SOM* neurons (Figure 3C) in the DG. All neuron counts were normalized by area.
Supplementary Tables 2, 3, and 4 comprise all means, standard deviation, and detailed

statistics for CB*, PV*, and SOM" interneurons, respectively.
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2.4. Intrauterine exposure to VPA induced long-term alterations in CB*, PV*, and SOM*
interneurons parameters in the CA1 subregion, whilst RSV prevented CB* and PV*
parameters, as well as demonstrated a per se effect in SOM*.

RSV prenatal treatment prevented both the decrease in CB* Neurons/Area (F(1,10)
= 27.50, p interaction = 0.0004, Figure 4A1) and CB* Ratio/Total Neurons induced by
prenatal exposure to VPA (F(1,10) = 11.52; p interaction = 0.0068, Figure 4A2).

Again, the prenatal exposure to VPA modified interneuron subpopulations in this
subregion, decreasing the PV* Neurons/Area (F(1,12) = 8.261; p interaction = 0.0140, Figure
4B1). Besides, a decrease in PV* Ratio/Total Neurons was observed in both groups exposed
to VPA with no RSV preventive effects (F (1, 12) =7.634, p VPA =0.0172, Figure 4B2).

No differences were seen in SOM* Neurons/Area (Figure 4C1). Considering SOM*
Ratio/Total Neurons, significant differences were seen in the factors separately (F(1,11) =
12.79, p RSV = 0.0043; F(1,11) = 7.953, p VPA = 0.0167): both prenatal exposure to VPA
and treatment with RSV (including per se effect) decreased SOM* Ratio/Total Neurons
(Figure 4C2).

The illustrative Figure 4 shows CB* neurons (Figure 4A), PV* neurons (Figure 4B),
and SOM* neurons (Figure 4C) in the CA1. All neuron counts were normalized by area.
Supplementary Tables 2, 3, and 4 comprise all means, standard deviation, and detailed

statistics for CB*, PV*, and SOM" interneurons, respectively.

2.5. Intrauterine exposure to VPA induced long-term alterations in SOM* and PV*
interneurons parameters in the CA2 subregion, without preventive effect of RSV.

No significant differences were found in either CB* Neurons/Area (Figure 5A1) or CB*
Ratio/Total Neurons (Figure 5A2) among groups, as well as PV* Neurons/Area (Figure 5B1).
However, the VPA administration during pregnancy decreased PV* Ratio/Total Neurons
(F(1,12) = 7.043; p VPA = 0.0210) without RSV prevention (Figure 5B2).

Regarding SOM®, there was a significant difference only in the effect of VPA (F(1,11)
= 7172, p VPA = 0.0215), decreasing SOM* Neurons/Area in comparison to groups not
exposed to VPA (Figure 5C1). Besides that, RSV treatment prevented the decrease in SOM*
Ratio/Total Neurons induced by prenatal exposure to VPA (F(1,11) = 18.54; p interaction =
0.0012, Figure 5C2).

The illustrative Figure 5 shows CB* neurons (Figure 5A), PV* neurons (Figure 5B),
and SOM* neurons (Figure 5C) in the CA2. All neuron counts were normalized by area.
Supplementary Tables 2, 3, and 4 comprise all means, standard deviation, and detailed

statistics for CB*, PV*, and SOM" interneurons, respectively.
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2.6. Intrauterine exposure to VPA induced long-term alteration in PV* interneurons
parameters in the CA3 subregion, without preventive effect of RSV.

No significant differences were found in either CB* Neurons/Area (Figure 6A1) or CB*
Ratio/Total Neurons (Figure 6A2) among groups.

Regarding PV*, prenatal exposure to VPA decreased both PV* Neurons/Area (F(1,12)
= 8.859, p interaction = 0.0116, Figure 6B1) and PV* Ratio (F(1,12) = 11.56, p interaction =
0.0012, Figure 6B2).

Lastly, no significant differences were found in either SOM* Neurons/Area (Figure
6C1) or SOM* Ratio/Total Neurons (Figure 6C2) among groups.

The illustrative Figure 6 shows CB* neurons (Figure 6A), PV* neurons (Figure 6B),
and SOM* neurons (Figure 6C) in the CA3. All neuron counts were normalized by area.
Supplementary Tables 2, 3, and 4 comprise all means, standard deviation, and detailed

statistics for CB*, PV*, and SOM" interneurons, respectively.

2.7. VPA induced long-term alterations in the hippocampal immunocontents of AKT,
PTEN, and CK2 without preventive effect of RSV.

The animals prenatally exposed to VPA (VPA and VPA+RSV) presented decreased
levels of PTEN when compared to the other groups (Control and RSV) (F(1,20) = 21.22; p
VPA = 0.0002) (Supplementary Table 5, Figure 7A).

There were significant differences in RSV factor (F(1,19) = 4.406; p RSV = 0.0494)
and VPA factor (F(1,19) = 10.64, p VPA = 0.0041) in the AKT immunocontent, indicating a
decrease in the total AKT levels induced by VPA when compared to the Control group with
no preventive effect of RSV treatment (Supplementary Table 5, Figure 7B).

In addition, prenatal exposure to VPA increased the total CK2 immunocontent
(F(1,20) = 6.628, p = 0.0181) without RSV preventive effect (Supplementary Table 5, Figure
7C).

Finally, no changes were observed in the GSK3p immunocontent (Supplementary
Table 4, Figure 7D) and in the phosphorylation levels of the proteins among groups
(Supplementary Table 5). Supplementary Figures 1, 2, and 3 represent the nitrocellulose
membranes stained with ponceau, as well as images of immunoblottings of the specific

primary antibodies, and of the endogenous marker B-actin, respectively.

3. DISCUSSION
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Considering that most studies investigate behavioral and morphological alterations in
young animals, we set out to evaluate possible changes in the adults of the ASD model
induced by prenatal exposure to VPA. Several studies have been focused on the HC due to
its plasticity and sensitivity to stressors, in addition to being an area where neurogenesis
occurs in adulthood, both in rodents and in humans (Gongalves et al., 2016). Our research
group previously demonstrated age-dependent alterations in the HC of the VPA animal
model regarding glutamate metabolism at P15 and P120 (Bristot Silvestrin et al., 2013). At
P15, the VPA animals had decreased levels of glutamate transporter GLT1 and increased
levels of glutamine synthetase (GS). At P120, the VPA animals had increased glutamate
uptake activity, increased levels of GLT1, increased levels of glutathione (GSH), and
decreased activity of GS. These data demonstrate important glutamatergic alterations in HC,
probably associated with a glutamatergic excitotoxicity pattern already demonstrated in ASD.

In the present study, we demonstrated a significant morphological alteration in
hippocampal regions induced by VPA in adult animals at P120. The altered cellular
composition in the model of ASD is most prominent in DG, particularly in the granular layer.
Moreover, neurons appeared dispersed in CA1. Interestingly, RSV prevented these
alterations, indicating some of the preventive behavioral effects observed in previous works
(Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch et al., 2018) might be related
to direct effects in the HC.

Studies demonstrated the benefits of RSV in restoring hippocampal structure and
connectivity in patients with mild cognitive impairments (Kobe et al.,, 2017) and status
epilepticus (Castro et al., 2017), although no significant effects were observed in behavioral
tasks of memory performance. These findings might suggest possible similar mechanisms
since our previous data revealed no significant effects of RSV in empathy-like prosocial
behavior in RSV+VPA rats of similar age (Fontes-Dutra et al., 2019).

The mechanisms of RSV protection are not well established, but some hypotheses
grow towards the action of RSV in activating SIRT proteins, especially in view of the HDAC
inhibitor action associated with VPA. The hippocampal activity of SIRT1 is fundamental for
cognition, memory and synaptic plasticity (Castrol et al., 2017); a study demonstrated that
miR-134 mediates these functions through CREB (Gao et al., 2010) and, interestingly, we
already demonstrated that RSV normalized the altered levels of mir-134 induced by VPA in
our model (Hirsch et al., 2018). Finally, SIRT1 stimulation of mitochondrial biogenesis and
activity (mediated by PGC-1a) protected the HC from seizure-induced cell death and reduced
oxidative stress (Wang et al., 2015; Chuang et al., 2019), indicating another possible
pathway by which RSV plays neuroprotective effects.
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Hippocampal excitotoxicity has been associated with neuropsychiatric disorders
(Olloquequi et al., 2018), such as ASD (Essa et al., 2013), schizophrenia (Plitman et al.,
2014), epilepsy (Thom, 2014), and many others. In schizophrenia, an altered organization in
the granular layer from DG is observed in GFAP.HMOX10-12m transgenic model, which
astrocytes overexpress the human stress protein heme oxygenase-1 (OX1) (Tavitian et al.,
2019), leading to an "immature" DG associated with changes in its molecular profile. In
epilepsy, age-dependent patterns of DG are observed, such as neuronal loss in granular
cells and CA1 (Pauli et al., 2006; Thom, 2014). These changes in hippocampal structure and
shape are relevant to establish the histological hallmarks of hippocampal sclerosis, which
involves a neuronal loss in hippocampal subregions, gliosis, or both of them in different levels
(Thom, 2014). The present findings suggest possible mechanisms related to this event,
opening an interesting issue to be followed up to characterize glial cell alteration in adult VPA
rats.

Hippocampal interneurons are a highly diverse population of cells, with functions
associated with shape, neurochemical patterns, and location (Maccaferri and Lacaille, 2003).
The evaluation of HC subregions CA1, CA2, CA3, and DG at P120 indicated an expansion
of the damage induced by prenatal exposure to VPA. In addition to the morphological
alteration, also decreased total neurons of DG associated with different natures of alteration
among CB*, PV* and SOM* interneuronal subpopulations.

In DG, VPA reduced the number and the ratio of CB* interneurons, which was
prevented by RSV treatment. CB* interneurons in DG already demonstrated to be influenced
by the electrophysiological status: hippocampal epilepsy in humans induced morphological
impairments on CB* interneurons both hypertrophy of cell bodies and spiny dendrites
(Magloczky et al.,, 2000), and loss of general calbindin expression in this region
(Bandopadhyay et al., 2014), although, in ASD, a previous study demonstrated increased
density of CB" interneurons in DG (Lawrence et al., 2010). Interestingly, in a schizophrenia
animal model, rats demonstrated an important reduction of CB* interneurons in DG (Harte
et al., 2007); complementarily, a recent study demonstrated the critical role of DG CCK*
interneurons (which are mostly CB*) (Pelkey et al., 2017) in the inhibitory plasticity processes
associated with the promotion of enriched early social, sensory and motor experiences (Feng
et al.,, 2020). Furthermore, our group demonstrated that RSV improved early sensory
alterations (Fontes-Dutra et al., 2018) and social and stereotypy impairments (Bambini-
Junior etal., 2014; Hirsch et al., 2018) possibly due to the protection of early loss of important

experiences, preserving this component (CB*/CCK?*) feature of HC inhibitory circuit.
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SOM+ interneurons demonstrated a distinct pattern in DG, not only due to the total
neuronal loss (which could increase the SOM/total neurons by itself) but also due to
increased absolute neuronal numbers. The SOM* cells play important roles in DG, promoting
contralateral HC connectivity (Eyre and Bartos, 2019), organizing granule cell assemblies
associated with memory formation (Yuan et al., 2017) and regulating long term potentiation
(Tallent, 2007). Little is known about SOM* interneurons in the ASD context. Previous work
already demonstrated that the haploinsufficiency of Aridb1 (risk-associated gene for ASD) in
SOM* cells induces stereotypies and learning/memory issues (Smith et al., 2020). In Dravet
syndrome (which is significantly related to ASD behavioral features), SOM* cells presented
reduced excitability (Chao Tai et al., 2014). Although SOM* and CB* cells have different
embryonic origins (MGE and CGE, respectively) (Kelsom and Lu, 2013), one factor is pivotal
to the final interneuron positioning in a specific region: the microenvironment during the
moment of arrival. For SOM™ cells, the present complementary changes in CA1 and CA2
subregions (both in number and ratio, with prevention by RSV only in the CA2 ratio and an
including an apparent per se effect of RSV towards reduction of SOM ratio in CA1) indicate
that VPA may interfere on migration routes, retaining SOM* neurons in DG. Impairments in
CXCL12 signaling, for example, can misplace the interneurons distribution in HC. Indeed,
VPA can interfere with CXCR4 (CXCL12 receptor) (Gul et al., 2009) and induce neuronal
accumulation in DG, which replicates the SOM+ neurons pattern (Danzer, 2019). Thus,
considering that CA1 and CA2 remain altered at some level in the VPA+RSV group, these
changes are probably not related to the core symptoms of ASD.

Differently, RSV may be inducing important effects during pregnancy that prevent DG
interneuron alterations, highlighting this subregion as a possible critical component in ASD.
However, the per se effect of RSV in CA1 highlights the necessity to expand the
understanding of the cellular pathways associated with the placement of interneurons in this
particular subregion. Moreover, the preventive effect of RSV against VPA-induced total
neurons decrease may possibly be related to glutamatergic signaling modulation, such as
the AMPA signaling (Manent et al., 2006) and other pathways of signaling (Luhmann et al.,
2015), providing important clues to support the correct interneuronal positioning in the
RSV+VPA group.

