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Resumo

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) pode apresentar uma infinidade de condi¢oes
clinicas associadas, como maior volume encefalico nos primeiros anos de vida em
uma parcela dos pacientes; dessa forma, nos propusemos a avaliar, em modelo
animal de autismo, processos possivelmente associados a formacéo de macrocefalia,
bem como revisar na literatura os possiveis mecanismos subjacentes a essa dinamica.
No Capitulo I, avaliamos o contetido encefalico de 4gua, a permeabilidade da barreira
hematoencefalica (BHE), a expressao das aquaporina (AQP) 1 e 4 e da proteina acida
fibrilar glial (GFAP, um marcador de astrocitos) no modelo animal de TEA por
exposicdo ao acido valproico (VPA), e o potencial efeito do resveratrol (RSV). O
tratamento com RSV preveniu a maior permeabilidade da BHE e o edema encefalico
presentes no grupo VPA. A exposicdo ao VPA diminuiu os niveis da AQP1 no plexo
coroide, na area somatossensorial primaria, na regido da amigdala e no coértex pré-
frontal medial, reduziu os niveis de AQP4 no cortex pré-frontal medial e aumentou
AQP4 na éarea somatossensorial primaria (com prevencdo pelo RSV), além de
aumentar 0 numero de astrocitos e a imunomarcacdo de GFAP na area
somatossensorial primaria e no cortex pré-frontal medial, com melhora funcional
promovida pelo RSV. No Capitulo Il, fizemos uma extensa revisdo da literatura e
observamos a translacionalidade das alteragfes imunoldgicas entre pacientes com
TEA e 0 modelo de TEA por exposi¢cdo ao VPA. As altera¢cdes neuroimunolégicas séo
uma marca registrada no TEA; nesse sentido, hipotetizamos que a indu¢ao do modelo
de TEA pelo VPA possivelmente envolve mecanismos de ativagao imunitaria materna
e que as alteracbes neuroimunolégicas podem estar por trds das alteracOes
observadas no Capitulo I, uma vez que séao relacionadas com disfuncées de BHE.
Finalmente, no Capitulo Ill, revisamos a contribuicdo das alteracées no metabolismo
das purinas na fisiopatologia do TEA, pois, apesar da etiologia desse transtorno
permanecer desconhecida, algumas rotas biolégicas ja foram associadas ao
desencadeamento e/ou progressdo do TEA, como a sinalizagdo purinérgica. Em
resumo, demonstramos a importante contribuicio do modelo VPA também nos
estudos de disfuncdes de barreiras neurais — ampliando os conhecimentos e a
aplicabilidade desse modelo —, bem como reforcamos o carater neuroprotetor
preventivo do RSV nas disfuncdes da BHE devido ao seu papel tanto na manutencgéo
da integridade da BHE quanto na prevencéao de alteracdes subjacentes observadas.
Finalmente, a partir de investigacfes translacionais, postulamos que as disfuncées
neuroimunologicas podem promover as alteracdes tanto em barreiras neurais quanto
em vias biolégicas associadas ao TEA, como a sinalizacdo purinérgica, o que pode
contribuir, ndo s6 na fisiopatologia, mas também na manutencdo das caracteristicas
associadas a esse transtorno.

Palavras-chave: transtorno do espectro autista; acido valproico; resveratrol; barreiras
neurais; barreira hematoencefalica; aquaporina; astrécito; sistema nervoso central.



Abstract

Autism Spectrum Disorder (ASD) can present a plethora of associated clinical
conditions, such as increased brain volume in the first years of life in a portion of
patients; therefore, we proposed to evaluate, in an animal model of autism, processes
possibly associated with the formation of macrocephaly, as well as to review, in the
literature, the possible mechanisms underlying this dynamic. In Chapter I, we
evaluated brain water content, blood-brain barrier (BBB) permeability, aquaporin
(AQP) 1 and 4, and glial fibrillary acidic protein (GFAP, a marker of astrocytes)
expression in the animal model of ASD by exposure to valproic acid (VPA), and the
potential effect of resveratrol (RSV). Treatment with RSV prevented the increased
permeability of the BBB and the brain edema present in the VPA group. Exposure to
VPA decreased AQP1 levels in the choroid plexus, primary somatosensory area,
amygdala region, and medial prefrontal cortex, reduced AQP4 levels in the medial
prefrontal cortex, and increased AQP4 in the primary somatosensory area (with
prevention by RSV), in addition to an increase in the number of astrocytes and GFAP
immunostaining in the primary somatosensory area and in the medial prefrontal cortex,
with functional improvement promoted by RSV. In Chapter Il, we revised the literature
and looked at the translationality of immunological changes between ASD patients and
the VPA exposure model of ASD. Neuroimmunological changes are a hallmark of ASD;
in this sense, we hypothesized that the induction of the ASD model by the VPA possibly
involves mechanisms of maternal immune activation and that neuroimmunological
alterations may be behind the alterations observed in Chapter |, since they are related
to BBB dysfunctions. Finally, in Chapter lll, we also reviewed the contribution of
changes in purine metabolism to the pathophysiology of ASD, because, although the
etiology of this disorder remains unknown, some biological pathways have already
been associated with the triggering and/or progression of ASD, such as purinergic
signaling. In summary, we demonstrated the important contribution of the VPA model
also in the studies of neural barriers dysfunctions — expanding the knowledge and
applicability of this model —, as well as reinforcing the preventive neuroprotective
character of RSV in BBB dysfunctions due to its role both in maintaining the BBB
integrity and prevention of underlying changes observed. Finally, from translational
investigations, we postulated that neuroimmunological dysfunctions could promote
changes both in neural barriers and in biological pathways associated with ASD, such
as purinergic signaling, which can contribute not only to the pathophysiology but also
to the maintenance of the characteristics associated with this disorder.

Keywords: autism spectrum disorder; valproic acid; resveratrol; neural barriers; blood-
brain barrier; aquaporin; astrocyte; central nervous system.
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1. INTRODUCAO
1.1. Transtorno do Espectro Autista

Os disturbios do neurodesenvolvimento (NDDs, do inglés neurodevelopmental
disorders) sao descritos ao longo dos anos mesmo antes dessa terminologia moderna
(MORRIS-ROSENDAHL; CROCQ, 2020). Os NDDs, segundo a 52 edicdo do Manual
de Diagnostico e Estatistica de Transtornos Mentais (DSM-5, do inglés Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders), agrupam condi¢des de inicio precoce — cujas
caracteristicas incluem deficiéncias na linguagem, cognicdo, entre outros — tais como
distarbios de aprendizagem especificos, deficiéncia intelectual, distlrbios motores e
de comunicacdo, transtorno de déficit de atencao e hiperatividade (TDAH) e transtorno
do espectro autista (TEA) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013).

O termo “autismo” deriva do grego aUT16¢ (autos) e significa “de si mesmo, em
relagdo a si mesmo”. Foi cunhado por Paul Bleuler (em 1911) para designar o
retraimento social, considerado um dos sintomas mais graves em pacientes com
esquizofrenia (KUHN, 2004). Creditava-se a Leo Kanner o pioneirismo na descricéo
do TEA ao relatar um disturbio complexo definido por parametros comportamentais
presente em um grupo de criangcas com dificuldades em comum, como prejuizo de
interacéo social (KANNER, 1943). Na mesma década, Hans Asperger também relatou
um grupo de criancas com deficiéncias sociais e de comunicacdo, porém com alta
inteligéncia ndo-verbal (ASPERGER, 1944; PEARCE, 2005).

Gracas a crescentes esforcos com o objetivo de dar os devidos créditos as
mulheres por sua contribuicdo nas mais diversas areas, recentemente a comunidade
cientifica reconheceu a psiquiatra russa/soviética Grunya Ssucharewa como pioneira
no contexto do TEA pela descricdo de 6 criancas com caracteristicas autistas
(ZELDOVICH, 2018), cujos sintomas incluiam “falta de expressividade facial e de
movimentos expressivos, afastamento de seus semelhantes, fala estereotipada e
interesses exclusivos” (SSUCHAREWA, 1926).

1.1.1. Prevaléncia

O TEA é uma desordem altamente prevalente e de incidéncia crescente (Figura
1). Levantamentos epidemiol6gicos mais recentes estimam 1 caso a cada 44 criancas
até 8 anos de idade nos Estados Unidos, afetando 4,2 vezes mais 0 sexo masculino

em relacdo ao feminino (MAENNER et al., 2021). Essa alta prevaléncia é associada a



diversos investimentos publicos em saude e elevado custo econdmico e social,
incluindo custos em relacdo a perda de produtividade dos pais/responséveis por
individuos com TEA, custos médicos, terapéuticos e com educacao (especial), sendo
esse ultimo um dos principais componentes (ROGGE; JANSSEN, 2019).

Figura 1 — Prevaléncia de TEA nos Estados Unidos no século XXI.
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Adaptado de Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, do inglés Centers
for Disease Control and Prevention).