In CA1, we observed important alterations among interneurons subpopulations
induced by VPA, including a reduction in PV* number and SOM® cells. The prenatal
administration of RSV was able to prevent CB* interneurons-decrease in number and ratio.
PV* interneurons have been studied in neurodevelopmental context, description of

impairments in several animal models includes the presence of ASD-like features in mice
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KO for PV (PV'") (Wéhr et al., 2015), downregulation of PV expression in Angelman
Syndrome model (Godavarthi et al., 2014) and altered neuronal layer positioning (increased
ratio in superficial layers II-lll and reduction in deeper layers IV/V) in somatosensory cortex
(Fontes-Dutra et al., 2018). Interestingly, PV* cells in CA1 presents important roles in
memory consolidation (Ognjanovski et al., 2017), particularly social memory (Deng et al.,
2019) and spatial working memory (Murray et al., 2011), indicating that impairments in this
hippocampal subregion may contribute to the empathy-like behavioral alteration that we
observed in ASD model. Interestingly, in CA2 and CA3, we also observed a similar pattern
for PV* cells, which usually are associated with a complex synaptic organization and the
generation of fast-ripples waves (Kohus et al., 2016; Sik et al., 1993), fundamental for
memory, planning, and interactions with other regions like the prefrontal cortex (Buzsaki,
2015; Sullivan et al., 2011).

Related to the evaluated signaling pathways, we demonstrated that RSV could not
prevent the hippocampal changes of total PTEN, CK2, and AKT. However, considering that
no changes were observed in phosphorylation levels and consequently the activity of PTEN,
AKT, and GSK3p among groups, it suggests that, at least in HC from P120 animals, these
proteins might not play an important role in ASD-like features. PTEN KO mice in PV* and
SOM* cells displayed social deficits, repetitive behaviors, and impaired motor
coordination/learning similar to ASD. Besides, these animals presented interneuron-
dependent behavior alterations: PTEN KO mice in SOM* displayed anxiety-like behaviors,
while PTEN KO mice in PV+ presented hyperlocomotion (Shin et al., 2021). Furthermore,
one of the proteins that regulate PTEN is CK2, which can inhibit PTEN activity. Here, we
observed an increase in the levels of this protein, which confirms the decrease in PTEN also
found. Finally, the decrease in AKT may impact mTOR activity which would, in turn, affect
synaptic components (Nicolini et al., 2015). Therefore, even if the protein changes
demonstrated here cannot fully explain the behavioral and morphological issues of the VPA
model, its participation in the autistic phenotype remains to be determined in other brain
structures and age.

In summary, the present data shed some light on the ASD pathophysiology at adult
age, demonstrating long-term alterations of the gestational VPA-exposure in a key brain
region implicated in the many impairments described in ASD, such as sociability and flexible
cognition. Furthermore, the most widely available data refer to infant or juvenile ages; few
studies focus on bringing insights to the progressive damage of ASD in adult stages, which
enhances the translational character of our data as it provides evidence that can improve the

understanding of the symptoms associated with ASD in adult patients. Moreover, the

79



alterations observed in the hippocampal morphology, neuronal composition, and expression
of important signaling proteins contribute to the hypothesis of an E/I imbalance in ASD.
Especially regarding SOM* neurons, this is the first work to our knowledge to demonstrate
the involvement of this interneuron in the VPA-ASD animal model, highlighting a new field of
study in the disorder. Finally, we demonstrated a long-term preventive effect of prenatal
treatment with RSV, being effective in adult ages, particularly related to changes in the

neuronal composition of the dentate gyrus and in the morphology of the HC.

4. CONCLUSION

In summary, we demonstrated that prenatal exposure to VPA induced significant
hippocampal alterations in morphology, neuronal composition, and protein expression in
adult animals with significant preventive effects of RSV. These data highlight the long-term
neuroprotection provided by this polyphenol, especially in DG. Considering that the timing of
a risk factor exposure during pregnancy is pivotal for ASD triggering and development, with
long-term impacts in the nervous system, preventive effects of RSV in HC open new clues
in the understanding of ASD pathophysiology. However, the mechanisms behind this pattern

are still open to study.

5. METHODOLOGY

5.1. Animals

Wistar rats from the Center for Reproduction and Experimentation of Laboratory
Animals (CREAL) were housed in the bioterium of the Department of Biochemistry and
maintained under a standard 12/12h light/dark cycle at a constant temperature of 22+2°C.
The animals had ad libitum access to food and water and were handled following the
guidelines established by the National Council for the Control of Animal Experimentation
(CONCEA) of Brazil. The ethics committee approved this project of the Federal University of
Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS #35733). The animals' euthanasia was performed by
anesthetic overdose with ketamine and xilasine, supplied in concentrations three times
higher than the concentration required to obtain an anesthetic-surgical plan (300 mg/kg and
40 mg/kg, respectively), following the Euthanasia Practice Guidelines of the National Council

for Animal Experimentation Control (Normative Resolution N. 13, 2013).

5.2. Drugs and prenatal treatments
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5.2.1. Drugs

For inducing the model and experimental treatments, we used resveratrol (RSV - 3.6
mg/Kg; Fluxome, Stenlgse, Denmark), dimethyl sulfoxide (DMSO - P.A., equivalent volume
of RSV injection; Merck, Germany), valproic acid (VPA - 600 mg/Kg; Acros Organics, NJ,
USA).

5.2.2. Prenatal treatments

Males and females rats were mated overnight, and pregnancy was verified the next
morning through the presence of spermatozoa in the vaginal smear; after pregnancy was
confirmed, this day was considered the embryonic day 0.5 (E0.5). Pregnant rats were divided
into four groups according to the treatment they received: Control (vehicles), RSV, VPA, or
RSV+VPA. From E6.5 to E18.5, the pregnant rats received a daily subcutaneous injection of
RSV (Fluxome, Stenlgse, Denmark) at 3.6 mg/Kg or dimethyl sulfoxide P.A. (DMSO,
equivalent volume of RSV injection) as previously described (Bambini-Junior et al., 2014;
Fontes-Dutra et al., 2018). On E12.5, pregnant rats received a single intraperitoneal injection
with either VPA at 600 mg/Kg (Acros Organics, NJ, USA) or saline solution 0.9%. Pregnant
rats were isolated in E18 until the litter's birth. We consider the day of the birth the postnatal
day 0 (P0). The female pups were euthanized at postnatal day (P) P21, and only males were
used in this work. After birth and weaning at P21, male offspring were kept until P120. 3-4
animals from different litters per group were used for immunofluorescence assays, and 6
animals from different litters per group were used for western blotting assays. The sample
number for the immunofluorescence assay was CON =4, RSV =4, VPA = 4 and RSV + VPA
= 3; for western blotting, it was 6 for all experimental groups. The animals came from different
litters. The total number of animals used in the study was 10 control, 10 RSV, 10 VPA, and
9 RSV+VPA divided randomly in experiments, generated from 6 control dams, 6 RSV, 12
VPA, and 12 RSV+VPA (the excedent offspring was destined to other projects in order to

use of biological tissue). Loss rate for the VPA groups was 50% in this protocol.

5.3. Immunofluorescence

The tissues fixed and cryopreserved in OCT® were cut in a Leica® cryostat (-20°C)
and the slices (25 pm) corresponding to the HC were placed on histological slides covered
with poly-L-lysine and post-fixed again with 4% paraformaldehyde. We intended to comprise
within the following coordinates: bregma: -2.92 mm, interaural: 6.08 mm, Figure 57 in

Paxinos Atlas (5th edition) - bregma: -3.24 mm, interaural: 5.76 mm, Figure 60 in Paxinos
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Atlas (5th edition). In each histological slide, 3 slices were alternately placed. After that, the
staining was performed using specific primary antibodies for PV, SOM, CB, and NeuN, in
addition to corresponding secondary antibodies associated with a fluorophore (Alexia® 488
and Alexia® 594) and nuclear DAPI dye according to the protocol described by Fontes-Dutra
et al,, 2018. The analysis was performed in duplicates. Technical information, including
concentrations of the reagents used in immunofluorescence assays, are summarized in
Supplementary Table 6. The images were obtained using the Olympus FV1000® confocall
microscope at the Center for Microscopy and Microanalysis (CMM-UFRGS) and the Nikon®
E600 fluorescence microscope at the Department of Biochemistry (UFRGS). Each coronal
section of 25 pm is photographed in stacks by the confocal microscope (on average, 8,
dimensions: 635.9 x 635.9 microns). The analyses were performed using the ImageJ®
software using the Cell Counter plug-in. The quantification was conducted by counting cells
of the 8 stacks of at least 2 slices per animal (all the stacks individually and also with the
overlapping image). The counting is done manually by two trained researchers, who are
blinded for the experimental groups.

Quantitative evaluation was performed by the absolute number of total neurons
(NeuN+) and interneurons (CB*, PV*, and SOM®) - normalized by area - in addition to the
ratio between the number of interneurons and total neurons to obtain a ratio between the
inhibitory (interneuron) and excitatory components (the majority of the total neurons)
according to the following formula: (CB*, PV* or SOM®) Interneurons/Total neurons (based
on Fontes-Dutra et al., 2018). This ratio was made separately for each interneuron evaluated.
These assessments were made in the dentate gyrus (DG), CA1, CA2, and CA3.

Due to the magnification used to capture the images (20x), one counting frame was
obtained in each subfield (subregion) in each hemi-hippocampus. All images were obtained
with a standardized size (635.9x635.9 um?) containing a representative portion of each
subregion DG, CA1, CA2, and CA3. Considering the anatomical differences intrinsic to
biological models, the quantification area of the subregion DG was determined by the contour
of the granular layer whilst the contour of CA1/CA2/CA3 was defined as the delimitation of
the pyramidal cells layer (Supplementary Figure 4). The averages of the areas in the
subfields per animal were DG: 85,104+10,151 um?2; CA1: 39,638+8,445 um?; CA2:
106,168+24,254 um?; CA3: 47,478+8,288 um?, the average of the total area analyzed per
animal was 278,743+33,570 um?. All cells present within the delimited region (and the
interneurons surrounding the pyramidal/granular layers) were quantified. The averages of
the total neurons analyzed in the subfields per animal were DG: 582+64; CA1: 150+18; CA2:
265+42; CA3: 136115, the average of the total neurons analyzed per animal was 1,113+93.
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The averages of CB* neurons analyzed in the subfields per animal were DG: 6.5+1.6; CA1:
3.6+1.2; CA2: 6.7+2; CA3: 3.5%1, the average of CB* neurons per animal was 20.4+4.5. The
averages of PV* neurons in the subfields per animal were DG: 12.5+2.3; CA1:6.7+1.9; CA2:
10.6+1.9; CA3: 5.8+1.4, the average of PV* neurons per animal was 35.6+5.1. The averages
of SOM* neurons in the subfields per animal were DG: 25+12.1; CA1: 5.5£1.79; CA2:
7.75£3.35; CA3: 4.75+1.2, the average of SOM* neurons per animal was 43.2+10.

5.4. Protein immunocontent by Western Blotting

The hippocampal samples were homogenized and prepared in a buffer containing
10% SDS, 100mM EDTA, 500mM TRIS, and protease inhibitor, centrifuged at 14000 g for
20 min at4°C, and the supernatant was collected. Total proteins were quantified by the Lowry
method (LOWRY et al,, 1951), samples were prepared in a buffer containing glycerol,
bromophenol blue, and 500 mM TRIS, and B-mercaptoethanol. Equal amounts of protein
(40ug) were applied to 12% polyacrylamide gels, separated by unidimensional
electrophoresis and transferred to nitrocellulose membranes to detect the immunocontent of
CK2, PTEN, p-PTEN (Ser380, Thr382/383), AKT, p-AKT (Ser473 and Thr380), GSK38 and
p-GSK3p proteins using specific primary antibodies according to the protocol adapted from
(Bristot Silvestrin et al., 2013) The analysis was performed in duplicates. After incubation
with  corresponding secondary peroxidase-associated antibodies (HRP), the
chemiluminescent signal was detected using the ImageQuant™ LAS 4000 system (GE
HealthCare Life Sciences®). The quantification of the relative immunocontent was performed
with the ImageJ® software, and the data were normalized by the endogenous marker -
actin. Technical information, including concentrations of the reagents used in Western

Blotting assays, are summarized in Supplementary Table 7.

5.5. Statistical analysis

The analysis was performed using the GraphPad Prism 6 software (GraphPad
Software, La Jolla, California US). Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests of normality
were applied to determine data distribution. As the data presented a normal distribution, we
chose a parametric test (two-way ANOVA) followed by Bonferroni post-test. When there was
an interaction effect, pairwise comparison was analyzed in the post hoc; when there was no

effect, exposure to factors (VPA or RSV) was analyzed.
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List of Figures

Figure 1: Prenatal exposure to VPA induced morphological changes in the
hippocampus (HC) of P120 animals. A) lllustrative images of HC and subregions. B)
Representative images of immunofluorescence of the total HC labelling NeuN (red). C)
Representative images of DG, arrows point to the main region where VPA induced neuronal
loss (demonstrated with dashed lines in the other groups). D) Representative images of CA1,
the arrow points to the loss of compaction observed in the VPA group (the width lines
highlight the difference observed in the VPA group). Coordinates: bregma: -2.92 mm,
interaural: 6.08 mm, - bregma: -3.24 mm, interaural: 5.76 mm. Scale bar B: 250 ym, Scale
Bar C, D: 50 um. C(Control)=4, R(RSV)=4, V(VPA)=4, R+V(RSV+VPA)=3.

Figure 2: Prenatal exposure to VPA decreased the number of total neurons per area
in the dentate gyrus of P120 animals. Values presented as Mean + SD. Statistical analysis:
two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. CON=4, RSV=4, VPA=4, RSV+VPA=3.
Symbols indicate significant differences in the post test, when the interaction was
significative (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and $: RSV+VPA-VPA p<0.05). Complete statistics
were summarized in Supplementary Table 1. Factors were applied to avoid decimal numbers

in the Y axis.