1.1.2. Diagnostico

O TEA agrupa transtornos anteriormente separados (sindrome de Asperger,
autismo classico, transtorno desintegrativo da infancia e transtornos invasivos do
desenvolvimento ndo especificados) e é caracterizado por prejuizos em dois dominios
fundamentais para o diagnéstico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013):

a) Prejuizo na comunicacao e interacdo social em multiplos contextos, o que
compreende déficits em reciprocidade social, ha comunicacdo nao-verbal utilizada
para interacdo social e em habilidades para iniciar, manter e entender
relacionamentos, dificuldade de contato visual, entre outros;

b) Comportamentos repetitivos, estereotipias, atividades e interesses restritos,
como repetir palavras ou frases continuamente (ecolalia), rigidez comportamental
(dificuldade com mudangas de rotina, interesses obsessivos), hiper ou
hiporresponsividade sensoriais a estimulos (ndo nocivos e nocivos, respectivamente),
interesses exagerados em aspectos sensoriais do ambiente, entre outros.

Além dos sintomas centrais, esses individuos podem apresentar ainda uma

ampla gama de sintomas e comorbidades associadas, como irritabilidade (MCGUIRE
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et al.,, 2016), prejuizo intelectual (BAUMAN, 2010; MEFFORD; BATSHAW;
HOFFMAN, 2012; SRIVASTAVA; SCHWARTZ, 2014), TDAH (LAU-ZHU; FRITZ;
MCLOUGHLIN, 2019), transtornos de ansiedade (ZABOSKI; STORCH, 2018),
problemas de conduta (HERVAS; RUEDA, 2018) e do sono (DEVNANI; HEGDE,
2015), epilepsia (GESCHWIND, 2009; SPENCE; SCHNEIDER, 2009), problemas
gastrointestinais (WASILEWSKA; KLUKOWSKI, 2015), além de altera¢gfes sensoriais
em mais de 90% do pacientes (CHANG et al., 2014).

Apesar dos critérios diagnosticos serem bem delimitados, ainda h& certo atraso
no reconhecimento das altera¢cées comportamentais. Essa dificuldade de identificacéo
se d4, também, pela auséncia de biomarcadores, além da apresentacdo altamente
heterogénea e multifatorial desse transtorno (GOTTFRIED et al., 2013). O diagndstico
gue, idealmente, deveria ocorrer até os 2 anos de idade, comumente ocorre quando a
crianga apresenta a sintomatologia caracteristica da diade comportamental e/ou nao
apresenta habilidades tipicas da sua idade (DOVER; LE COUTEUR, 2007).

Levando-se em conta esse contexto, as técnicas de diagnostico por imagem
tém sido uteis na pesquisa sobre alteracdes eletrofisiologicas, anatdmicas e funcionais
uma vez que fornecem um robusto material acerca do encéfalo in vivo (TCHACONAS;
ADESMAN, 2013) tanto de pessoas diagnosticadas com TEA quanto com elevado
risco genético para o transtorno. No inicio dos anos 2000, foi conduzido o primeiro
estudo preditivo a partir dessas técnicas: analisando o cerebelo, mais de 95% dos
casos de TEA (dentre 52 pacientes) e 92% dos casos controle foram classificados
corretamente (AKSHOOMOFF et al., 2004). Outros parametros neuroanatdomicos ja
foram utilizados como métricas preditivas, como excesso de liquido cefalorraquidiano
(LCR ou liguor) entre o espaco subaracnoide e a superficie cortical do encéfalo (extra-
axial) (SHEN et al., 2013, 2017, 2018), aumento da espessura e area de superficie
cortical (HAZLETT et al., 2017; XIAO et al.,, 2017), redes de conectividade de
substancia branca (JIN et al., 2015) e conectividade inter-hemisférica mais fraca em
areas de linguagem (DINSTEIN et al., 2011; LOMBARDO et al., 2015). Recentemente,
um estudo avaliando 59 bebés de 6 meses de idade com alto risco para desenvolver
o transtorno, apresentou 82% de sensibilidade (predizendo corretamente um
diagnostico de TEA aos 24 meses) e 100% de especificidade (prevendo um

diagndstico negativo para TEA) a partir da identificacdo de conexdes funcionais em



regides relacionadas com comportamento social e repetitivo, linguagem,
desenvolvimento motor — tipicamente associadas ao TEA (EMERSON et al., 2017).
Apesar dos exames por imagem se mostrarem uma alternativa diagnostica
interessante e com maior precisédo na predi¢cdo precoce de TEA (comparativamente a
métodos de triagem comportamentais) em bebés de alto risco, somente a analise de
alteracfes neuroanatdmicas ainda ndo € uma meétrica de predicéo forte o suficiente
para ser extrapolada para a rotina clinica (GENG; KANG; WONG, 2020), mesmo
utilizando outras técnicas complementares, como o eletroencefalograma (EEG), que
aumenta para 95% o valor preditivo positivo (BOSL; TAGER-FLUSBERG; NELSON,
2018; GABARD-DURNAM et al., 2019) do diagnéstico. Porém, a avaliacdo do
desenvolvimento inicial do encéfalo em criancas de alto risco genético pode ser uma

estratégia promissora na investigacao de biomarcadores e de subtipos de TEA.

1.1.3. Fatores de risco

O TEA é uma desordem de causa idiopatica; no entanto, acredita-se que o
gatilho etiologico envolve ndo somente fatores genéticos e ambientais, mas também
suas interacdes (GOTTFRIED et al., 2015).

Especula-se que 5-30% dos casos de TEA podem ser explicados por mutacao
de um unico gene ou por rearranjo gendmico (duplicacdes ou delecdes) (SCHAAF et
al., 2020). Ja& estudos com gémeos dizigticos e monozigoticos demonstram
concordancia genética de 31% e 88%, respectivamente. Ainda, quando considerado
0 sexo, a concordancia € de 100% para gémeas monozigoticas e de 86% quando o0s
irmaos sao do sexo masculino (ROSENBERG et al., 2009). Essa alta concordancia
nao deixa duvidas de que a heranca genética € um fator determinante. Além disso, ja
foram descritos genes que desencadeiam condi¢ces genéticas com alta sobreposicao
ao TEA, como a Sindrome do X Fragil (regulador translacional FMRP 1 — FMR1), a
Esclerose Tuberosa (complexo da esclerose tuberosa 1 e 2 — TSC1 e 2), a Sindrome
de Cowden (fosfatase homdloga a tensina — PTEN), a Sindrome de Rett (gene
codificador da proteina ligante de metil-CpG 2 - MECP2) (BELMONTE;
BOURGERON, 2006; BROWN et al., 1982; FELICIANO et al., 2013; NUMIS et al.,
2011). Complementarmente, alguns fatores epigenéticos parecem estar envolvidos no

desencadeamento do TEA, como a idade avancada dos genitores (DURKIN et al.,



2008), o que poderia ter relacdo com alguns fatores como metilagdo de DNA,
diminuicdo na fertilidade e mudanca do estilo de vida (OLSEN; ZHU, 2009).

Levando-se em conta fatores ambientais, sabe-se que o Sistema Nervoso
Central (SNC) em desenvolvimento € particularmente vulneravel a danos externos.
Nesse sentido, observacfes epidemioldgicas sugerem que a exposicao a substancias
teratogénicas pode ser um dos fatores envolvidos no desencadeamento do TEA. Entre
os fatores ambientais j4 descritos como possiveis gatilhos, estdo os fatores
relacionados diretamente a mae, como nutricdo materna, equilibrio hormonal, estresse
e a ativacdo imunitaria materna (AIM), e a exposi¢cado materna a substancias quimicas,
incluindo poluentes atmosféricos, pesticidas, derivados de plasticos e metais
(CHERONI; CAPORALE; TESTA, 2020), além de substancias como a talidomida
(IMAI et al., 2014) e o acido valproico (VPA) (CHRISTENSEN et al., 2013; ROULLET;
LAI; FOSTER, 2013; SMITH; BROWN, 2014).

1.1.4. Acido valproico como fator de risco e indutor do modelo animal de TEA

O VPA (4cido 2-propilpentanoico) € um acido carboxilico de cadeia ramificada,
altamente lipossoluvel e permeéavel tanto a barreira hematoencefalica (BHE) quanto a
placentaria (BRUNI; WILDER, 1979). Foi utilizado como solvente organico para outras
moléculas até que sua propriedade anticonvulsivante foi descoberta (BURTON, 1882;
MEUNIER et al., 1963). Desde entdo, tem sido utilizado na industria farmacéutica
como um dos principais medicamentos no tratamento de epilepsia, transtorno bipolar
e profilatico de enxaqueca (REYNOLDS; SISK; RASGON, 2007) devido a sua rapida
absorcao no trato gastrointestinal, alta biodisponibilidade, curto tempo de meia-vida e
rapida eliminacdo do organismo (BRUNI; WILDER, 1979; SILVA et al., 2008).

Ja foram descritos alguns mecanismos provaveis pelos quais o VPA exerce seu
papel anticonvulsivante, como aumento dos niveis do neurotransmissor acido y-
aminobutirico (GABA) (REYNOLDS; SISK; RASGON, 2007), favorecimento da
transcricdo génica por meio da inibicdo de desacetilases de histonas (HDAC, do inglés
histone deacetylase) (PHIEL et al., 2001) e na ativacao das sirtuinas (REID et al.,
2005). Em relacdo ao TEA, apesar de ainda ndo se conhecerem 0s mecanismos
fisiopatolégicos desencadeados pela exposicdo intrautero ao VPA (NICOLINI;
FAHNESTOCK, 2018), acredita-se que envolva mecanismos de AIM (FONTES-
DUTRA et al., 2020).



No final dos anos 90, foram feitos os primeiros relatos de associagdo entre TEA
e exposicdo ao VPA durante o neurodesenvolvimento tanto em individuos cujas maes
utilizaram esse farmaco durante o periodo gestacional (CHRISTIANSON; CHESTER,;
KROMBERG, 1994; MOORE et al., 2000; WILLIAMS et al., 2001; WILLIAMS; HERSH,
1997) quanto em modelos animais de roedores com a inducéo de caracteristicas do
tipo autista na prole de ratas expostas ao teratdgeno, 0S quais apresentaram
alteracbes morfoldgicas no cerebelo, no tronco encefédlico e nos nervos cranianos
(semelhantes as descritas em individuos com TEA) (INGRAM et al., 2000; RODIER et
al., 1997, 1996). Em meados dos anos 2000, o pesquisador Tomasz Schneider foi
pioneiro na padronizacdo de testes capazes de avaliar caracteristicas do tipo autista
em roedores e na demonstracdo dessas alteracdes (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI,
2005), validando o modelo animal de autismo por exposicao pré-natal ao VPA.

Além dos déficits em comportamentos equivalentes ao comportamento social
em humanos com TEA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011; SCHNEIDER; PRZEWLOCKI,
2005; YOCHUM et al., 2008), também ja foram descritos prejuizos em outros dominios
comportamentais, como aumento de estereotipias (SCHNEIDER et al., 2008), rigidez
comportamental (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011), menor sensibilidade a estimulos
nocivos (SCHNEIDER et al.,, 2008; WANG et al., 2016), atividade exploratéria
aumentada (SCHNEIDER et al., 2008; TSUJINO et al., 2007), comportamentos do tipo
ansioso (MARKRAM et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2008), entre outros. No Brasil,
nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a ampliar os estudos pré-clinicos para
investigacdo dos possiveis gatilhos etiologicos através da impressao digital deixada
pela exposicéo intrautero ao VPA (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011). Ainda, em 2013,
foi publicado o estudo mais contundente em relacdo a predisposicdo ao TEA pela
exposicado ao VPA: a utilizacdo desse farmaco durante a gestacdo — especialmente
no primeiro trimestre — eleva em quase 5x o risco de ter filhos com diagndstico de TEA
(CHRISTENSEN et al., 2013).

Sabe-se que o primeiro trimestre gestacional é especialmente vulneravel a
guaisquer eventos danosos uma vez que compreende o periodo de neurogénese, uma
conhecida janela biologica de risco para diversos transtornos neuropsiquiatricos,
inclusive o TEA (COURCHESNE et al., 2018). Como jA mencionado, o0 modelo animal
VPA reproduz a circunstancia que leva ao transtorno (validade de construto), replica

parametros comportamentais, moleculares e morfoldgicos similares aos encontrados
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na condicdo humana (validade de face), além de possibilitar o estudo de estratégias
terapéuticas eficazes para o tratamento da sintomatologia associada (validade
preditiva) (MABUNGA et al., 2015). Dessa forma, modelos animais sdo importantes
ferramentas de estudo que possibilitam a obtencdo dos mais diversos tipos de
amostras biolégicas, bem como permitem a analise de vias biologicas potencialmente
envolvidas na fisiopatologia do transtorno, facilitando a aquisicdo de conhecimentos
gue podem auxiliar no manejo clinico — principalmente no caso de desordens como o

TEA, cujo diagndstico se da exclusivamente por analise comportamental.

1.2. Bases neurobioldégicas e mecanismos adjacentes

Apesar de ainda ndo se conhecer exatamente o que leva ao surgimento do
TEA, séo descritas diversas altera¢cdes que podem tanto ter relacdo com o gatilho
etiolégico quanto com a manutencao/progressédo dos sintomas. Ha muitos anos sao
relatadas alteracOes histoanatémicas no contexto do TEA, como anormalidades em
regides encefalicas como hipocampo, subiculo, cortex entorrinal, nucleos da
amigdala, cortex neocerebelar, nucleos do teto do cerebelo (BAUMAN; KEMPER,
1985), alteracdes em regibes como 0s nucleos da base, como aumento no nucleo
caudado (LANGEN et al., 2007), hiperativacdo em processos sensorio-motores
(TAKARAE et al., 2007), déficits executivos decorrentes da ativacdo reduzida nas
regides frontal, estriatal e parietal (SHAFRITZ et al., 2008), entre outras.

Uma das primeiras estruturas associadas ao TEA foi o cerebelo, uma vez que
individuos com anormalidades nessa estrutura apresentam comportamentos do tipo
autista e maior diagnéstico de TEA comparado a populacdo sem essas alteracdes
(PARISI; DOBYNS, 2003). Ja foram descritas alteracdes em células de Purkinje
(FATEMI et al., 2002; INGRAM et al., 2000; PETER et al., 2016; TSAI et al., 2012),
alteracdes funcionais (FERNANDEZ et al., 2021), malformacdes cerebelares
(MURAKAMI et al., 1989; OTAZU et al., 2021; RUMSEY et al., 1988), aumento de
células da microglia (GIFFORD et al., 2021), entre outras.

Outra regido bastante associada ao TEA é a amigdala. Estudos mostraram que
macacos Rhesus submetidos a ablacdo de amigdala apresentavam menor resposta a
estimulos sociais e menor interesse por convivéncia com seus coespecificos (KLING;
BROTHERS, 1992; KLING; STEKLIS, 1976); de forma complementar, pacientes com

lesBes nessa estrutura mostram reducéo no numero de neurdnios (AVINO et al., 2018;
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SCHUMANN; AMARAL, 2006; WILKINSON, 2006) e conectividade atipica (FISHMAN
et al., 2018), além de prejuizos no julgamento social (ADOLPHS et al., 1994; YOUNG
et al., 1996) — o que foi chamado de “autismo adquirido”-, ao passo que modelos
animais enfatizam alteragdes na sinalizacdo de célcio (BARRETT et al., 2017) e
aumento da razdo excitacaolinibicdo sinaptica nessa estrutura (LIN et al., 2013).
Ainda, enquanto que a amigdala apresenta alteracdes de tamanho durante a infancia
em individuos com TEA, em adolescentes, essas mudancas parecem persistir no
hipocampo, associadas a ativacdo astroglial e desbalanco excitatério/inibitério
(GROEN et al., 2010; ROJAS et al., 2004; SCHUMANN et al., 2004).

O cértex cerebral como um todo também apresenta mudangas morfofuncionais.
Ja foi observado dobramento cortical atipico em criangas com TEA principalmente no
lobo frontal (HARDAN et al., 2004; LEVITT et al., 2003), alteracdes na conectividade
inter-hemisférica (FENLON et al., 2015), reducdo da massa cinzenta e da
conectividade funcional entre o hemisfério esquerdo e o cortex cingulado posterior em
pacientes com alto funcionamento (PEREIRA et al.,, 2018), hiperplasia cortical
(SPARKS et al., 2002) e conectividade neural alterada em circuitos corticais
excitatorios e inibitérios (ZIKOPOULOS; BARBAS, 2013). A nivel de cortex frontal,
criancas com TEA apresentam 67% mais neurénios e um aumento em 17,6% do peso
do cérebro (COURCHESNE et al.,, 2011). A mesma regido em modelos animais
apresentou reducao da transmissao sinaptica excitatéria em neurdnios piramidais das
camadas 2/3 (SACAI et al., 2020). Ainda, ja foram demonstradas alteracbes na
organizacdo neuronal nas camadas corticais e na citoarquitetura laminar,
especialmente em cOrtex somestésico e cortex pré-frontal medial (CASANOVA et al.,
2002, 2006; KATAOKA et al., 2013; STONER et al., 2014). O cortex somestésico, além
de alteracdes na citoarquitetura (FONTES-DUTRA et al.,, 2018), também possui
anormalidades de conectividade funcional (KHAN et al., 2015), bem como atividade

cerebral atipica durante o processamento sensorial (MARCO et al., 2012).