Figure 3: Representative images of immunofluorescence in the dentate gyrus. A) Cb,
calbindin (green); NeuN (red); DAPI (blue), B) Pv, parvalbumin (green); NeuN (red); DAPI
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(blue), C) Som, somatostatin (red); NeuN (green); DAPI (blue). A representative interneuron
was highlighted in a box in the top corner (scale bar: 10 um). CON=4, RSV=4, VPA=4,
RSV+VPA=3. Scale bar: 50 um. Arrowheads indicate the respective interneurons. RSV
prevented CB* reduction induced by VPA in number (A1), no differences were found for ratio
(A2). No differences among groups were observed for PV* number (B1) and ratio (B2). VPA
increased the SOM* number (C1) and the preventive effect of RSV was observed in SOM*
ratio (C2). Symbols indicate significant differences in the post test, when interaction was
significative (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and $: RSV+VPA-VPA p<0.05). When significant
differences appeared only in separated factors, the difference was represented by lines
indicating p<0.05. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test.
Data demonstrated as mean + SD. Complete statistics were summarized in Supplementary
Tables 2, 3, and 4. The high density of cellular nuclei (stained blue) and neuronal bodies
(especially in the assays where NeuN is marked with red) in some regions result in a
violet/purple color. C: Control; R: RSV; V: VPA; R+V: RSV+VPA. Factors were applied to

avoid decimal numbers in the Y axis.

Figure 4: Representative images of immunofluorescence in CA1. A) Cb, calbindin
(green); NeuN (red); DAPI (blue). B) Pv, parvalbumin (green); NeuN (red); DAPI (blue), C)
Som, somatostatin (red); NeuN (green); DAPI (blue). A representative interneuron was
highlighted in a box in the top corner (scale bar: 10 ym). CON=4, RSV=4, VPA=4,
RSV+VPA=3. Scale bar: 50 um. Arrowheads indicate the respective interneurons. RSV
prevented the reduction in CB* number (A1) and ratio (A2) induced by VPA. VPA induced
reduction in PV* number, not prevented by RSV (B1) and no differences were found for PV*
ratio (B2). VPA and RSV induced reduction in SOM* number (C1) and no differences were
found for ratio (C2). Symbols indicate significant differences in the post test, when interaction
was significative (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and $: RSV+VPA-VPA p<0.05). When
significant differences appeared only in separated factors, the difference was represented
by lines indicating p<0.05. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni post-
test. Data demonstrated as mean + SD. Complete statistics were summarized in
Supplementary Tables 2, 3, and 4. The high density of cellular nuclei (stained blue) and
neuronal bodies (especially in the assays where NeuN is marked with red) in some regions
result in a violet/purple color. C: Control; R: RSV; V: VPA; R+V: RSV+VPA. Factors were

applied to avoid decimal numbers in the Y axis.

Figure 5: Representative images of immunofluorescence in CA2. A) Cb, calbindin
(green); NeuN (red); DAPI (blue). B) Pv, parvalbumin (green); NeuN (red); DAPI (blue), C)
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Som, somatostatin (red); NeuN (green); DAPI (blue). A representative interneuron was
highlighted in a box in the top corner (scale bar: 10 ym). CON=4, RSV=4, VPA=4,
RSV+VPA=3. Scale bar: 50 um. Arrowheads indicate the respective interneurons. No
differences were found in CB* number (A1) and ratio (A2). No differences were found in PV*
number (B1) ratio (B2). VPA induced reduction in SOM* number (C1) and RSV prevented
reduction in SOM" ratio induced by VPA (C2). Symbols indicate significant differences in the
post test, when interaction was significative (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and $: RSV+VPA-
VPA p<0.05). When significant differences appeared only in separated factors, the difference
was represented by lines indicating p<0.05. Statistical analysis: two-way ANOVA followed
by Bonferroni post-test. Data demonstrated as mean + SD. Complete statistics were
summarized in Supplementary Tables 2, 3, and 4. The high density of cellular nuclei (stained
blue) and neuronal bodies (especially in the assays where NeuN is marked with red) in some
regions result in a violet/purple color. C: Control; R: RSV; V: VPA; R+V: RSV+VPA. Factors

were applied to avoid decimal numbers in the Y axis.

Figure 6: Representative images of immunofluorescence in CA3. A) Cb, calbindin
(green); NeuN (red); DAPI (blue). B) Pv, parvalbumin (green); NeuN (red); DAPI (blue), C)
Som, somatostatin (red); NeuN (green); DAPI (blue). A representative interneuron was
highlighted in a box in the top corner (scale bar: 10 ym). CON=4, RSV=4, VPA=4,
RSV+VPA=3. Scale bar: 50 um. Arrowheads indicate the respective interneurons. No
differences were found in CB* number (A1) and ratio (A2). VPA induced reduction in PV*
number (B1) and ratio (B2), without RSV prevention. No differences were found in SOM*
number (C1) and ratio (C2). Symbols indicate significant differences in the post test, when
interaction was significative (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and $: RSV+VPA-VPA p<0.05).
When significant differences appeared only in separated factors, the difference was
represented by lines indicating p<0.05. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by
Bonferroni post-test. Data demonstrated as mean + SD. Complete statistics were
summarized in Supplementary Tables 2, 3, and 4. The high density of cellular nuclei (stained
blue) and neuronal bodies (especially in the assays where NeuN is marked with red) in some
regions result in a violet/purple color. C: Control; R: RSV; V: VPA; R+V: RSV+VPA. Factors

were applied to avoid decimal numbers in the Y axis.

Figure 7. Prenatal exposure to VPA induced changes in the immunocontent of Akt,
PTEN, and CK2 in the hippocampus of adult animals. Prenatal exposure to VPA
decreased the immunocontent of A) PTEN, B) Akt and increased C) CK2, without altering

the content of D) GSK3B. No differences were found for phosphorylation levels
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(Supplementary Table 5). When significant differences appeared only in separated factors,
the difference was represented by lines indicating p<0.05. Values presented as Mean + SD.
Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. CON=6, RSV=6,
VPA=6, RSV+VPA=6. *p <0.05. The immunocontent of PTEN (54 kDa), AKT (60 kDa), CK2
(42 kDa) and GSK3p (46 kDa) was normalized by the B-actin (42 kDa) loading control.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Graphical Abstract
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AKT: AKT serine/threonine kinase 1; GSK-3B: glycogen synthase kinase 3 beta
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Supplementary Table 1: Immunofluorescence reagents information

Reagent Supplier Code Dilution/Volume
Anti-NeuN (Mouse) Merck MAB3771 1:500
Anti-NeuN Abcam Ab177487 1:500
Anti-Parvalbumin Abcam Ab64555 1:500
Anti-Calbindin Abcam Ab82812 1:500
Anti-Somatostatin Sigma-Aldrich  SAB4502861 1:500
Alexa Fluor 488 Goat Anti- Molecular
Ab11029 1:2000
Mouse IgG (H+L) Probes
Alexa Fluor 594 Goat Anti- Molecular
Ab150080 1:2000*
Rabbit IgG (H+L) Probes
DAPI Nucleic Acid Stain Invitrogen MP01306 30 ul per slice

Mounting Medium
Sigma-Aldrich  F6182-20ML
Fluorshield

30 ul per slice

* In SOM*assay, the concentration was 1:1000



Supplementary Table 2: Western blotting antibodies information

Reagent Medium Dilution Supplier Time

Primary Antibodies
Anti-CK2 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #2656 Overnight at 42C
Anti-PTEN 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9559 Overnight at 42C
Anti-PTEN (Ser380,

5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9549 Overnight at 4°C

Thr382/383)
Anti-GSK-3B 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9315 Overnight at 42C
Anti-GSK-3p (Ser9) 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9336 Overnight at 42C
Anti-AKT 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #4691 Overnight at 42C
Anti-AKT (Ser473) 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9271 Overnight at 42C
Anti-AKT (Thr380) 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #9275 Overnight at 42C
B-actin 5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:1000 CST #4967 Overnight at 42C

Secondary Antibody
Goat anti-rabbit Room temperature

5% BSA-TTBS 0,05% buffer 1:2000 BioRad #1706515

IgG-HRP

for 1h
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Supplementary Figure 1: ponceau staining of the nitrocellulose membranes. The groups are

described as C for control group, R for RSV group, V for VPA group and R+V for RSV+VPA group.
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Supplementary Figure 2: nitrocellulose membranes. A) AKT B) PTEN C) CK2 D) GSK3p E) AKT-p308 F)
AKT-p473 G) p-PTEN and H) p-GSK3p.
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Supplementary Table 3: General description of statistics parameters of total neurons in hippocampal
subregions of adult animals. Symbols indicate significant differences in the post test (#: VPA-CON; *:
VPA-RSV, and $: RSV+VPA-VPA p<0.05, while + indicate significant difference in a separated factor -
well described in the respective graph). Values presented as Mean + SD. CON=4, RSV=4, VPA=4,
RSV+VPA=3. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Bonferroni post test. |: factors
interaction; V: VPA; R: RSV.

Region  Parameter Experimental Groups F value P value (post test)

Control:0.006821£0.0001871# . _ _ _
Dentate Total RSV: 0.007320£0.0002551* - F (1, 11)=11.59P =0.0059 00163 (Cort-VBA)

. e  ViF(L11)=4981 P=00962  *=0.008 (RSV-VPA)
Gy NalroneiAma VEAD 0SSOt D0 § RF(L11)=3519 P<0.0001  $=0.002(RSV+VPA-VPA)

Control: 0.004515+0.0004509

Total RSV: 0.004101£0.001115 . e it

CAT " NeuonsiArea  VPA0.003668:00001407 v e b Neidiffeuinons
RSV+VPA:0.003636+0.0007657 ’ ’ e B
Control: 0.002551+0.0002237
Total RSV: 0.002758+7.605e-005 I:F(1,11)=0.5146 P =0.4881
CA2 Neurons/Area VPA: 0.002154+0.0004092 V:F(1,11)=3.309 P=0.0962 No differences
RSV+VPA: 0.002585+ 0.0004047  R:F(1,11)=4.148 P =0.0665
Control: 0.0026670.0001858
: I:F(1,11) =3.530 P=0.0870
CA3 Total RSV: 0.002836:0.0003415 V:F (1, 11) =0.0081 P = 0.929 No differences

Neurons/Area VPA: 0.002959+0.000344 1 ; 8 i
RSV+VPA: 0.00257£0.0002077  R:F(1,11)=0.5505P = 0.4737
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Supplementary Table 4: General description of statistics parameters of total protein and
phosphorylated protein levels in the hippocampus of adult animals. Symbols indicate significant
differences in the post test (#: VPA-CON; *: VPA-RSV, and S: RSV+VPA-VPA p<0.05, while + indicate
significant difference in a separated factor - well described in the respective graph). Values presented
as Mean + SD. CON=6, RSV=6, VPA=6, RSV+VPA=6. Statistical analysis: two-way ANOVA followed by
Bonferroni post test. I: factors interaction; V: VPA; R: RSV.

Protein
AKT

PTEN

CK2

GSK3p

AKT-p308

AKT-p473

p-PTEN

p-GSK3p

Experimental Groups

Control: 1.158 £ 0.2792
RSV: 1.139 +£0.2635
VPA: 0.7497 + 0.1975
RSV+VPA: 1.054 + 0.1918

Control: 1.298 + 0.1658
RSV: 1.168 £ 0.2911
VPA:0.7788 + 0.1705
RSV+VPA: 0.9422 + 0.1243

Control: 0.7075 + 0.2198 #
RSV:1.057 + 0.1848
VPA: 1.094 + 0.1550 #
RSV+VPA: 0.9987 +0.2702

Control: 0.9634 + 0.07165
RSV: 0.8790 + 0.1275
VPA: 0.8622 + 0.1526

RSV+VPA: 0.7144 £ 0.2313

Control: 0.7722 £+ 0.1643
RSV: 0.7932 £ 0.1312
VPA: 0.8595 + 0.1282

RSV+VPA: 0.7604 + 0.1498

Control:0.8823 £ 0.1911
RSV: 0.7709 £ 0.1410
VPA:0.8549 + 0.1603

RSV+VPA:0.8938 + 0.1224

Control: 0.7768 +0.1718
RSV: 0.9135 £ 0.1023
VPA: 0.8584 + 0.1895

RSV+VPA:0.8584 + 0.09705

Control:0.9634 + 0.07165
RSV:0.8790 £ 0.1275
VPA: 0.8622 + 0.1526

RSV+VPA: 0.7144 £ 0.2313

F value

I:F (1, 19) = 1.687 P= 0.2096
V:F (1,19)=10.64 P = 0.0041+
R:F (1,19)=4.406 P = 0.0494+

I: F (1,20) =3.304 P = 0.0841
V:F (1,20)=21.22 P =0.0002+
R:F (1,20) = 0.04162 P = 0.8404

I:F(1,20)=6.628 P = 0.0181
V:F(1,20)=3.608 P=0.0720
R:F (1,20)=2.157 P=0.1575

I:F (1,20)=0.8127 P = 0.3780
V:F(1,20)=1.123 P=0.3019
R:F(1,20)=0.8154 P =0.3773

I:F(1,18)=0.3819 P = 0.5443
V:F(1,18)=0.007512 P = 0.9319
R:F (1,18) =0.4393 P = 0.5159

I:F(1,18)=1.288P =0.2714
V:F (1,18)=0.5333 P = 0.4746
R:F (1,18)=0.2637 P = 0.6138

I:F(1,20)=1.314 P = 0.2653
V:F (1,20)=0.04911 P =0.8269
R:F (1,20)=1.316 P = 0.2648

I:F(1,17)=0.1326 P = 0.7202
V:F(1,17)=3.013 P=0.1007
R:F (1,17)=2.277 P = 0.1497

p value
(post test)

No differences

No differences

#=0.0293 (Cont-VPA)

No differences

No differences

No differences

No differences

No differences
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3. DISCUSSAO

A caracterizagdo do TEA como uma desordem do neurodesenvolvimento
muitas vezes restringe o enfoque dos estudos a idades infantis e juvenis; entretanto,
é relevante compreender a desordem a longo prazo, tendo em vista que individuos
com TEA apresentam reducdo na expectativa de vida, principalmente devido a
alteracbes congénitas, distirbios do SNC e suicidio (HIRVIKOSKI et al., 2016).
Ainda que complexa, a identificacdo precoce de aspectos criticos de cada individuo
aliada a acompanhamentos de longa duracdo viabiliza expressiva melhora na
qualidade de vida (SMITH-DAWALT et al.,, 2019). Sendo assim, no presente
trabalho, buscou-se estabelecer um olhar amplo sobre o TEA, levando em
consideracdo as limitagbes estabelecidas pela pandemia de COVID-19, a qual
demandou adapta¢des para que o curso inicial do raciocinio fosse mantido.