1.3. Alteracdes na dinamica do volume encefalico

Considerando a) a auséncia de biomarcadores que antecipem o diagnostico; b)
o perimetro cefélico ligeiramente menor do que a média em mais de 90% de neonatos
com alto risco familiar (e posteriormente diagnosticados com TEA) (COURCHESNE;
CARPER; AKSHOOMOFF, 2003; DEMENTIEVA et al., 2005); e ¢) macrocefalia na

8



primeira infancia em cerca de 20% das criangas com TEA (CHAWARSKA et al., 2011,
HAZLETT et al., 2005), alguns estudos investigaram o neurodesenvolvimento em
criangas com alto risco familiar de TEA a partir de técnicas de diagnéstico por imagem.
Foi demonstrado o crescimento encefalico excessivo na infancia (2-5 anos de idade)
seguido por um decréscimo no final da infancia/inicio da adolescéncia e uma aparente
normalizacdo na idade adulta (o tamanho geral do encéfalo esta proximo da média
considerada neurotipica) (AYLWARD et al.,, 2002; COURCHESNE; CARPER;
AKSHOOMOFF, 2003; HA et al., 2015; HAZLETT et al., 2011; LANGE et al., 2015;
LIN et al., 2015), ao passo que apenas 5% dos casos de macrocefalia ainda
permanecem na adolescéncia e vida adulta (REDCAY; COURCHESNE, 2005).

Se por um lado é consolador pensar nesse conjunto de alteragdes como algo
transitorio, por outro, é necessario vislumbrar possiveis consequéncias funcionais
desencadeadas pela alteracdo da dinamica do crescimento encefalico no TEA. Esse
"supercrescimento” ocorre durante anos iniciais de vida, 0s quais sao criticos para o
desenvolvimento e aquisi¢éo das habilidades de linguagem, social, emocéao e atencéo;
coincidentemente, € o0 momento temporal em que os sintomas e 0s sinais do TEA
estdo se apresentando como perda de habilidades de linguagem e sociais (BARON-
COHEN; ALLEN; GILLBERG, 1992; LANDA; GARRETT-MAYER, 2006; WETHERBY
et al., 2004; ZWAIGENBAUM et al., 2005). No final da infancia/inicio da adolescéncia,
ocorre a desaceleracédo ou estagnacao do crescimento craniano, quando o esperado
seria um crescimento tipico da puberdade e a maturacao de habilidades relacionadas
a sociabilidade. Esses dados em conjunto suportam a ideia de que a relacao temporal
entre aceleracdo de crescimento (concomitante a habilidade de linguagem) e
desaceleracao (concomitante a habilidade de sociabilidade) interfere na formacéo da
citoarquitetura que da suporte ao surgimento das mesmas (AYLWARD et al., 2002).

Alguns fatores como mutacdes na PTEN (gene de risco para TEA) (ABGHARYI,
MORADI; AKOUCHEKIAN, 2019; BUSCH et al., 2019; KAYMAKCALAN et al., 2021),
na sinalizacéo pelas proteinas fosfoinositideo 3-cinase/proteina cinase B/proteina alvo
da rapamicina em mamiferos (via PISBK/AKT/mTOR) (KLEIN et al., 2019; YEUNG et
al., 2017; ZHANG et al., 2020) e sindromes altamente sobrepostas ao TEA como a
Sindrome do X Fragil (OKAZAKI et al., 2021) j4 foram associados a macrocefalia em
pacientes com TEA. Aumento de celularidade transitoria, espessura de regides

corticais e presenca de edema encefalico (e, possivelmente, disfuncdes nas barreiras
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neurais) sao algumas hipéteses relacionadas com esse fendbmeno; no entanto, pouco
se sabe sobre os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na dindmica do volume

encefalico em pacientes com TEA.

1.4. Barreiras neurais

Durante muito tempo, o SNC foi considerado um local imunologicamente
privilegiado (TAMBUR; ROITBERG, 2005) devido a sua aparente impenetrabilidade a
substancias oriundas da periferia (0 que, posteriormente, descobriu-se ser devido a
barreira hematoenceféalica — BHE) e a falta de vasos linfaticos no parénquima do SNC
(ENGELHARDT et al., 2016). No entanto, estudos recentes propdem uma perspectiva
revisada sobre o paradigma do privilégio imunolégico do SNC, com especial
relevancia no estudo etioldgico de diferentes distarbios neurolégicos (LOUVEAU;
HARRIS; KIPNIS, 2015), com impacto na BHE e barreira hematoliquoérica (BHL).

O SNC é protegido por outras barreiras neurais, pelo LCR e pelas meninges
gue cercam o enceéfalo e a medula espinal (LOUVEAU; HARRIS; KIPNIS, 2015).
Complementarmente, a BHE possui um carater seletivo de passagem de moléculas;
apesar das juncdes de oclusdo impedirem a passagem paracelular, mecanismos
como transportadores e canais especializados permitem a entrada molecular seletiva
via transcelular. Além da BHE e da BHL, outras barreiras atuam na interface
sangue/tecido neural: hematomedular, hemato-labirintica, hemato-retiniana e hemato-
nervosa (CHOI; KIM, 2008). A integridade dessas barreiras € vital para a homeostase
encefalica, uma vez que disfuncdes, principalmente na BHE, fragilizam as defesas
fisicas do encéfalo, deixando-o vulneravel a substancias periféricas danosas
(OBERMEIER; DANEMAN; RANSOHOFF, 2013; ZHAO et al., 2015b).

1.4.1. Barreira hematoliquérica

A BHL é uma barreira entre o sangue e o LCR formada pela monocamada de
células epiteliais do plexo coroide localizado principalmente nos ventriculos (principal
local de producéo do LCR), mas também nas estruturas epiteliais subaracnoides. Ao
contrario da BHE, a BHL presente no estroma do plexo coroide apresenta fenestras
nos capilares e vesiculas de pinocitose, que formam um macrofiltro para proteinas
(ORESKOVIC; RADOS; KLARICA, 2017; TUMANI; HUSS; BACHHUBER, 2017), além

de apresentar diferentes tipos de células imunoldgicas associadas ao plexo coroide,
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tanto no estroma quanto aderindo & membrana das células epiteliais voltadas para o
LCR (GHERSI-EGEA et al., 2018).

A BHL é mantida por juncfes de oclusao na superficie apical e por sistemas de
transporte nas células epiteliais, permitindo a passagem de agua, ions e nutrientes
para compor o LCR (ENGELHARDT; SOROKIN, 2009). Trés fatores favorecem as
trocas entre o sangue e o LCR através do plexo coroide: 1) alto fluxo sanguineo local
coroidal devido a uma extensa rede de capilares em todo o estroma coroide; 2) alta
permissividade do endotélio coroidal — apesar da via paracelular ser vedada — a uma
grande variedade de moléculas através das fenestracfes que permitem uma difusao
facilitada de moléculas com peso molecular até ~ 800 kDa; 3) presenca de dobras
basolaterais e microvilosidades apicais nas membranas das células epiteliais
coroidais, aumentando a area de superficie para transferéncia entre o estroma e o
LCR; isso implica em alta demanda energética - por isso, a presenca de numerosas
mitocondrias nas células epiteliais do plexo coroide (GHERSI-EGEA et al., 2018).

De forma complementar, as células epiteliais do plexo coroide expressam uma
ampla gama de transportadores e moléculas que regulam a producdo e a composicao
do LCR. O gradiente osmatico criado pela secrecdo de Na* e Cl- pelos transportadores
Na*,K*,-ATPase, cotransportador eletrogénico NBCe2 (transporte sodio/bicarbonato)
e cotransportador 4 de potassio e cloreto KCC4 conduz o influxo transepitelial de agua
através da aquaporina (AQP) 1 para a formacdo do LCR (BENARROCH, 2016).
Assim, o plexo coroide desempenha um papel fundamental na manutencdo da
homeostase encefalica (DEMEESTERE; LIBERT; VANDENBROUCKE, 2015).

1.4.2. Barreira hematoencefélica

A BHE é uma barreira seletiva formada por células com atividade altamente
coordenada que, juntas, formam a unidade neurovascular: a) células endoteliais
especializadas, unidas por juncdes de oclusédo; b) membrana basal; c) pericitos, os
guais cobrem as células endoteliais compartilhando da mesma membrana basal; e d)
pés terminais astrociticos, os quais contribuem para as regulacdes dinamicas de todo
sistema neural (ABBOTT, 2013). Digno de nota, os pericitos sao células contrateis
devido a presenca de actina de muasculo liso em sua estrutura; exercem importante
papel no controle do fluxo sanguineo, na regulacédo da permeabilidade juncional, bem

como na formacdo de contatos focais com o endotélio atraves da N-caderina e
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conexinas, permitindo trocas de ions, metabdlitos, segundos mensageiros e acidos
ribonucleicos entre os dois tipos de células (CARDOSO; BRITES; BRITO, 2010; LAI;
KUO, 2005; LIU et al., 2012; REINHOLD; RITTNER, 2016). Neurdnios e microglia
também sdo observados na regido perivascular (CHOI; KIM, 2008).