Iniciando com aspectos criticos que envolvem o desenvolvimento pré e
neonatal, optou-se por analisar, na literatura, os FTs em diferentes DNs. Através do
Capitulo | foi possivel estabelecer uma curadoria dos principais FTs associados a
cada desordem, além de demonstrar redes de interacdo, rotas biol6gicas
potencialmente alteradas e momentos de pico de expressdo durante o
desenvolvimento, viabilizando uma base de dados essencial para futuros estudos
envolvendo idades embrionarias.

Na andlise das desordens de cunho genético foi possivel observar que
mutacdes pontuais, especialmente quando ocorrem no dominio de ligacdo ao DNA
dos FTs (DAl et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2021), sdo capazes de induzir alteracdes
importantes a longo prazo. Na sindrome de Rett, mutacdes na proteina MECP2
(SHAHBAZIAN; ZOGHBI, 2001) induzem mudancas de alto impacto, incluindo
contelido alterado dos neurotransmissores GABA e glutamato e de seus receptores
(EL-KHOURY et al., 2014, CALFA et al., 2015), prejuizo na estrutura de 1Gs (SIGAL
et al., 2019), mudancas na estrutura do cortex somatossensorial (LEE; TSYTSAREYV;,
ERZURUMLU, 2017), fungéo prejudicada dos astrocitos (WILLIAMS et al., 2014),
dentre outros. A MECP2 possui um pico amplo de expresséo pré-natal (CARDOSO-
MOREIRA et al.,, 2019), porém ndo ha especificidade de estrutura encefélica
(LAMBERT et al., 2018), indicando expressdo ampla nos diferentes tecidos. Além
disso, esse FT é particularmente sensivel a alteracdes de metilacédo, tendo em vista
que sua ligacdo ao DNA - reprimindo a expressao génica - depende da presenca de
dinucleotideos CpG metilados (FUKS et al.,, 2003). A sindrome de Pitt-Hopkins
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(SPTH) também é associada com modificacbes em um FT de ampla atuacdo no
desenvolvimento, denominado TCF4, e inclui alteracbes na estrutura cortical e
migracdo neuronal (SCHOOF et al., 2020), além de mudancas na glia radial
associadas a via da WNT (WANG et al., 2020) e na fungdo hipocampal (THAXTON
et al., 2018). Ressalta-se, ainda, que alteracdes no TCF4 também sdo amplamente
observadas no TEA e na esquizofrenia (FORREST et al., 2018). O TCF4, entretanto,
possui um pico de expressdo mais tardio e certa especificidade embrionaria de
expressao tecidual, fatos que potencialmente explicam as diferengcas de severidade
em relacdo a sindrome de Rett, tendo em vista que a MECP2 apresenta ampla
expressao nas estruturas encefalicas embrionarias.

As demais desordens genéticas incluem casos raros envolvendo FTs como 0s
da familia SOX. Nesses casos, alteracbes em SOX5, SOX9 e SOX10 estédo
associadas, respectivamente, com sindrome de Lamb-Shaffer (LAMB et al., 2012),
displasia capomélica (KWOK et al., 1995) e sindrome de Waardenburg—Hirschprung
(PINGAULT et al., 1998), caracterizadas principalmente por alteracées sensoriais e
déficits cognitivos. Além disso, alteragcbes em SOX11 estdo associadas com
microcefalia, déficits cognitivos, alteracdo na formacédo dos dedos, caracteristicas
associadas com a sindrome de Coffin-Siris (TSURUSAKI et al., 2014). A diversidade
presente nas determinadas “SOXpatias” € explicada pela funcdo de cada FT
(ANGELOZZI; LEFEBVRE, 2019): SOX5 possui papel importante na condrogénese
e desenvolvimento esqueletal (SMITS et al., 2001) em uma rota dependente de
SOX6 e SOX9 (LIU; LEFEBVRE, 2015); SOX9 participa da formacéo das estruturas
vestibulares e no ouvido interno (PARK; SAINT-JEANNET, 2010); SOX10 regula
diversas fungfes associadas com a dindmica das células da crista neural (WEIDER,;
WEGNER, 2017) e, finalmente, SOX11 faz parte da rota PAX6-BAF de FTs,
essencial para processos de neurogénese (NINKOVIC et al., 2013). Dessa forma, é
possivel observar que mudancas em FTs com fungBes mais restritas e/ou
especificas sdo capazes de induzir alteracbes contundentes durante o
neurodesenvolvimento, sendo essencial o aprofundamento dos estudos em
desordens de etiologia mais complexa como TEA e esquizofrenia.

Além de potenciais alterac6es genéticas, os FTs também s&do extremamente
influenciados por aspectos ambientais, especialmente durante o periodo gestacional
(WORKALEMAHU et al., 2018). As adaptacdes desenvolvidas em resposta a

elementos estressores sdo capazes de induzir alteragées profundas na maquinaria
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de transcricdo (SONG et al.,, 2016), as quais, dependendo do local, momento e
contexto, trazem impactos relevantes nas DNs.

Em estudos avaliando AIM em modelos animais, ja foi possivel observar uma
gama de alteracbes na expressao de FTs na prole como PAX6, STAT (BEN-
REUVEN; REINER, 2019), TBR1 (ZUIKI et al., 2017), REST (CORRADINI et al.,
2018), ARX (NAKAMURA et al., 2019), DLX1, DLX2 (OSKVIG et al., 2012) e outros,
0s quais sao fundamentais em processos como laminacao cortical (BEDOGNI et al.,
2010), desenvolvimento e migracdo de IGs e regulacdo do sistema imunoldgico
(BEN-REUVEN; REINER, 2019; OSKVIG et al., 2012). Entretanto, oS mecanismos
pelos quais uma alteracdo imunoldgica induz impactos em FTs no SNC ainda nao
sdo completamente compreendidos. Hipotetizamos que uma das possiveis rotas
envolvidas nessa sinalizacdo seja a do sistema purinérgico, tendo em vista que esse
€ um dos principais elos entre o sistema imunolégico e o SNC (DI VIRGILIO et al.,
2009). Em animais expostos a AlM, a auséncia de receptores P2X7 ou o tratamento
com um antagonista desse receptor evitou alteracbes comportamentais, distarbios
na laminac&o cortical e falhas na formacéo de sinapses (HORVATH et al., 2019).
Ainda, a exposicdo a aumento nos niveis de ATP circulante induziu danos mais
severos em animais expostos previamente a MIA (ZOLKIPLI-CUNNINGHAM et al.,
2021). Finalmente, existem elos entre mudancas na sinalizacdo purinérgica e
expressao alterada de PAX6 (BURNSTOCK; DALE, 2015; MASSE et al., 2007) e
DLX (GUIBINGA; BARRON; PANDORI, 2014), reforcando um possivel ponto de
conexao.

A exposicao, durante o periodo gestacional, a compostos como o VPA e o
etanol também é capaz de mediar alteragcdo em FTs. A exposi¢do ao VPA modifica a
expressdo de PAX6 (KIM et al., 2014), NEUROD1 (ZENG et al., 2019) e HES1
(KAWADA et al., 2018), inclusive alterando a linha do tempo de expressao de alguns
FTs, o etanol, por sua vez, age sobre PAX6 (ARONNE et al., 2008), POU5F1, SOX2
(SANCHEZ-ALVAREZ et al., 2013) e HSF (ISHII et al., 2017). No caso do VPA, é
possivel que as alteragbes envolvam pelo menos trés aspectos: A) sistema
imunoldgico, visto que a exposicdo ao VPA é capaz de alterar a expressdo de
citocinas e a funcionalidade de células imunoldégicas em modelos animais
(DECKMANN et al., 2018); B) capacidade direta do VPA de induzir inibicdo das
HDACSs, agindo diretamente na maquinaria de transcricdo e modificando o padréo de
expressdo de FTs (GOTTLICHER et al., 2001) e C) inducéo de estresse oxidativo,
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condicdo que ja foi associada com alteracbes em FTs como POU5SF1
(PIORCZYNSKI et al., 2022) e SP1 (KAWAI; ARINZE, 2006). Em relacao ao etanol,
existem diversas descricbes da agdo nos chamados elementos responsivos ao
alcool (do inglés, alcohol responsive elements — ARE) (PIGNATARO et al., 2009),
alterando a acdo de FTs como o HSF1 (CONTET, 2012; UDDIN; SINGH, 2006).
Além disso, o etanol também €é capaz de induzir alteragcdes nos FTs indiretamente
através do estresse oxidativo (LIN et al., 2013). Dessa forma, € possivel observar
como compostos quimicos sdo capazes de afetar uma miriade de aspectos da
transcricao que convergem no contexto das DNs.

Em desordens multifatoriais, a combinacgéo entre os fatores de risco genéticos
e ambientais é determinante para os desfechos observados em cada individuo
(RYLAARSDAM; GUEMEZ-GAMBOA, 2019). No caso do TEA, é possivel que uma
parte relevante do risco genético esteja relacionado a presenca de alelos mutantes
em genes codificantes de FTs. Estudos de GWAS ja demonstraram esse tipo de
associacdo nos FTs TBR1, ADNP e PAX5 (O’'ROAK, B. J. et al., 2014). Além disso,
diversos outros estudos ressaltam a relevancia de alteragdes genéticas em outros
FTs como SOX5 (ZAWERTON et al., 2020), RARB, FEV (DOAN et al., 2019), PITX3
(THE AUTISM SPECTRUM DISORDERS WORKING GROUP OF THE
PSYCHIATRIC GENOMICS CONSORTIUM, 2017), ZNF292 (MIRZAA et al., 2020),
SHOX (TROPEANO et al., 2016), MAZ (DE OLIVEIRA et al., 2018), ATF6 (DONG et
al., 2018) e outros, demonstrando a diversidade de FTs potencialmente envolvidos
nessa desordem. Ainda que existam descricdes de redundancia nas a¢des dos FTs
(WANG et al., 1996), minimas alteracfes ja sdo capazes de estabelecer impactos
importantes (STOLT et al., 2004), especialmente tendo em vista as complexas rotas
de interacao entre os proprios FTs.

Os estudos com modelos animais de TEA auxiliam na elucidagdo de como
componentes ambientais influenciam na desordem. O modelo VPA demonstra os
impactos do risco ambiental, tendo em vista as alteracdes ja descritas em FTs como
PAX6 e TCF4, os quais sé&o envolvidos em processos centrais do SNC, tais como
laminacao cortical, geracao, desenvolvimento e maturacdo de neurdnios (CHEN, T.
et al., 2016; GEORGALA; MANUEL; PRICE, 2011). Nos animais, usualmente utiliza-
se uma alta dose Unica para a inducdo do modelo, gerando um impacto intenso e
pontual (MABUNGA et al., 2015), enquanto em humanos o tratamento usualmente é

continuo e em doses comparativamente menores (CHRISTENSEN et al., 2013).
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Apesar disso, essas duas abordagens possivelmente apresentam uma confluéncia:
enquanto nos modelos animais o dano é tdo abrupto a ponto de ndo poder ser
revertido pelos mecanismos usuais de reparo, em humanos é possivel que as doses
menores, porém continuas, estabelecam um processo gradual de alteracdo de
transcricdo que dificulta reparos ou uso de rotas alternativas. Alteracdes
transcricionais (REPOUSKOU et al., 2020) e epigenéticas (GABRIELE et al., 2018) a
longo prazo ja sdo amplamente relacionadas com DNs e, sendo o VPA um
importante indutor de mudancas transcricionais, especialmente pela inibicdo da
desacetilacdo de histonas (KRAMER et al., 2003), é provavel que essa seja uma
importante rota de alteracdo associada com o risco de TEA.

Como mencionado previamente, um aspecto fundamental no contexto do TEA
sdo as alteracBes no sistema imunoldgico, ja descritas ndo sé em modelos animais
como também em humanos (GOTTFRIED et al., 2015; DECKMANN et al., 2018). No
modelo animal BTBR, ja existem evidéncias envolvendo alteracées imunoldgicas
mediadas por FTs: niveis aumentados de RORy, T-bet e STAT3 e niveis reduzidos
de FOXP3 em células T CD8+, enquanto em células T CD4+ observou-se niveis
aumentados de RORYy, T-bet e STAT3 e niveis diminuidos de FOXP3 e HELIOS
(AHMAD et al., 2018b, 2018d; ANSARI et al., 2017). Mudancas na expressao
génica de STAT3, RORYy, T-bet e FOXP3 também foram identificadas em tecido
encefélico (AHMAD et al., 2018d). Além disso, outras altera¢cdes em sinalizagao por
FTs como GATA3 e JAK1 também foram identificadas em multiplos contextos em
animais BTBR (AHMAD et al., 2017, 2018d). O VPA também possui a capacidade
de induzir alteracdes na sinalizacdo de FTs como STAT3 (NI et al., 2017; ZHU, S;
DENMAN; LEE, 2009), FOXP3 (FAYYAD-KAZAN et al.,, 2010), GATA3 (ROUT;
CLAUSEN, 2009), além de induzir, em modelos animais, desbalanco na producédo
de citocinas como IL-13, IL-6 e TNF-a (DECKMANN et al., 2018). Dessa forma, &
provavel que a exposicdo ao VPA também seja capaz de induzir alteragbes
neuroimunologicas (possivelmente através de regulacdo de FTs), as quais ja sao
sabidamente fatores de risco para DNs.