A passagem paracelular entre as células endoteliais € limitada pela presenca
das proteinas constituintes das jun¢fes de oclusdo — claudinas, ocludinas, moléculas
juncionais de adesédo (JAMs), moléculas de adesao seletivas de endotélio (ESAM) e
proteinas da zénula de ocluséo (ZOs) —, que unem as células endoteliais evitando a
passagem de substancias maiores que 0,4 kDa (ABBOTT et al., 2010; ABBOTT;
RONNBACK; HANSSON, 2006). Além disso, a lamina basal (formada por proteinas
da matriz extracelular como colageno e laminina) auxilia na estabilizacdo da BHE

fornecendo suporte para as células endoteliais e os pericitos (ZHAO et al., 2015b).

1.4.3. Astrocitos

Os astrocitos séao o tipo de célula mais abundante no SNC, desempenhando
diversos papéis anatdmicos e funcionais (XIE; YANG, 2015). Essas células gliais, que
ficam em contato com a superficie externa do endotélio da BHE por meio dos seus
prolongamentos usualmente chamados de “pés” (CARDOSO; BRITES; BRITO, 2010),
podem se apresentar nas formas protoplasmatica (presente na substancia cinzenta,
com numerosos prolongamentos curtos e muitas ramificacdes) e fibrosa (presente na
substancia branca, com menos ramificacbes e prolongamentos mais longos)
(OBERHEIM; GOLDMAN; NEDERGAARD, 2012). Além de auxiliar na manutencao da
BHE, fornecendo suporte estrutural por meio da formacdo de matriz extracelular
(sintese de proteoglicanos), os astrocitos mantém a homeostase fisiolégica do SNC,
fornecendo um microambiente estavel por meio da regulacdo de processos como
regulacdo imunoldgica, suporte metabdlico, tamponamento de potassio, neurogénese,
modulacdo da transmissdo e da plasticidade sinaptica, e homeostase de
neurotransmissores (BLANCHETTE; DANEMAN, 2015; PALMER; OUSMAN, 2018).

A homeostase de neurotransmissores se da por recaptura e metabolismo;
enquanto a maior parte do glutamato € recaptada pelos astrocitos pelo transportador
de glutamato/aspartato (GLAST) e transportador de glutamato 1 (Glt-1), grande parte
do GABA é recaptado pelos neurdnios GABAérgicos pré-sinapticos pelo transportador

de GABA (GAT). Dentre outras fungdes, o glutamato nos astrocitos pode ser utilizado
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para a sintese de glutationa (GSH) — um importante antioxidante biol6égico néo-
enzimatico. Ja o GABA, pode ser convertido em glutamato a partir das enzimas GABA-
transaminase (GABA-T) e semialdeido succinato desidrogenase (SSADH), e servir de
precursor para glutamina via glutamina sintetase (GS) (SCHOUSBOE; BAK;
WAAGEPETERSEN, 2013).

Astrocitos e microglia sdo as principais células imunolégicas inatas no SNC
(FARINA; ALOISI; MEINL, 2007; RANSOHOFF; BROWN, 2012). Em condi¢cbes
normais, essas células séo cruciais para o controle do processo inflamatério no
encéfalo em desenvolvimento através do reconhecimento de fatores pré-inflamatérios
capazes de perturbar a homeostase, os quais desempenham um papel importante na
etiologia de varios distarbios neuroldgicos e neuropsiquiatricos, incluindo o TEA
(PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016). Em condi¢des de estresse celular, os astrocitos
séo capazes de se proliferar e adquirir uma forma reativa, caracterizada por hipertrofia,
presenca de numerosos prolongamentos e aumento na producado da proteina acida
fibrilar glial (GFAP, do inglés glial fibrilar acidic protein, proteina do citoesqueleto de
astrocitos). Além disso, essa conformacao reativa pode exacerbar o dano tecidual,
uma vez que leva a reducdo na captacdo de glutamato, dificultando a acdo dos
astrocitos na homeostase de neurotransmissores (JAIN; KUMAR WADHWA,
RAMANLAL JADHAV, 2015), bem como libera citocinas proé-inflamatorias como o
TNF-a, a IL-18 e a IL-6, produzem e liberam 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (LIBERTO et al., 2004; LIDDELOW; BARRES, 2017).

O TEA, assim como outros transtornos psiquiatricos, tem sua fisiopatologia
associada a disfuncdes astrocitarias (MONY et al., 2016; ZEIDAN-CHULIA et al.,
2014), como aumento de gliose reativa e proliferacdo de células da glia no encéfalo
de individuos com o TEA (PETRELLI; PUCCI; BEZZI, 2016), associacdo entre o TEA
e genes relacionados a ativacdo de células da glia e do sistema imunoldgico
(VOINEAGU et al., 2011). Apesar de alguns estudos ndo demonstrarem alteracfes
nos parametros de astrocitos em tecidos post mortem de pacientes com TEA (LEE et
al., 2017; MORGAN et al., 2014), previamente observamos altera¢cdes no metabolismo
do glutamato no hipocampo em diferentes idades (BRISTOT SILVESTRIN et al.,
2013), bem como aumento da expressao proteica de GFAP em diferentes estruturas
encefalicas (BRISTOT SILVESTRIN et al., dados nédo publicados) em modelo animal

VPA, corroborando com a literatura que demonstra a ativacao neuroglial em pacientes
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com TEA e modelos animais (EDMONSON; ZIATS; RENNERT, 2014; VARGAS et al.,
2005; ZHAO et al., 2019). Além disso, os modelos animais da Sindrome do X Fragil
apresentam uma perturbacao especifica na constituicdo das camadas mais profundas,

além de apresentar um namero aumentado de astrécitos (LEE et al., 2019).

1.4.4. Aquaporinas

Todas as membranas plasmaticas de mamiferos sdo permeaveis a agua; os
tecidos mais permeaveis recebem essa propriedade das AQP, familia de proteinas
canais presentes em praticamente todos 0s organismos. Possuem aproximadamente
30 kDa de peso molecular e sua principal funcao é permitir a passagem de agua
através das membranas celulares. Sao proteinas integrais de membrana que formam
poros que permitem a passagem de agua através das membranas enquanto
bloqueiam a passagem de ions e solutos carregados (FILIPPIDIS; CAROZZA,
REKATE, 2017) (Figura 2).

Figura 2 — Vista esquematica da estrutura das aquaporinas
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A) A estrutura primaria das aquaporinas contém porcdes N- e C-terminais citosolicas
e seis dominios transmembrana (H1 a H6) conectados por cinco algcas (A, C e E
extracelulares e B e D intracelulares). Os motifs NPA estdo localizados nas alcas B
(HB) e E (HE), formam hélices hidrofébicas curtas que se dobram em direcdo a
membrana para lados opostos. B) Modelo esquematico de arranjo dos dominios
transmembrana, mostrando HB e HE, bem como o motivo NPA ao redor do poro
condutor de agua (mostrado em azul claro). E representada a obstrucdo do poro
central pelos motivos NPA de acordo com o modelo da ampulheta. C) Vista de cima
da superficie extracelular na parte superior de um tetramero de AQP. O arranjo da
transmembrana que abrange os segmentos H1 a H3 (em laranja) e H4 a H6 (em verde)
€ mostrado. Os asteriscos destacam o poro de agua de cada monémero AQP.
Adaptado de (WITTEKINDT; DIETL, 2018).

Em geral, os monémeros de AQP apresentam seis dominios transmembrana

com as porgdes carboxila (C) e amino terminal (N) intracelulares (NAGELHUS;
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OTTERSEN, 2013; PAPADOPOULQOS; VERKMAN, 2013). A organizacado das AQP
em homotetrameros da o formato de “ampulheta” ao poro central (BADAUT et al.,
2014), por meio da interacao tridimensional do motivo asparagina-prolina-alanina
(Asn-Pro-Ala ou NPA), conservado ao longo da sequéncia de aminoacidos (BADAUT
et al., 2014; ERIKSSON et al, 2013; NAGELHUS; OTTERSEN, 2013;
PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2013; VERKMAN; MITRA, 2000).

A primeira AQP descrita (AQP1) foi descoberta por acaso em um experimento
para isolamento de peptideos e inicialmente chamada de CHIP28 (proteina integral
formadora de canal de 28 kDa, do inglés channel-forming integral protein of 28 kDa)
(BROWN, 2017; PRESTON et al., 1992). Desde entéo, ja foram descritas 13 AQP,
algumas permeaveis somente a agua (AQP1, AQP2, AQP4, AQP5 e AQPS8) e outras
— as aquagliceroporinas — (AQP3, AQP6, AQP7, AQP9 e AQP10), com a habilidade
de transportar moléculas pequenas e sem carga, como glicerol, ureia e amdnia. Ainda,
foi proposto o subgrupo de superaquaporinas (AQP11 e AQP12), que sao distintas
devido a sua baixa homologia para o restante da familia, apesar de também possuirem
a sequéncia NPA (WITTEKINDT; DIETL, 2018). As AQP expressas em maiores
concentracfes no SNC sdo a 1 e a 4 (FILIPPIDIS; CAROZZA; REKATE, 2017).

AQP1 é expressa principalmente nas células ependimais das superficies apical
e basolateral do plexo coroide (BENGA; HUBER, 2012; OSHIO et al., 2003),
promovendo movimento transcelular da agua e contribuindo com cerca de 25% da
producéo de LCR (FILIPPIDIS; CAROZZA; REKATE, 2017). Também ja foi descrita
em neurbnios sensoriais no corno dorsal da medula espinhal e ganglios trigémeos
(contribuindo possivelmente para a sinalizagéo da dor) (OSHIO et al., 2006; SHIELDS
et al., 2007), em filamentos neuronais apods lesdo encefalica traumatica (FUKUDA et
al.,, 2012), em astrécitos na substancia branca, na glia limitante e neurénios que
inervam 0s vasos sanguineos piais em primatas (ARCIENEGA et al., 2010).

A extensa distribuicdo de AQP4 em varios locais no encéfalo ndo deixa davidas
do papel crucial da AQP4 na homeostase encefalica (NAGELHUS; OTTERSEN, 2013;
PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2007, 2013; XIAO; HU, 2014). Especula-se que essa
proteina possa estar envolvida no desenvolvimento e matura¢do da BHE (NICO et al.,
2001). AQP4 é o principal canal de agua no SNC, expresso principalmente em
processos perivasculares dos pés astrociticos, mas também no espaco subaracnoide
(BLOCH; MANLEY, 2007; HUBBARD et al., 2015), medula espinal (OSHIO et al.,
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2004), retina e nervo o6ptico (NAGELHUS et al., 1998), células ependimarias (JUNG et
al., 1994), giro denteado (HSU et al., 2011) e cortex temporal (HOSHI et al., 2017).
Interessantemente, astrdcitos reativos aumentam a expressao de AQP4, deslocando
a expressado dos pés terminais para o soma do astrocito (ILIFF et al., 2014; KRESS et
al., 2014). De forma complementar, alguns estudos em modelos nocaute para AQP4
demonstraram importantes alteracdes no padréo de disparo neuronal, sugerindo que
essa proteina também exerca papel na manutencdo da excitabilidade neural (KONG
et al., 2008; NAGELHUS; OTTERSEN, 2013) e no tamponamento de potassio
(BENGA; HUBER, 2012) devido a sua colocalizacdo com o canal de potassio 4.1
(Kir4.1) (AMIRY-MOGHADDAM et al., 2003).

Em geral, poucos estudos abordam altera¢des de barreiras neurais e de canais
de agua no contexto do TEA. Em relacdo a alteracdes de permeabilidade encefalica,
animais do modelo VPA apresentaram (macroscopicamente) maior permeabilidade da
BHE ao corante azul de Evans no cerebelo (KUMAR; SHARMA; SHARMA, 2015;
KUMAR; SHARMA, 2016a, 2016b). Em relacdo as AQP, foi demonstrado diminui¢cédo
na expressdo de AQP4 no cerebelo post mortem de individuos com o transtorno
(FATEMI et al., 2008), ao passo que outro estudo demonstrou ndo haver alteracdes

nos niveis séricos da mesma proteina em pacientes com TEA (KALRA et al., 2015).

1.5. Alteracdes neuroimunoldgicas

Existem varias maneiras pelas quais o ambiente gestacional pode afetar o
neurodesenvolvimento da criancga, incluindo a AIM, um dos fatores relacionados ao
desencadeamento de TEA (MELTZER; VAN DE WATER, 2017). Ja foi demonstrado
aumento de citocinas pro-inflamatérias na prole de modelos animais de AIM (CHOI et
al., 2016), associacao entre anticorpos anti-fetais na mae e déficits relacionados ao
TEA na crianca (BRAUNSCHWEIG et al., 2012; WARREN et al., 1990), além de
autoimunorreatividade intensa (WILLS et al.,, 2009; ZIMMERMAN et al., 2007)
principalmente as células progenitoras neuronais (MAZUR-KOLECKA et al., 2014).

Mais recentemente, diversos estudos tém mostrado uma associacdo entre 0s
membros da familia do antigeno leucocitario humano (HLA, do inglés human leukocyte
antigen) e a incidéncia de TEA (AL-HAKBANY; AWADALLAH; AL-AYADHI, 2014;
CHIEN et al., 2012; GUERINI et al., 2015; MOSTAFA; SHEHAB; AL-AYADHI, 2013;
TORRES; WESTOVER; ROSENSPIRE, 2012). Ademais, a partir de estudos de
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associacdo ampla do genoma (GWAS, do inglés genome wide association studies),
foi observada a regulacéo positiva de diversos genes enriquecidos para funcdes de
resposta imunoldgica e inflamatéria, dominios de imunoglobulina e outras ontologias
imunorreguladoras em amostras de pacientes com TEA (GARBETT et al., 2008;
GREGG et al., 2008; LINTAS; SACCO; PERSICO, 2012; VOINEAGU et al., 2011).

O desequilibrio imunolégico pds-natal € amplamente descrito e uma marca
registrada no TEA (GOTTFRIED et al., 2015). H& relatos de neuroinflamacao
encefalica (VARGAS et al., 2005), diminuicdo de células T reguladoras CD4*CD25*
(MOSTAFA; AL SHEHAB; FOUAD, 2010), resposta diferencial de mondcitos
(ENSTROM et al., 2010) e de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs,
do inglés peripheral blood mononuclear cell) (ASHWOOD et al., 2011c) isolados de
pacientes sob estimulo em cultivos celulares, alteracdo na expresséo de células T em
modelos animais (PONZIO et al., 2007), reducdo na atividade de células NK
(WARREN; FOSTER; MARGARETTEN, 1987) — mas nao na contagem geral (DELISI
et al., 1983), maior expressao de genes de citotoxicidade NK (ENSTROM et al., 2009)
e expressao diferencial de células NK CD57*CD3" (SINISCALCO et al., 2016).

Também sao reportados aumentos tanto nos niveis de citocinas anti-
inflamatorias IL-4, IL-5 e IL-13 em PBMCs ap0s estimulo (KRAKOWIAK et al., 2017,
MOLLOQY et al., 2006) quanto pro-inflamatorias: 1) em sangue, IL-1RA, IL-18, IL-6, IL-
8, IL-12p40, IL-17, IFN-y, GM-CSF (AL-AYADHI; MOSTAFA, 2012; ASHWOOQOD et al.,
2011b; CROONENBERGHS et al., 2002), quimiocinas MCP-1, RANTES e eotaxina
(ASHWOOD et al., 2011a); 2) tecido cerebral, IL-6, GM-CSF, TNF-a, MCP-1, TGF-3
(LI et al., 2009; VARGAS et al., 2005); 3) PBMCs, TNF-q, IFN-y e IL-17 (AKINTUNDE
et al., 2015; JYONOUCHI et al., 2005; JYONOUCHI; SUN; ITOKAZU, 2002).

Considerando a etiologia desconhecida do TEA, ao longo dos anos, diversos
estudos tém proposto que alteracées em vias bioldgicas especificas — principalmente
associadas ao sistema imunolégico — teriam relacdo com alguns dos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos nesse transtorno. Nesse contexto, 0 sistema purinérgico
emerge como forte candidato para modulacao fenotipica. Por exemplo, camundongos
nocaute para o receptor A1A apresentaram aumento de neuroinflamacéo e a atividade
microglial (SYNOWITZ et al., 2006) ao passo que o receptor A2A tem funcdo anti-
inflamatoria e pode ser regulado negativamente pelo microRNA (miR) miR-214, que

promove a liberacdo das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6 (ZHAO et al., 2015a).
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Além disso, a microglia desempenha um papel crucial na neuroinflamacao,
tanto promovendo a vigilancia necesséria para manter a homeostase do SNC quanto
espalhando ainda mais a inflamacéo quando ativada, facilitando o afrouxamento da
BHE, permitindo infiltrado inflamatério da periferia em direcdo ao SNC. De qualquer
forma, € um elemento suscetivel a modulacdo da sinalizacdo purinérgica
(FUMAGALLI; LECCA; ABBRACCHIO, 2011), uma vez que durante eventos lesivos,
h& grande liberacdo de ATP local e consequente ativacdo de microglia residente por
meio de receptores purinérgicos (MELANI et al., 2005), principalmente o P2X7 que é
capaz de aumentar as respostas inflamatorias generalizadas, principalmente pela
liberagdo de IL-18 (FERRARI et al.,, 1997; GRAHAMES et al., 1999), bem como
promover liberagdo de fatores neurotréficos (SUZUKI et al., 2004). O ATP liberado e
a ativacdo de P2X7 também sédo capazes de ativar os astrécitos, mediando a
sinalizacdo para a sintese de citocinas pro-inflamatorias (SOLLE et al., 2001) e
neurotransmissores como o glutamato (DUAN et al., 2003), diminuindo sua captacao
e reduzindo a atividade da GS (LO et al., 2008).