De maneira geral, foi possivel observar que os FTs estabelecem papéis
extremamente relevantes em diferentes DNs, tanto em contextos mais especificos,
como no caso das “SOXpatias”, quanto em contextos amplos, como o TCF4, que
esta envolvido na SPTH, TEA e esquizofrenia. Aléem disso, 0s picos de expressao

dos FTs no periodo gestacional aliados as descricdes de tecidos e/ou estruturas
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onde esses fatores sdo mais expressos contribuem para demonstrar 0os potenciais
impactos de uma falha na expressao, tanto por questdes genéticas quanto
ambientais, ressaltando a relevancia dos FTs nesse campo de estudos. Finalmente,
a presenca de diversas rotas biologicas alteradas em comum nas diferentes
desordens, especialmente vias do sistema imunoldgico, vias de ciclo celular, via da
WNT e outras, aléem das descricfes de interacdo entre os proprios FTs, ressaltam a
importancia de analisar os impactos de forma ampla e integrativa. Alguns dos temas
recorrentes no capitulo | foram o envolvimento dos FTs na regulagéo da organizacao
das estruturas encefélicas, tais como a definicdo de camadas corticais, além da
regulacdo de processos como a formacdo de sinapses e posicionamento de
neurénios. Tendo em vista esse panorama de informacdes, a andlise pos-natal da
organizacdo cortical, tanto no posicionamento quanto no numero de células
neuronais tornou-se muito relevante no contexto do modelo animal de TEA.

No capitulo Il, o principal enfoque foi analisar componentes inibitérios em
duas regifes encefalicas em animais jovens com o intuito de verificar potenciais
altera¢@es induzidas pelo VPA intradtero, bem como os possiveis efeitos preventivos
do RSV. Ao longo desse trabalho, diversas alteracdes observadas foram associadas
com mudancas observadas em bancos de dados de RNA-Seq (do inglés, RNA
sequencing) e microarranjo de modelos animais de TEA. O intuito desse tipo de
abordagem é trazer um embasamento maior para as hipéteses, viabilizando, ainda,
um dialogo relevante com as informacg6es obtidas no capitulo I.

Iniciando pelo CPFm, foi possivel observar um aumento significativo na
guantidade de neurénios totais de forma geral, especialmente representado pelas
camadas profundas do CPL e do Cl. Aumentos nas dimensdes encefélicas no
contexto do TEA estdo associados, majoritariamente, a dois componentes distintos:
A) Acréscimo no volume causado por edema, condicdo transitéria, porém global
(AYLWARD et al., 2002), que afeta cerca de 20% dos individuos com TEA (SACCO;
GABRIELE; PERSICO, 2015) e B) Aumento na celularidade, especialmente em
regibes como a amigdala (MARKRAM et al., 2008) e o cortex pre-frontal
(COURCHESNE et al., 2011). No nosso grupo, ja ha indicativos de aumento no
volume do CPFm (DECKMANN et al., 2021). No caso do namero de neurdnios
observados no CPFm, ha um paralelo com o aumento de 67% em neurdnios totais
observados em pacientes com TEA (COURCHESNE et al., 2011), demonstrando

gue ambos 0s componentes possivelmente contribuem para as mudancgas na
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citoarquitetura identificadas nessa regido. As informacfes provenientes dos bancos
de dados demonstram a presenca de genes diferencialmente expressos (GDES) em
regides e estruturas chave para a migracdo dos neurbnios excitatorios, tais como a
subplaca cortical, a zona ventricular e a glia radial, evidenciando a possibilidade de
gue uma falha de coordenacdo nessa etapa possa gerar desbalanco na proliferacéo
neuronal. Além disso, o VPA sabidamente atua no ciclo celular de neurdnios néo-
GABAérgicos, os mantendo em etapas proliferativas por mais tempo (FUJIMURA et
al., 2016). Interessantemente, FTs como TBR1 e SOX5, ja descritos como alterados
no contexto do TEA (O'ROAK et al., 2012; PARIKSHAK et al., 2016; ZAWERTON et
al., 2020), conforme observado no Capitulo I, sdo essenciais para a correta
proliferacdo e laminagdo nos neurbnios excitatorios — visto que TBR1 é um dos
GDEs observados em organoides expostos ao VPA (CUI et al., 2020), é possivel
gue essa seja uma via envolvida na alteracdo neuronal observada no Capitulo .

A alteracdo em neurdnios totais, ainda que nao significativa em todas as sub-
regides, implica em um desbalanco na circuitaria a partir do momento em que a
razdo de IGs para neurdnios totais é afetada significativamente. No caso do CPFm
como um todo, o principal impacto identificado ocorreu no IGs SOM+, onde tanto
namero quanto razdo apresentaram reducdo, seguido dos IGs PV+, que
apresentaram alteracdo somente na razdo e finalmente os IGs CB+, que néo
apresentaram qualquer alteracdo nesse nivel. Ao analisarmos as sub-regides
especificamente, foi possivel observar alteragbes significativas em todas as
subpopulacdes de IGs. O tratamento com RSV preveniu diversas alteracoes.

O impacto disseminado em SOM+ remete a um dano precoce induzido pelo
VPA, possivelmente em etapas iniciais do desenvolvimento dessas células. Os
SOM+ sdo originados na porcao medial da GE (EGM) através de um sistema de
sinalizacao inicial baseado no aumento da expressao de SHH seguido da expressao
do fator NKX2-1 (BUTT et al., 2005), visto que esse IG foi o Unico cujo numero
absoluto apresentou alteracdo e observando que sua trajetodria se inicia mais cedo
no embrido é possivel inferir que a alteracédo global ocorre quando as células ainda
estdo etapas proliferativas. Esse resultado corrobora evidéncias de reducdo da
expressdo génica de SHH em embribes no dia E11,5 quando expostos ao VPA em
E9 (MIYAZAKI; NARITA; NARITA, 2005). Além disso, ja foi observado um padréo de
reducdo drastica de SOM+ em diferentes regides encefalicas em modelo animal de
AIM, oposto ao identificado em outros IGs como PV+ e CCK+ (BOKSA et al., 2016),
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sugerindo uma maior vulnerabilidade dos SOM+, ainda que possiveis mecanismos
por tras dessa caracteristica ndo sejam esclarecidos.

Por outro lado, a auséncia de alteragdes no niumero absoluto e a reducao na
proporcdo de PV+ para neurdnios totais indica possivelmente um dano sutil e
potencialmente associado a processos de migracao, ja que a distribuicdo na andlise
de subregibes demonstrou um padrdo anémalo: enquanto o CCa apresenta reducéo
em numero e proporcao, as camadas superiores do PL apresentam um padrdo de
aumento em ambos os parametros. Aliado a isso, observou-se no ANEXO 4 que o
VPA foi capaz de induzir alteracdo na expressdo do FT LHX6 (ainda que nao de
SOX6), o qual é fundamental para o correto desenvolvimento e posicionamento
dessas células ao longo das camadas corticais (LIODIS et al., 2007). Modificacdes
similares foram observadas nos CB+, remetendo, novamente, a possiveis alteracdes
na migracao; entretanto, a baixa quantidade dessa célula na regido possivelmente
contribui para que os impactos nessa subpopulacdo sejam mais restritos.

Alteracdes em IGs no contexto do TEA j& foram descritas em multiplos
contextos, majoritariamente através de evidéncias que demonstram perdas nesse
componente inibitério (NOMURA, 2021). No nosso grupo de pesquisa ja foi
observado um padrdo de alteracdo em neurbnios PV+ no cértex somestésico
analogo ao CPFm, com o VPA induzindo aumento da razdo de PV+ nas camadas
superiores e reduzindo nas inferiores, novamente indicando uma alteragdo na
laminacdo (FONTES-DUTRA et al.,, 2018). No CPFm, disfuncbes em PV+
possivelmente estdo associadas com as alteracfes em sociabilidade observadas no
modelo VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; HIRSCH et al., 2018), tendo em vista
que, nessa regido encefalica, os PV+ medeiam processos sociais complexos como
novidade social (BROWN et al., 2015), memoéria de curta duracdo e flexibilidade
cognitiva (MURRAY et al., 2015). Em relacdo aos CB+, ha descricdo de reducdo na
densidade em modelo de estresse por separacdo neonatal, indicando um possivel
envolvimento desse IG em comportamentos associados com estruturas limbicas
como a amigdala (HELMEKE et al., 2008). Os IGs SOM+ também apresentam
funcdo importante para o comportamento social no CPFm, sendo relacionados com
a capacidade de discriminar estados afetivos (SCHEGGIA et al., 2020) e com a
consolidacdo de memodrias aversivas (CUMMINGS; CLEM, 2020) — no contexto do

TEA, porém, ha escassez de evidéncias sobre esse IG até o momento.
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Nos bancos de dados, evidéncias de KALISH et al., 2020, corroboram a
hipétese de falhas na migracdo uma vez que tanto a GE quanto os IGs provenientes
dessa regido apresentam uma série de alteracdes em diversas vias celulares logo
apo6s a inducédo do referido modelo. E possivel que o VPA trace um paralelo nesse
aspecto, especialmente tendo em vista a sua capacidade de modificar a expresséo
de FTs. O aumento na expressado de LHX6 identificado no CPFm € um indicativo de
uma mudang¢a na maquinaria transcricional a longo prazo, tendo em vista o papel
desse FT no periodo embrionério.

Em relacdo aos parametros sinapticos e de receptores GABAEérgicos no
CPFm, a exposicao intrautero ao VPA foi capaz de reduzir o imunocontetdo de
GABAAa, gefirina e neuroliguina-2, enquanto o tratamento com RSV per se teve efeito
similar nas referidas proteinas sinpticas. Reducbes na expressao de GABAa ja
foram observadas no cerebelo, cortex parietal, cortex frontal (FATEMI et al., 2009) e
CCa (OBLAK; GIBBS; BLATT, 2009) de individuos com TEA. Essa alteracéo
provavelmente tem um reflexo importante em parametros comportamentais, uma vez
que animais KO seletivo para subunidade 5a do receptor GABAa apresentam
caracteristicas do tipo TEA (MESBAH-OSKUI et al., 2017). Além disso, em outros
modelos como o da sindrome de Jacobs, ja se observou prejuizo na sinalizacao
mediada por GABAA (NAKAMURA et al., 2016). Interessantemente, o tratamento
com benzodiazepinicos (agonistas de GABAAa) foi capaz de trazer melhorias
comportamentais no modelo BTBR (HAN et al., 2014). Finalmente, a dinamica de
expressdo de GABAa durante o desenvolvimento é um fator importante para a
migracao de IGs (LUHMANN; FUKUDA; KILB, 2015), sendo mais um possivel fator
que contribui para a alteracao vista na distribuicdo de CB+, PV+ e SOM+ no CPFm.

Em relacdo as proteinas sinapticas, as alteracdes observadas tanto pelo VPA
guanto para o RSV possivelmente apontam para a via da NOTCH, a qual é
sabidamente modulada tanto por RSV quanto por VPA (JI; KE; GAO, 2017). Essa
via possui papel importante na regulacédo do desenvolvimento sinaptico (GINIGER,
2012) e, além disso, foi descrita como alterada no banco de dados de CANALES et
al., 2020, indicando um papel de relevancia no contexto do TEA. Essa via também
foi evidenciada no contexto de FTs em altera¢cdes genéticas e FTs em interacdo com
fatores de risco ambientais, destacando essa rota de sinalizacdo no contexto de
DNSs. Apesar do tratamento com RSV ter efeito similar ao do VPA na via da NOTCH,

ndo se observa indicativos de alteragdes histoldgicas e comportamentais no grupo



123

RSV (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; FONTES-DUTRA et al., 2018, 2019; HIRSCH
et al., 2018). Entretanto, a analise de gefirina no cortex somestésico demonstrou que
0 grupo RSV situava-se em niveis intermediarios entre controle e VPA, sugerindo
que o RSV modula componentes sinapticos (FONTES-DUTRA et al., 2018).

Em relacdo ao HC, foi possivel observar alteracées bem mais sutis do que as
identificadas no CPFm, indicando que, ao menos nessa idade, o dano se concentra
em estruturas corticais como o CPFm e o cortex somestésico (FONTES-DUTRA et
al., 2018). O GD foi a principal sub-regido afetada, especialmente a composicao de
IGs SOM+ e quantidade de neurbnios totais. Esse tipo de alteracao ja foi identificada
em outro estudo com o modelo VPA, onde a alteracdo na disposicdo dos neurbnios
nessa regido foi associada com falhas na sinalizacdo mediada pela quimiocina
CXCL12 e seu receptor CXCR4 (DANZER, 2019), os quais também desempenham
um papel fundamental também na migracdo de IGs. Complementarmente, a
utilizacdo de VPA em animais de modelo de doenca de Alzheimer também foi capaz
de promover neurogénese hipocampal através do aumento nos nives de B-catenina
e da inibicdo de GSK-3[ (ZENG et al., 2019).