No contexto do TEA, poucos estudos descrevem a modulagdo inflamatoria
mediada pela sinalizacao purinérgica. O tratamento de camundongos BTBR com um
antagonista do receptor A2A aumentou a expressao de GATA3, T-bet (AHMAD et al.,
2017b) e RORyt, diminuindo Foxp3 e IL-10 (ANSARI et al., 2017b) modulou a
expressdo de receptores toll-like (AHMAD et al., 2017a), promoveu a expressao de
guimiocinas (AHMAD et al., 2018b), aumentou a resposta Thl, diminuiu a resposta
Th2 , aumentando também os niveis de citocinas pré-inflamatérias (ANSARI et al.,
2017a). Esses dados demonstram o importante papel anti-inflamatorio do receptor
A2A, uma vez que a inibicdo da ligacdo de adenosina via antagonismo foi capaz de

replicar déficits comumente descritos no TEA.

1.6. Resveratrol

Considerando o contexto neuroimunolégico envolvido no TEA, moléculas com
efeito anti-inflamat6rio emergem como potenciais alvos de estudo para compreensao
de vias biolégicas envolvendo ativacdo imunolégica que possam estar relacionadas
com a fisiopatologia do TEA, bem como para novas estratégias farmacologicas em

pacientes diagnosticados com o transtorno. Nesse sentido, os polifendis —
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especialmente o trans-resveratrol (RSV, 3,4',5-triidroxiestilbeno) — vém ganhando
cada vez mais atencdo da comunidade cientifica.

O RSV é um polifenol da familia dos estilbenos encontrado naturalmente em
pinhas, amendoins, casca da uva (consequentemente, no vinho tinto), entre outros
(KOUSHKI et al., 2018). Os efeitos protetores e terapéuticos da utilizacdo do RSV
como nutracéutico tém sido descritos em diversas patologias, incluindo cancer,
obesidade, diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e neurais (SHAYGANFARD,
2020; VANG et al., 2011). Além disso, também sdo amplamente descritos e revisados
seus efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores (MENG et al., 2021;
QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011; VANG et al., 2011; ZHANG et al., 2021).

Vang e colaboradores (VANG et al., 2011), em uma robusta revisdo da
literatura, descrevem amplamente os mais diversos papéis modulatérios do RSV, tais
como proliferacdo celular, apoptose e danos ao DNA, angiogénese, atividade
mitocondrial, metabolismo do glutamato, entre outros. Tém sido propostos diversos
mecanismos por meio dos quais o0 RSV provavelmente desempenha seu papel
protetor, envolvendo principalmente modulacdo de processos inflamatorios,
transcricdo génica e sinalizacao celular (SHAYGANFARD, 2020). Sabe-se que 0 RSV
€ capaz de contrapor os efeitos pro-inflamatorios e pro-oxidantes observados em
modelos animais de diversas condicdes patologicas, como obesidade, diabetes e
hipertenséo, diminuindo os niveis de TNFa, IL-1B, IL-6, proteina quimioatrativa para
monacitos 1 (MCP-1) e 6xido nitrico sintase (iINOS) (VANG et al., 2011). Além disso,
o efeito supressor da inflamacédo ja foi associado tanto com a inibicdo da ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) (BAUR; SINCLAIR, 2006), quanto com a ativacdo do supressor
da sinalizacdo de citocina 1 (SOCS-1) (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015).
Também foi relatada a atuacao inibitéria da proteina p53 (processo relacionado a
sobrevivéncia celular) provavelmente devido ao (bem descrito) papel do RSV na
ativacdo da SIRT1 (BAUR; SINCLAIR, 2006; MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015),
um membro da familia de HDACs. Ainda, o RSV também promove a diferenciacéo de
fatores neurotroéficos, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés
brain derived neurotrophic factor) (MALHOTRA; BATH; ELBARBRY, 2015).

No contexto do TEA, nosso grupo de pesquisa € pioneiro na utilizacdo do RSV
como estratégia terapéutica. Demonstramos que o tratamento pré-natal com RSV

entre os dias embrionarios (E) E6,5 e E18,5 foi capaz de prevenir os déficits de
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sociabilidade na prole (BAMBINI-JUNIOR et al., 2014; HIRSCH et al., 2018), além de
alteracbes sensoriais, celulares (FONTES-DUTRA et al., 2018; SANTOS-TERRA et
al., 2021) e moleculares (HIRSCH et al., 2018). Ainda em modelos animais de TEA,
também ja foi demonstrado que o RSV é capaz de contrapor a desregulacdo do
receptor de estrogénio B (ERB) (XIE et al., 2018), aumentar a expressado génica de
SIRT1 e do fator de resposta de crescimento precoce 3 (Egr3, do inglés early growth
response factor 3) na amigdala dos camundongos (HIDEMA et al., 2020), agindo
principalmente em animais machos (JUYBARI et al., 2020), além de suprimir
neuroinflamacéo (BHANDARI; KUHAD, 2017), atenuar citocinas pro-inflamatorias e
ativacao de JAK1-STAT3 (AHMAD et al., 2018c), atenuar a expressao de receptores
de quimiocinas (BAKHEET et al.,, 2016), inibir receptores toll-like neuronais e
sinalizacdo por COX-2 (AHMAD et al.,, 2018a) e melhorar a desregulacdo da
sinalizacdo de células Treg e respostas Thl, Th2 e Th17 (BAKHEET et al., 2017) em
modelo genético BTBR.

Além disso, recentemente, demonstramos que o0 uso de RSV em criancas
diagnosticadas com TEA foi capaz de reduzir os indices de irritabilidade medidos pela
lista de verificacdo de comportamento aberrante (ABC, do inglés aberrant behavior
checklist), favorecendo, assim, a melhora na sociabilidade (MARCHEZAN et al.,
manuscrito submetido). Outros estudos mostram que fibroblastos de pacientes com
aumento nas concentracdes de acil-carnitina e comprometimento da (B-oxidacao do
acido graxo mitocondrial também responderam satisfatoriamente ao tratamento com
RSV, sendo a melhora proporcional ao nivel de comprometimento dos pacientes na
escala de responsividade social (BARONE et al., 2021). Dessa forma, hosso conjunto
de dados prévios evidencia o papel terapéutico do RSV enquanto ferramenta de
estudo em multiplos contextos bioldgicos envolvendo a pesquisa acerca do TEA, bem
como lanca luz na compreenséo dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos tanto no

gatilho e manutencdo do TEA quanto na prevencao promovida pelo RSV.

1.7. Justificativa e hipoteses

O TEA, inicialmente descrito na década de 20, atrai cada vez mais atencéo da
comunidade cientifica devido a sua incidéncia crescente. Apesar do aumento
exponencial nos estudos acerca desse transtorno nos ultimos anos, sua etiologia

ainda permanece um quebra-cabecas longe de ser solucionado. Nesse sentido, 0s
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modelos animais emergem como importantes ferramentas de estudo, especialmente
no caso de transtornos como o TEA cujo diagnéstico € exclusivamente pela analise
de altera¢cbGes comportamentais.
Além da sintomatologia central necesséria para o diagnostico, 0s pacientes com
TEA podem apresentar condi¢Bes associadas, como aumento do perimetro cefalico.
Sabe-se que o TEA possui um forte componente neuroimunolégico na sua
fisiopatologia, o que pode estar por tras das alteracbes comportamentais, bem como
pode ter associacdo com disfuncdes de barreiras neurais. Assim, a hipétese € que a
AIM durante o periodo embrionario ndo sé contribua para o fenétipo do tipo autista,
como também resulte em disfun¢des de barreiras neurais por meio da desorganizacéo
cortical, aumento da permeabilidade da BHE, entrada de infiltrado inflamatério da
periferia em direcdo ao SNC, alteracao no perfil de células neurais, bem como utilize
mecanismos subjacentes para a manutencdo e progressao desse status
neuroinflamatorio, como a sinalizacao purinérgica.
Dessa forma, considerando:
¢ O relato de macrocefalia em pacientes pediatricos com TEA, bem como o0 amplo
historico de neuroinflamacgéo envolvendo esse transtorno;
e A excelente translacionalidade do modelo VPA, uma vez que preenche os
guesitos das validades de face e construto e possui valor preditivo;
e Os importantes efeitos preventivos do RSV no contexto do TEA, prevenindo
comportamentos do tipo autista, alteracdes celulares e moleculares;
e A associacdo de alteracdes pontuais na sinalizacdo purinérgica e outras rotas
metabolicas com o desencadeamento e a manutencéo do TEA.
A presente tese visou avaliar a integridade de barreiras neurais no modelo VPA,
bem como revisar as publicacbes existentes na literatura acerca do componente
neuroinflamatorio presente no TEA e da contribui¢do da sinalizacao purinérgica nesse

contexto.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a integridade de barreiras neurais e seus mecanismos subjacentes em

um modelo animal de TEA pela exposi¢cédo pré-natal ao VPA, bem como o possivel

efeito preventivo da administracdo pré-natal do RSV sobre os mesmos parametros

propostos, além de revisar a contribui¢cdo da sinalizag&o purinérgica no TEA.