Finalmente, a alteracdo promovida exclusivamente em SOM+ no HC compde
uma condicdo que potencialmente altera processos de consolidacdo de memdrias
de medo (ja descritas no TEA, porém com uma abordagem voltada para o papel da
amigdala) (MARKRAM et al.,, 2008) uma vez que estudos apontam que uma
microcircuitaria baseada na inibicdo lateral dos dendritos das células da camada
granular do GD promovida por SOM+ dos dendritos é determinante para esse
processo (STEFANELLI et al., 2016). Os SOM+ sao fundamentais para a integracao
e comunicacdo entre CPFm e HC, pois a inibicdo de SOM+ hipocampais induz
prejuizos na formacdo de memoria de trabalho (ABBAS et al., 2018), de forma que
esse tipo de alteracdo pode contribuir para agravar os prejuizos observados no
proprio CPFm. Por fim, em relacdo as proteinas sinapticas e receptores de GABA,
nao se observou qualquer alteracdo no HC, indicando que o dano se restringiu a
aspectos histologicos e de citoarquitetura.

O efeito preventivo do RSV se destaca no aspecto de composicéo de IGs e
da manutencéo da citoarquitetura do CPFm e de forma parcial no HC. Ao evitar o
aumento de neurdnios totais, além de equilibrar nimeros e proporc¢des de CB+, PV+
e SOM+, é provavel que ocorra uma restauracdo do equilibrio E/I, melhorando

parametros comportamentais, especialmente de sociabilidade, conforme ja foi
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observado em outros estudos do grupo. Diversas hipdteses surgem para explicar
como o RSV pode, de maneira preventiva, dirimir os danos induzidos pelo VPA:

A) O RSV, através de seu papel antioxidante (PINYAEV et al., 2019),
estabelece um potencial protetivo ao dano oxidativo induzido pela exposi¢éo ao VPA
via alteracdo no metabolismo de carboidratos: essa hipotese € embasada pelos
bancos de dados CANALES et al., 2021; CUI et al., 2020 e OSKVIG et al., 2012, que
apontam para disfungdo no metabolismo de carboidratos e no metabolismo
mitocondrial em etapas precoces (E12,5, por exemplo) e que vao progredindo
conforme o passar do tempo. A proliferacdo de progenitores neuronais depende
fortemente da glicose aerdbica como forma de obtencdo de energia (ZHENG et al.,
2016) e, além disso, os mecanismos de geracdo de ROS operam de maneira
refinada como forma de sinalizar a geracao de neurdnios de camadas profundas e
superficiais do cértex (CHUI et al., 2020);

B) A acdo anti-inflamatéria do RSV ocorre por mdultiplas rotas, incluindo a
modulacdo de STAT (COUTINHO et al.,, 2018), FOXP3 (SINGH et al., 2013), e
GATA3 (OKADA et al., 2012), vias ja descritas como alteradas no modelo animal de
TEA BTBR. Nesse mesmo modelo, o RSV foi capaz de mitigar as alteracdes nesses
FTs, trazendo melhora comportamental (BAKHEET et al., 2017). Tendo em vista que
a exposicdo ao VPA induz uma série de altera¢cdes imunolégicas (DECKMANN et
al., 2018), é possivel que essa seja uma via de prevencado do RSV.

C) O RSV, através de seu papel ativador das SIRTs (CHAO et al., 2017)
contrapde a inibicdo das HDACs promovida pelo VPA (GOTTLICHER et al., 2001),
equilibrando distlrbios na maquinaria transcricional: o VPA ja demonstrou papel
relevante na modulagédo de diversos FTs essenciais para o desenvolvimento e
migracao neuronais, incluindo TCF4, PAX6 e outros, conforme visto no artigo de
revisdo presente no Capitulo I. Um dos possiveis mecanismos por tras dessa
influéncia provavelmente € a inibicdo direta de HDACs, as quais possuem ampla
descricdo de interacdo com FTs. Vias como a NOTCH e WNT, descritas como
alteradas nos bancos de dados, também ja foram reportadas como consequéncias
das modificacbes em FTs no Capitulo |, adicionando mais evidéncias a essa
perspectiva. Dessa forma, ao ativar as SIRTs, que sdo HDACs, o RSV poderia
estabelecer um equilibrio durante o periodo de tratamento, evitando o dano brusco
da injecdo em alta dose do VPA.
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D) Estudos in vitro apontam o RSV como um importante modulador de
CXCR4 e CXCL12 (HAJINEJAD et al., 2018; JANG et al., 2019), rota de sinalizac&o
relevante para a composi¢cédo de neurénios do HC e sabidamente alterada pelo VPA
(DANZER, 2019). Essa via especifica poderia estar associada aos resultados de
prevencao observados no GD.

Figura 2: Principais hipoteses de rotas potencialmente alteradas pelo
VPA e moduladas pelo RSV.
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A) O VPA induz aumento nos parémetros: de estresse oxidativo como a geracéo de
espécies reativas de oxigénio. O RSV, através da sua acdo antioxidante, evita danos
a células altamente suscetiveis como 0s precursores neurais; B) O VPA induz
alteracbes pro-inflamatorias, alterando parametros celulares e de citocinas,
enquanto o RSV, através da sua a¢ao anti-inflamatoria, previne essas alteracdes; C)
O VPA inibe as HDACSs, intensificando processos de transcricdo. O RSV é um
estimulador de SIRTs, uma classe de HDACSs, possivelmente equilibrando o efeito
do VPA. D) O VPA modula as vias associadas com o receptor CXCR4 e seu ligante
CXCL12, os quais sao importantes para manutencdo da composi¢cdo neuronal,
especialmente no HC. O RSV também possui acdo modulatéria nessa via,

possivelmente mitigando a acdo do VPA.

As andlises de bancos de dados demonstram, inicialmente, que uma parcela
importante dos GDEs possui uma relevante representacéo na plataforma SFARI, um
dos maiores bancos de dados sobre TEA disponiveis. Além disso, conforme
demonstrado ao longo da discusséao, foi possivel situar diversos dados dentro das
alteracbes observadas, especialmente no CPFm, faciltando a formacédo de
hipéteses mais embasadas.

De forma geral, o desequilibrio no metabolismo de carboidratos parece ser
uma das alteracdes mais precoces induzidas pelo VPA, conforme observado no dia
E12,5 em CANALES et al., 2021 e nos organoides em CUI et al., 2020.
Sabidamente, o VPA é capaz de inibir a ativacdo da proteina GSK3B (CHEN et al.,
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1999), situacao ja associada com um desequilibrio no metabolismo da glicose (PAL
et al., 2014), ressaltando um possivel papel dessa via nesse tipo de alteracdo. Na
sequéncia, diversos bancos apontam para uma regulagdo positiva de genes
associados ao metabolismo mitocondrial CANALES et al., 2021, CUI et al., 2020 e
OSKVIG et al., 2012, sugerindo o estabelecimento de uma alteracdo metabdlica
potencialmente geradora de EROs (BHATTI; BHATTI; REDDY, 2017). O VPA é
capaz de interagir diretamente na mitocondria através de agdo na [(B-oxidacdo de
acidos graxos, interferindo na disponibilidade de carnitina e acetilcoenzima-A (SILVA
et al., 2008), demonstrando uma possivel via que justificaria a alteracdo observada.

Ao longo do desenvolvimento embrionario, é possivel observar uma tendéncia
de aceleracdo da maturacdo neuronal, com regulacdo positiva de componentes
como sinapse, adesao celular e metabolismo de purinas, metabolismo de
neurotransmissores e outros. Em individuos com TEA, ja foram descritas alteracfes
de proliferacdo sinaptica desenfreada, seguida de auséncia de poda adequada
(TANG et al., 2014), além de desbalanco no conteido de neurotransmissores como
GABA e glutamato (HORDER et al.,, 2018), enquanto mudancas no perfil de
sinalizacdo por purinas ja foram amplamente discutidas em modelos animais
(NAVIAUX et al., 2014), conforme sumarizado no capitulo em anexo, demonstrando
aspectos translacionais importantes. Interessantemente, muitas dessas alteracdes
sdo observadas nos organoides expostos ao VPA, reafirmando pontos em comum
com outros modelos animais e in vitro de TEA. Por outro lado, GDEs envolvidos no
ciclo celular, expressdo génica e regulacdo do metabolismo proteico estédo
negativamente regulados, novamente consolidando indicios de que alteracdo na
maquinaria transcricional, especialmente FTs, podem ser um componente
importante na inducéo dos modelos de TEA.

No intuito de expandir as analises para outras etapas do desenvolvimento, a
fim de verificar uma possivel progressdo dos danos observados na idade jovem,
bem como avaliar se as prevencdes do RSV se estendem a vida adulta em animais
de 120 dias, optou-se por analisar, no HC, IGs e componentes de sinalizacao
celular. A escolha da regido se justifica por diversos dados de alteragdes, inclusive
comportamentais. No nosso grupo de pesquisa, observou-se que o VPA induziu
alteracbes comportamentais a longo prazo, prejudicando o comportamento do tipo
empatico em animais de idades similares a abordada no presente trabalho
(FONTES-DUTRA et al., 2019).
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Inicialmente, uma das principais alteracdes hipocampais observadas foi uma
impactante alteracdo morfologica induzida pelo VPA, caracterizada por dois
componentes principais: perda neuronal no GD, concedendo a essa regido um
aspecto “incompleto” e descompactacédo neuronal em CAL. Esse tipo de alteracéo
remete a esclerose hipocampal (KITAURA et al., 2018), um tipo de les&o progressiva
associada a desequilibrios eletrofisiolégicos, especialmente epilepsia (WALKER,
2015). Interessantemente, ja foram identificadas (utilizando técnicas de
eletrofisiologia in vitro) reducbes na frequéncia e no tempo de decaimento de
correntes inibitérias, além da presenca, in vivo, de descargas de ondas lentas
durante o ciclo de vigilia em 40% na regido do cértex sometésico dos animais VPA
em idade jovem, sendo todas essas alteracdes foram prevenidas pelo tratamento
pré-natal com RSV (Fontes-Dutra et al., 2022 — em preparacao). Paralelamente, foi
possivel observar que o RSV também evitou as alteracées morfoldgicas observadas
no HC, sugerindo que, ao evitar alteracdes eletrofisiolégicas desde idades mais
precoces, esse composto acaba agindo de forma neuroprotetora.

Diversos estudos ja& demonstram que o0 RSV possui capacidades
neuroprotetoras em relacdo a danos hipocampais. Em analise de pacientes com
status epileticus se observou que o RSV foi capaz de evitar a progressdao do dano
hipocampal, evitando a progresséo de alteraces comportamentais (CASTRO et al.,
2017), além de melhorar parametros de conectividade, metabolismo de glicose e
neuroinflamacdo (KOBE et al., 2017). Nosso grupo de pesquisa ja observou
alteracdes no HC do modelo animal VPA em relacdo ao metabolismo do glutamato
em P120 (BRISTOT SILVESTRIN et al., 2013). Os animais VPA tiveram aumento da
atividade de captacdo de glutamato, niveis aumentados de GLT1, aumento dos
niveis de glutationa (GSH) e diminuicdo da atividade de glutamina sintetase (GS).
Esses dados demonstram importantes alteracdes glutamatérgicas no HC a longo
prazo, as quais poderiam contribuir para o dano observado.

Os mecanismos envolvidos no efeito preventivo do RSV ainda ndo sao
conhecidos, porém, considerando estudos com outros transtornos psiquiatricos,
podemos destacar a modulacdo de SIRT como uma das hipéteses mais plausiveis.
Em modelo animal de esquizofrenia, o RSV foi capaz de inibir o estresse oxidativo
no HC através do aumento na expressdo de SIRT e BDNF (do inglés, brain derived
neutrophic factor) (NIU; CAO; JI, 2020), efeito similar foi observado em modelo de

declinio cognitivo associado a diabetes (TIAN et al., 2016). As SIRTs também sé&o
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responsaveis por equilibrar a dinamica mitocondrial, regulando, em conjunto com
PGC-1a, aspectos de biogénese e mitofagia com o intuito de promover a
homeostase metabdlica (XU et al., 2018). Esse aspecto é de grande relevancia,
tendo em vista que na andlise de bancos de dados de embribes (abordada no
Capitulo I1) é possivel observar um desbalanco no metabolismo de carboidratos e no
metabolismo mitocondrial j& em idades precoces no contexto do TEA.

Em relacdo aos achados quantitativos em cada sub-regido para neurdnios
totais e IGs, houve impacto diferencial da indugdo com VPA — e, consequentemente
do RSV — no GD, CAl, CA2 e CA3. Similarmente ao que ja tinha sido observado em
animais jovens, o GD se destacou como uma das regides mais afetadas. A reducao
guantitativa em neurdnios totais foi um dos efeitos mais relevantes do VPA, inclusive
explicando a aparéncia descontinua do GD nas observagbes em maior aumento,
novamente com o RSV proporcionando um efeito preventivo na perda neuronal.
Além das hipdteses ja elencadas acerca da acdo do RSV, outro possivel
componente € a neurogénese hipocampal. Em modelo de envelhecimento, o
tratamento com RSV foi capaz de estimular a neurogénese, prevenir ativagao glial e
reatividade microglial, além de otimizar a microvasculatura local (KODALI et al.,
2015). Efeito similar foi observado em animais expostos a estresse pré-natal,
situacdo em que o RSV promoveu a neurogénese, além de restaurar a expressao de
BDNF (MADHYASTHA; SEKHAR; RAO, 2013).

Em relacdo aos IGs, ndo foi possivel observar alteracfes significativas em
PV+ nessa sub-regido, enquanto CB+ demonstrou decréscimo em numero e SOM+
representou a alteracdo mais significativa com aumento em numero e razdo. Em
decorréncia do namero reduzido em CB+, os resultados podem ser mais volateis do
que os demais IGs. Em relacdo aos SOM+, foi possivel observar que o VPA induziu
um aumento no numero independente do tratamento com RSV, porém quando se
observa a razdo de SOM+/neurbnios totais é possivel observar que o tratamento
com RSV é capaz de retomar o equilibrio nessa proporgao.

Alteracbes em CB+ ja foram descritas no contexto do TEA, incluindo um
aumento na densidade no GD (LAWRENCE et al., 2010), entretanto as evidéncias
acabam sendo limitadas. Uma questdo importante a se destacar € o numero
reduzido desse tipo de células, o que acaba interferindo diretamente nas
quantificacdes e gerando oscilagbes que podem ser decorrentes de limitacdes da

técnica. Porém, condi¢cbes como a exposicdo a estresse precoce (LI et al., 2017) e



129

status epileticus induzido por pilocarpina (CARTER et al., 2008) ja foram associados
com reducdo a longo prazo na expressdo de calbindina, sugerindo que
desequilibrios E/I de fato podem interferir nessa subpopulacdo, porém se faz
necessario ampliar as investigacdes para outras regides do HC, como o HC ventral,
a fim de obter um panorama mais amplo.

Referente aos SOM+, foi possivel observar que o dano visto em P30 se
manteve até P120, com o aumento da razdo dessa IG no GD. Interessantemente,
apesar de ndo ser capaz de reduzir efetivamente o nimero de SOM+, o RSV é
capaz de estabelecer um equilibrio na razdo, possivelmente através de uma acéo
parcial no nimero de SOM+ e de uma acdo mais contundente no numero de
neurdnios totais, prevenindo a alteracdo induzida pelo VPA em P120. No contexto
do TEA, h& poucas evidéncias sobre o papel desse IG. Animais KO seletivo para
ARIDB1 (gene de risco para o TEA) em IGs SOM+ e PV+ apresentam
caracteristicas do tipo autista (SMITH et al., 2020); similarmente, animais KO para
MECP2 nesses mesmos neurdnios apresentam caracteristicas da sindrome de Rett,
uma desordem com pontos em comum com o TEA (ITO-ISHIDA et al., 2015).

As demais alteracdes em SOM+ presentes nas sub-regifes CALl e CA2 (tanto
em ndamero quanto em proporcdo, com prevencado do RSV na razdo de CA2 e efeito
per se em CAl), remetem a alteracdes no perfil de migracdo dos IGs, uma vez que
h& concentracdo dessas células no GD em detrimento das sub-regifes. Novamente,
a hipotese da rota de sinalizacdo CXCR4-CXCL12 se destaca, tendo em vista a sua
influéncia na composicao neuronal do HC (DANZER, 2019). Os IGs SOM+ estao
associados com a modulacdo de memorias, especialmente a regulacdo das
dimensGes do engrama (através da inibicdo lateral, os SOM+ restringem a
quantidade de neurdnios associada com a formacdo de determinada memaria)
(STEFANELLI et al.,, 2016), além de induzirem plasticidade sinaptica de longa
durac&o, modulando toda circuitaria hipocampal (HONORE et al., 2021). O fato dos
CB+ apresentarem um padrdo oposto em relacdo aos SOM+ nessa regiao
possivelmente ocorre pelo fato das subpopulacdes serem originadas em locais
diferentes, enquanto SOM+ se concentra na EGM, CB+ esta mais restrito a CGE
(KELSOM; LU, 2013), de forma que o VPA provavelmente atinge essas duas
subpopulacdes de forma diferente.

Em CAl, foi possivel observar alteracdes nas trés subpopulacdes de IGs,

ainda que em neurénios totais 0 niumero ndo tenha sido alterado, ainda que o VPA
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tenha induzido descompactacdo da camada granular. O VPA foi capaz de induzir
reducdes no numero PV+ e células SOM+. A administracdo pré-natal de RSV
preveniu diminuices no numero e razdo de CB+. Os PV+ dessa regido ja foram
associados com processos de consolidacdo de memérias (OGNJANOVSKI et al.,
2017), formacdo de memoria de trabalho espacial (MURRAY et al.,, 2011) e
memorias sociais (DENG et al., 2019). O padréo similar de resultado para PV+
observado em CA2 e CA3 possivelmente contribui para alteracdo na circuitaria
hipocampal, tendo em vista que os PV+ sdo importantes reguladores das vias que
conectam CA1, CA2 e CA3 (NASRALLAH et al., 2019). Esse conjunto de evidéncias,
novamente, remete aos dados observados para comportamento social do tipo
empéatico no modelo VPA: é possivel que o RSV seja capaz de mitigar alteracdes
sociais em idades mais avancadas, conforme ja indicado em estudos do grupo para
outras idades, porém parametros associados com memoéria a aprendizado
(essenciais para desempenho do comportamento avaliado, que consiste na abertura
de um aparato para liberacdo de um animal coespecifico) ndo sédo totalmente
contemplados, mantendo o prejuizo comportamental (FONTES-DUTRA et al., 2019).

Em relacdo as vias de sinalizacdo avaliadas, observou-se que o RSV nao
conseguiu prevenir as alteracbes hipocampais de PTEN total, CK2 e AKT
observadas no grupo VPA. No entanto, ndo ocorreram alteracdes nos niveis de
fosforilagdo e, possivelmente, na atividade de PTEN, AKT e GSK3[3. Camundongos
KO especifico para PTEN em células PV+ e SOM+ apresentaram déficits sociais,
estereotipias e coordenacdo motora/aprendizagem prejudicada de forma similar ao
observado no TEA. Além disso, esses animais apresentaram alteracfes
comportamentais especificas conforme o tipo de neur6nio alterado: camundongos
KO PTEN em SOM+ exibiram comportamentos semelhantes a ansiedade, enquanto
camundongos KO PTEN em PV+ apresentaram hiperlocomocdo (SHIN; SANTI;
HUANG, 2021). A alteracdo observada em PTEN pode ter associacdo com CK2, que
estda aumentada no grupo VPA, uma vez que a capacidade inibitéria de CK2 sobre
PTEN (BARATA, 2011) possivelmente também modula seus niveis e/ou atividade.
Finalmente, a diminuicdo de AKT pode impactar a atividade do mTOR que, por sua
vez, afeta a regulacdo da memoria hipocampal, tendo em vista que os IGs SOM+
depende do complexo mTORC1 para desempenhar atividades associadas com
consolidacdo de memodrias aversivas e memorias espaciais (ARTINIAN et al., 2019),

€ possivel que essa alteracéo se some as disfungdes observadas nessas células.
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Ainda que as alteracbes nas proteinas descritas ndo possam explicar
completamente as questbes comportamentais e morfologicas do modelo VPA, a
andlise da sua participacdo no contexto do TEA deve ser expandida para outras
regides e idades, tendo em vista o papel relevante em diversas funcbes dos IGs.
Ainda, como ja citado, essas proteinas fazem parte de vias que participam de
diversos processos envolvendo memoria, um aspecto que possivelmente esta
alterado no modelo VPA em P120, tendo em vista os dados observados no HC.

Andlises preliminares de IGs no CPFm (ANEXO 5), demonstram que, ao
longo do desenvolvimento, o aumento de celularidade parece ser equilibrado até
mesmo no grupo VPA, condizente com as informacdes de que o aumento no volume
encefalico no TEA é um fendmeno transitério (LANGE et al., 2015). Entretanto, as
diversas alteracdes em IGs, ndo prevenidas pelo RSV, podem ser um reflexo
também do desequilibrio E/I prolongado. Além disso, CPFm e HC apresentam
importante conectividade, de forma que alteracbes nessas regides possivelmente
levam a um impacto reciproco (SIGURDSSON; DUVARCI, 2016). A avaliacdo de
parametros de apoptose, bem como do conteudo de GABA e das enzimas GAD65 e
GAD67 em CPFm sdo alternativas relevantes para verificacdo da viabilidade e
maturacdo dos IGs a longo prazo nessa regiao.

Partindo uma perspectiva integrativa, buscou-se identificar, ao longo de trés
pontos do desenvolvimento, incluindo vida pré-natal, idade jovem (P30) e idade
adulta (P120), vias envolvidas em componentes inibitérios, com destaque para o0s
IGs CB+, PV+ e SOM+. As avalia¢cBes da literatura e de bancos de dados auxiliaram
na formulacéo de hipéteses concretas, viabilizando diversas opc¢des para analise.

Ao observarmos os picos de expressao dos FTs obtidos em Cardoso-Moreira
et al., 2019, é possivel visualizar uma concentracdo em periodos iniciais da
gestacdo, um primeiro indicio de que os FTs séo possiveis alvos de vulnerabilidade
nesse periodo. Além disso, as rotas enriquecidas para os FTs alterados no TEA
ressaltam vias em comum com as observadas na analise de bancos de dados,
incluindo regulagdo da transcrigéo, via da WNT e vias de metabolismo proteico.

Tendo em vista que o VPA possui ampla acdo sobre FTs e sobre a
maquinaria de transcricdo de forma geral (devido & modulagéo de HDAC), é possivel
hipotetizar que uma exposicao a alta dose durante um periodo precoce da gestacao
possivelmente gera uma cadeia de desequilibrios na organizacéo da transcricdo. Em

animais de P30, a observacgao da severa alteracao na citoarquitetura do CPFm pode
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ser um indicio de que alguma alteracdo dessa natureza é plausivel. Neurbnios
excitatérios possuem uma rota relativamente mais simplificada de migracao
(REINER et al., 2016), entretanto IGs demandam rotas de migracdo complexas que
envolvem, além da matriz de expressdo de FTs (WONDERS; ANDERSON, 2006),
outros elementos de sinalizacdo como semaforinas (CHEN et al., 2008), citocinas
(MA et al., 2014), neurotransmissores (HENG; MOONEN; NGUYEN, 2007) e
elementos da matriz extracelular (LONG; HUTTNER, 2019). Essa gama de variaveis
provavelmente esta associada a diversidade de resultados observada nas diferentes
subpopulacdes de IGs, bem como as origens diferentes dessas células na EG.
Diversos componentes também se destacam como possiveis vias envolvidas
nas alteracdes sinapticas observadas em P30. Uma das mais consolidadas € a via
da NOTCH, visto que essa via esta enriquecida para FTs modificados por fatores
ambientais, conforme consta no capitulo I, e se destaca na analise dos bancos de
dados. Além disso, as evidéncias de resultados similares para VPA e RSV reforcam
essa possibilidade, dado o padrédo similar de expressdo em ambos 0S grupos.
Entretanto, outros fatores como o remodelador de cromatina CHD8, um componente
alterado em modelos de TEA (KATAYAMA et al., 2016) e sabidamente influenciado
pelo VPA (ZOU et al., 2022), também se destaca nesse contexto, tendo em vista que
alteracdes nesse remodelador prejudicam o desenvolvimento das sinapses
(JIMENEZ et al., 2020) e induzem falhas sinapticas, com desequilibrio na raz&o
entre sinapses excitatorias e inibitérias (ELLINGFORD et al., 2021). No capitulo I,
observou-se que CHD8 também interage com o FT REST (ou RE-1), estabelecendo
um possivel elo entre mudancas epigenéticas e FTs, ja que esse FT também é
capaz de modular sinapses, especialmente as inibitérias (PRESTIGIO et al., 2021).
Durante o desenvolvimento, a sinalizacdo por GABA em IGs é fundamental
para processos de migracdo. O influxo de célcio promovido por esse
neurotransmissor induz alteragdes no citoesqueleto que favorecem a movimentacao
dos 1Gs (LUHMANN; FUKUDA; KILB, 2015). De forma complementar, quando ha
acréescimo na expressdo do cotransportador de KCI e consequente troca da
caracteristica do GABA de excitatorio para inibitorio h4 uma sinalizacdo de parada
da migracdo (INAMURA et al., 2012). Interessantemente, alteracbes na expresséo
de REST ja foram associadas com reducdo na expressao do cotransportador de
KCI, adiando a troca de caracteristica do GABA de excitatorio para inibitorio

(CORRADINI et al., 2018), conforme visto no capitulo I. Dessa forma, é possivel que
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a alteracdo em GABAa também possa ser um resultado de alteracdes
transcricionais, viabilizando um ambiente de desequilibrio nas rotas de sinalizac&o
durante a vida embrionéria que culmina em alterac6es no equilibrio E/I durante a
vida pos-natal.

Os aspectos hipocampais se destacam principalmente pela observacdo da
progressdo do dano entre as idades jovens e adultas. O surgimento de lesdes
relevantes, bem como as mdltiplas alteracdes na composicdo de neurbnios em
diferentes sub-regi6es demonstra a relevancia de uma intervencéo precoce para a
preservacdo da funcionalidade dessa regido encefalica. Além disso, o conjunto de
dados apresentado sugere que a exposi¢cdo prolongada a um prejuizo no equilibrio
E/l é capaz de causar danos estruturais no HC. Poucos estudos avaliam adultos
com TEA; em relacdo ao HC nessa idade, especificamente, alguns trabalhos
sugerem aumento de volume dessa regidao (MAIER et al., 2015), além de acumulo
de metabdlitos derivados de colina e creatina (SUZUKI et al.,, 2010), porém ha
limitacdes de nUmero amostral e representatividade da amostragem.

De forma geral, foi possivel observar pontos importantes e que constituem
elos plausiveis dentro da fisiopatologia do TEA ao longo dos capitulos. As alteracdes
na vida intradtero evidenciadas pelo papel dos FTs e pelas analises de bancos de
dados sustentam a hipotese de que alteracBes precoces na transcricdo levam a
diversos desequilibrios metabdlicos e nas dindmicas de ciclo celular, aspectos
fundamentais para células progenitoras. Além disso, as mudancas na composi¢ao
neuronal, sinapses, receptores de GABA e proteinas de sinalizagdo possivelmente
refletem prejuizos principalmente no componente inibitorio, condicdo que esta de
acordo com o apontado no TEA por diversas evidéncias da literatura (BELMONTE et
al., 2004; BRUINING et al., 2020; GONCALVES et al., 2017). Assim, foi possivel
observar que a intervencdo precoce representada pelo tratamento intradtero com
RSV foi capaz de prevenir diversas alteragbes induzidas pela exposicdo ao VPA
inclusive a longo prazo. Essa agao preventiva otimiza o entendimento de aspectos
da fisiopatologia do TEA ao longo do desenvolvimento, contribuindo, através de uma
perspectiva translacional, para a caracterizagdo de pontos criticos na vida
embrionaria/fetal, jovem e adulta. Esse tipo de analise expande horizontes sobre
intervencdes especificas para cada idade, potencialmente embasando novas
alternativas terapéuticas voltadas para a melhoria da qualidade de vida de individuos

com TEA em diferentes faixas etarias.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

No presente trabalho, buscou-se analisar, ao longo das etapas do
desenvolvimento, diversos aspectos associados aos componentes inibitorios
encefélicos no modelo animal de TEA induzido pela exposi¢do pré-natal ao VPA,
bem como aferir os potenciais efeitos preventivos do tratamento intradtero com RSV.
Além disso, com o intuito de consolidar e fomentar hipoteses, foram utilizadas
ferramentas de bioinformatica como andlises de bancos de dados e avaliagdo de
rotas de interagdo, além de compilados de dados da literatura.

Através do Capitulo I, foi possivel observar a relevancia dos FTs no contexto
de DNs, demonstrando suas rotas de expressdo ao longo da vida intradtero, as
principais regides ou estruturas onde a expressdo é mais relevante, bem como as
principais rotas envolvidas com cada grupo de FTs. Além disso, a observacao de
gue fatores de risco ambientais, como a exposi¢cdo ao VPA, sdo capazes de alterar o
padrdo de expressdo dos FTs, levando a danos teciduais e mudancas
comportamentais relevantes, consolidou a analise dos FTs no contexto da
fisiopatologia do TEA.

No Capitulo IlI, observou-se que a exposicdo pré-natal ao VPA induziu
alteracdes criticas na estrutura do CPFm, modificando a composicéo neuronal dessa
regido, afetando ndo sO6 neurbnios totais como também IGs. Além disso,
componentes sinpticos e o receptor GABAa também foram afetados nessa mesma
regido. No HC, o dano induzido foi proporcionalmente menor, porém, conforme
observado posteriormente, ja indicava possivel prejuizo expandido a longo prazo. O
tratamento com RSV foi capaz de prevenir uma ampla gama de alteragdes,
especialmente no CPFm, ainda que nos componentes sinpticos alguns efeitos
tenham tido similaridades com o VPA. Através da andlise dos bancos de dados, bem
como observando as informac¢des compiladas no Capitulo I, foi possivel tracar rotas
possivelmente alteradas na vida embrionaria/fetal, tais como o controle da
maquinaria de transcricdo, o metabolismo de carboidratos, via da WNT, via da
NOTCH e outras possivelmente envolvidas nos danos observados em animais de
P30.

No Capitulo Ill, o dano hipocampal induzido pela exposi¢do pré-natal ao VPA
apresenta uma importante expansao, inclusive sob um ponto de vista estrutural, com

descontinuidade do GD e descompactacdo de CAl. Além disso, houve alteracdes
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em IGs ao longo de todas as sub-regifes hipocampais, demonstrando um padrao de
dano disseminado, ainda que GD tenha sido a regido com maior evidéncia de
prejuizos. Alteragcbes em proteinas de sinalizacdo celular também foram
evidenciadas e, ainda que nao se possa tracar paralelos diretos com outros
resultados, € relevante notar esse outro aspecto de dano na idade adulta.
Finalmente, o tratamento pré-natal com RSV foi capaz de trazer diversos beneficios,
mitigando os danos estruturais e contribuindo para manutencdo do equilibrio na
composic¢ao neuronal do HC.

De forma geral, € possivel observar o papel protetor do RSV, tendo em vista
gue o tratamento foi capaz de prevenir diversas alteracdes induzidas pela exposicéo
ao VPA a curto e longo prazo. Apesar de ndo ser uma estratégia terapéutica no
presente formato, € importante observar o impacto positivo de uma intervencao
precoce no contexto do TEA. No grupo de pesquisa, ja existem dados demonstrando
gue a suplementacdo com RSV em criancas com TEA foi capaz de reverter a
irritabilidade e, assim, trazer aumento consideravel na qualidade de vida. Sendo
assim, o RSV, ao apresentar caracteristicas antioxidantes, anti-inflamatodrias,
neuroprotetoras e possivelmente reguladoras da transcricdo (com efeito oposto ao
VPA) tem um alto potencial no modelo VPA, contribuindo na elucidacéo de diversos

componentes da fisiopatologia do TEA.
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Figura 2: Visao geral dos dados obtidos ao longo do trabalho
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No capitulo I, FTs surgem como um importante ponto
de convergéncia para os fatores de risco,
especialmente no contexto do TEA. Tempo, local e
cronologia de expressao sao aspectos determinantes
para o funcionameno dessas proteinas. No capitulo Il,
dados de repositérios demonstram as dimensées das
mudancas na expressao génica embrionaria em vias
biolégicas de modelos de TEA, com destaque para as
associadas aos componentes inibitérios do encéfalo.

Y X } No capitulo Il, foram observadas alteracdes na
‘ composicao neuronal no CPFm e no HC, com efeitos
preventivos do RSV especialmente no CPFm. Receptor
GABAA e proteinas sindpticas também tiveram
expressao alterada pela exposicao ao VPA. Ao observar
PO -oc os dados de embrides, é possivel que vias como Wnt e
DO i Notch, além do metabolismo de carboidratos e
‘ modulacao do HDACs sejam pontos relevantes de
modulacao do VPA e do RSV.
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® i induzida pela exposicao ao VPA, com alteracbes em
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Compilado dos principais achados da presente tese, bem como as associacdes

identificadas entre os diferentes capitulos.

5. PERSPECTIVAS

Em decorréncia da pandemia de COVID-19 (do inglés, coronavirus disease),
diversas etapas que inicialmente seriam contempladas na presente tese precisaram
ser adiadas, levando ao surgimento de alternativas, especificamente ferramentas de

bioinforméatica, que pudessem contemplar o desvio de planejamento original.
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Observando que a exposicao pré-natal ao VPA induz diversas alteracfes na

vida pos-natal e tendo em vista que o tratamento com RSV intradtero € capaz de

prevenir uma parte importante dessas alteracbes, estabelecem-se as seguintes

perspectivas em diferentes etapas do desenvolvimento:

e Embrides removidos no dia gestacional 13,5 (E13,5):

o Analisar, através de RT-qPCR (do inglés, reverse transcription —

guantitative real time polymerase chain reaction), a expressao de
FTs como DLX1, DLX2, DLX 5, DLX6; ARX; SOX6, LHX6 e TCF4;
Analisar, através de RT-gPCR a expressdo da citocina CXCL12
bem como do receptor CXCR4;

Analisar a proliferacdo e inicio da migracdo de IGs através da

marcacao com BrdU (bromodeoxiuridina) em regides como a EG.

e Fetos removidos no dia gestacional 19 (E19):

o

Analisar, através de RT-gPCR a expressdo de FTs como DLX1,
DLX2, DLX 5, DLX6; ARX; SOX6, LHX6 e TCF4;

Analisar, através de RT-qPCR a expressao da citocina CXCL12 bem
como do receptor CXCR4;

Analisar, através de imunofluorescéncia, a distribuicdo dos IGs CB+,
PV+ e SOM+ ao longo de diferentes regides encefélicas;

Analisar, através de imunofluorescéncia, a expressao das enzimas
GADG65 e GAD67

Analisar, através de imunofluorescéncia, a constituicdo das camadas
corticais, utilizando marcadores especificos para cada camada,
Analisar, através de western blotting, o conteddo proteico de
proteinas envolvidas nas vias da WNT e da NOTCH em diferentes
regides encefalicas;

Analisar, através de HPLC (do inglés, high-pressure liquid
chromatography), o conteiddo de neurotransmissores GABA e

glutamato em diferentes regides encefalicas.

¢ Animais com 30 dias (P30):

©)

o

Analisar, através de microinjecdo, a morfologia dos IGs CB+, PV+ e
SOM+;
Analisar, através de imunofluorescéncia, a distribuicdo de IGs em

outras regides encefalicas como a regido da amigdala e o estriado;
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Analisar, através de ensaios enzimaticos, a atividade das enzimas
GADG65 e GAD67;

Analisar, através de imunofluorescéncia, a distribuicdo de sinapses
inibitérias e excitatérias em diferentes regides encefalicas;

Analisar, através de western blotting, a expressdo de proteinas
envolvidas com as vidas da WNT e NOTCH em diferentes regibes

encefélicas.

Animais com 120 dias (P120)

o

Analisar, através de imunofluorescéncia, parametros de apoptose no
HC;

Analisar, através de analises eletrofisiolégicas in vitro e in vivo,
possiveis alteracdes no equilibrio E/I;

Analisar, através de testes comportamentais, aspectos de memoaria
espacial, social e de trabalho;

Finalizar as analises de IGs no CPFm.
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ANEXOS
ANEXO 1 - Carta de aprovacao da comissao de ética no uso de animais
(projeto 35733)

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA A;%;CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL Comissdo De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVAGAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 35733

Timlo; ANALISE HISTOLOGICA, MOLECULAR E FUNCIONAL DE INTERNEURONIOS INIBITORIOS
PARVALBUMINA E SOMATOSTATINA POSITIVOS AO LONGO DO DESENVOLVIMENTO EM
MODELO ANIMAL DE AUTISMO

Vigéncia: 13/08/2018 a 10/03/2022

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

CARMEM JURACY SILVEIRA GOTTFRIED - coordenador desde 13/08/2018
MATHEUS COSTA SCHIAFFINO - Aluno de Mestrado desde 13/08/2018
MELLANIE FONTES DUTRA DA SILVA - Aluno de Doutorado desde 13/08/2018
IOHANNA DECKMANN - Aluno de Doutorado desde 13/08/2018

GUILHERME BAUER NEGRINI - Aluno de Doutorado desde 13/08/2018

JULIO SANTOS TERRA MACHADO - Aluno de Doutorado desde 13/08/2018
Gustavo Brum Schwingel - Aluno de Doutorado desde 13/08/2018

Bruna Frizzo Rabelo - Aluno de Mestrado desde 13/08/2018

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
25/02/2019 - Plenarinho - andar térreo do Prédio da Reitoria - Campus Centro Farroupilha
PORTO ALEGRE, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a utilizagdo de 400 ratos
Wistar, sendo 224 fémeas e 76 machos, de idades que variam de E-13,5 dias
(E=embriao/fetos) a 120 dias, provenientes do Depto de Bioquimica; de acordo com os
preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de
08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgédo, manutengao e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o0 homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Sexta-Feira, 15 de Margo de 2019

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comisséo de ética
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ANEXO 2 — Parecer favoravel comissao de pesquisa (COMPESQ)

PPG-Ciéncias
Biol6gicas UNIVERSIDADE FEDFRAL DO RIO GRANDE DO SUL
e INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
Bioquimica

Parecer de Projeto de Doutorado

O projeto do aluno Julio Santos Terra Machado, intitulado: “Andlise histolégica,
molecular e funcional de interneurénios inibitorios parvalbumina e somatostatina
positivos ao longo do desenvolvimento em modelo animal de autismo”, orientado pela
Profa. Dra. Carmem Juracy Silveira Gottfried, encaminhado para avaliagdo pelo PPG -
Bioquimica teve a seguinte analise e parecer:

ANALISE DO PROJETO

. Mérito cientifico

1
Relevante
D Sugestdes de alteragoes:

2. Fundamentagiio
Adequada
D Sugestdes de alteragdes:
3. Objetivos
Bem definidos

D Sugestoes de alteraq()es:‘

4. Metodologia

Adequada
D Sugestdes de alteragdes:

5. Calculo do nimero amostral



6. Consideracdes Eticas |

Sugestdes de alteragdes: Os aspectos éticos estdo bem descritos no projeto, apenas
sugiro acrescentar o grau de severidade em cada técnica envolvendo o uso de
animais. Essa informagdo pode ser obtida no site da UFRGS > PROPESQ >
Comissdes ¢ Comités > CEUA > Grau de Severidade dos Procedimentos.

7. Descarte dos Residuos Quimicos e Bioldgicos

D Sugestdes de alteragdes:

8. Cronograma de Execugio

9. Referéncias Bibliograficas

D Pertinentes

Sugestdes de alteragdes: As referéncias bibliogréficas usadas no projeto sdo
pertinentes e atualizadas em relagio ao tema proposto, apenas sugiro a
padronizagao das mesmas. Em apenas algumas referéncias consta a informagao
“disponivel em” seguida do link para acesso.

PARECER FINAL:

Porto Alegre, 21 de maio de 2018.

Atenciosamente,

L

: o
JULAp  ENRL ete _/\%D’,.mogog@fmﬁomes e Souza

CRe 004 L% x-Sk ' Coordenaddr do PPG em C.B.:
RS- sy B R0¢, BRag) MaCA- Bioguimica-ICBS/UFRGS
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ANEXO 3 — Capitulo de livro aceito para publicacéo (editora Springer Nature)

ANEXO 4 — Dados preliminares: expressao génica de LHX6 e SOX6 em CPFm
de animais de 30 dias

ANEXO 5 - Dados preliminares: anélise da composi¢cdo neuronal em CPFm de

animais de 120 dias.