2.2. Objetivos especificos

e Capitulo I: avaliacdo das barreiras neurais e mecanismos subjacentes em

modelo animal de TEA

o

©)

©)

Avaliar o contetdo encefalico de agua (medida de edema);

Analisar a integridade da barreira hematoencefalica;

Analisar a expressao e distribuicdo das aquaporinas 1 e 4 em diferentes
regides do SNC;

Analisar parametros astrociticos.

e Capitulo II: revisdo do estudo do componente neuroinflamatorio presente no

TEA

©)

Realizar um levantamento das principais alteracées neuroimunolégicas
descritas tanto em modelos animais quanto em pacientes com TEA;
Revisar 0s mecanismos envolvidos no contexto imunologico no
desencadeamento do fendtipo autista a partir da exposicédo ao fator de
risco VPA;

Estudar as vias comuns translacionais envolvendo as alteracbes

imunoldgicas descritas em humanos e animais.

e Capitulo IlI: revisdo do estudo sobre o envolvimento da sinalizac&o purinérgica
no TEA

o Entender como o sistema purinérgico esta envolvido na fisiopatologia do

(@]

TEA;
Revisar as estratégias terapéuticas propostas que se utilizam dessa
sinalizacdo como mecanismo para modulacdo dos comportamentos do

tipo autista.
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Capitulo I: artigo publicado.
“‘Resveratrol prevents brain edema, blood-brain barrier permeability, and altered

aquaporin profile in autism animal model”

International Journal of Developmental Neuroscience, 81(7), 579-604 (2021).
DOI: https://doi.org/10.1002/jdn.10137
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Highlights:

= Autism Spectrum Disorder (ASD) is hallmarked by neuroimmune background;
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= ASD animal model replicates the greater brain volume described in ASD
patients;

= Resveratrol (RSV) prevents blood-brain barrier alterations and edema
formation;

= RSV restore AQP4 levels to control levels;

= RSV promotes a functional amelioration in astrocytes.

Abstract

Autism Spectrum Disorder can present a plethora of clinical conditions
associated with the disorder, such as greater brain volume in the first years of life in a
significant percentage of patients. We aimed to evaluate the brain water content, the
blood-brain barrier permeability, and the expression of aquaporin 1 and 4, and GFAP
in a valproic acid-animal model, assessing the effect of resveratrol. On postnatal day
30, Wistar rats of the valproic acid group showed greater permeability of the blood-
brain barrier to the Evans blue dye and a higher proportion of brain water volume,
prevented both by resveratrol. Prenatal exposition to valproic acid diminished
aquaporin 1in the choroid plexus, in the primary somatosensory area, in the amygdala
region and in the medial prefrontal cortex, reduced aquaporin 4 in medial prefrontal
cortex and increased aquaporin 4 levels in primary somatosensory area (with
resveratrol prevention). Valproic acid exposition also increased the number of
astrocytes and GFAP fluorescence in both primary somatosensory area and medial
prefrontal cortex. In medial prefrontal cortex, resveratrol prevented the increased
fluorescence. Finally, there was an effect of resveratrol per se on the number of
astrocytes and GFAP fluorescence in the amygdala region and in the hippocampus.
Thus, this work demonstrates significant changes in blood-brain barrier permeability,
edema formation, distribution of aquaporin 1 and 4, in addition to astrocytes profile in
the animal model of autism, as well as the use of resveratrol as a tool to investigate
the mechanisms involved in the pathophysiology of Autism Spectrum Disorder.

Keywords: Autism spectrum disorder. Valproic acid. Resveratrol. Water content.
Blood-brain barrier. Aquaporin.
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1. INTRODUCTION

Autism Spectrum Disorder (ASD) was first characterized in the 1920s by the
Russian psychiatrist Grunya Sukharewa, who described 6 children with autistic
characteristics (Ssucharewa, 1926; Zeldovich, 2018). Currently, ASD is a highly
prevalent neurodevelopmental disorder characterized by 1) deficits in communication
and social interaction and 2) the presence of repetitive behaviors and restricted
interests/activities (APA, 2013), affecting 1:54 children up to 8 years old in the USA
(Maenner et al., 2020).

Despite research advances on this disorder, the etiology of ASD remains
unknown. However, epidemiological observations suggest that environmental factors,
such as valproic acid (VPA), are closely related to the onset of ASD (Christensen et
al., 2013; Roullet et al., 2013; Smith & Brown, 2014). Besides the core symptoms,
several conditions associated with ASD are described, including greater brain volume
in the first years of life (Aylward et al., 2002) affecting around 20% of ASD patients
(Sacco et al., 2015).

For a long time, it was hypothesized that the Central Nervous System (CNS)
was an immunologically privileged location (Tambur & Roitberg, 2005) due to blood-
brain barrier (BBB), a selective barrier composed, among others, by astrocytes
(Abbott, 2013). Several studies relate astrocytic dysfunctions to psychiatric disorders,
including ASD (Mony et al., 2016; Zeidan-Chulia et al., 2014). Increased reactive
gliosis, proliferation of glial cells in the brain of ASD individuals (Petrelli et al., 2016) as
well as the association between ASD and genes related to the activation of glia and
the immune system (Voineagu et al., 2011), stressing the role of astrocytes in ASD
and in BBB impairments.

Besides astrocytes, the BBB's dynamic can be affected by the water channels
aquaporins (AQP). AQP1 is expressed mainly in the apical membrane of the choroid
plexus (involved in the production of cerebrospinal fluid), in addition to glial
membranes, astrocytes and ependymal cells (Benga & Huber, 2012; Oshio et al.,
2003). On the other hand, AQP4 is the most common water channel in the CNS,
present in greater quantity in terminal feet of astrocytes that surround blood vessels
(essential constituent of BEB) (Nagelhus & Ottersen, 2013; Papadopoulos & Verkman,
2007; Xiao & Hu, 2014), playing an important role in removing water from the cerebral
parenchyma, in addition to assisting the potassium buffering (Benga & Huber, 2012).
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Few studies have been conducted related to BBB and AQP alteration in ASD
individuals, indicating decreased cerebellar AQP4 (postmortem) (Fatemi et al., 2008),
and no alteration in serum (Kalra et al., 2015), as well as a huge cerebellar permeability
in the VPA-animal model of ASD (Kumar & Sharma, 2016b, 2016a; Kumar et al., 2015).
Considering the increased brain volume and the possible impairment of neural barrier
systems, as well as the pro-inflammatory and pro-oxidant processes already observed
in ASD individuals, molecules with antioxidant and anti-inflammatory properties
become important targets for the study of neuroprotective mechanisms in ASD.

The trans-resveratrol (RSV, 3,5.4'-trihydroxystilbene) is a naturally occurring
polyphenolic compound present in grapes. peanuts and red wine, having several
biological effects (Frémont, 2000; Vang et al., 2011). Several studies emphasizing the
protective and therapeutic roles of RSV in several pathologies (Berman et al., 2017,
Koushki et al., 2020), highlighting the anti-inflammatory (J.-A. Lee et al., 2015;
Sanchez-Fidalgo et al.,, 2010), antioxidant (Mohammadshahi et al., 2014) and
neuroprotective effects (Quincozes-Santos & Gottfried, 2011; Tang, 2010) of RSV.

Our research group have been demonstrated the preventive effect of prenatal
treatment with RSV in sociability and sensory deficits in the offspring of VPA-animal
model (Bambini-Junior et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018), as well as in microRNA
levels (Hirsch et al., 2018). These results enable the use of RSV as both a reliable
method for understanding the pathophysiology of ASD and an assisting tool in the
study of biological routes and structures involved in its etiology.

The mechanisms that mediate the brain volume dynamics are largely unknown;
thus, we proposed an investigation of factors possibly associated with the formation of
brain edema in ASD in an animal model of autism. Thus, we aimed to evaluate the
proportion of brain fluid volume, the BBB permeability, as well as to analyze AQP 1
and 4 and GFAP+-astrocytes in 30-day-old animals of the animal model of autism
induced by prenatal exposure to VPA, evaluating the possible therapeutic effect of
RSV.

2. EXPERIMENTAL PROCEDURE
2.1 Animals

Wistar rats from the Center for Reproduction and Experimentation of Laboratory
Animals (CREAL-UFRGS) of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS)
were used, kept in standard animal facilities conditions, with food and water ad libitum,

5
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light/dark cycle 12 hours, constant temperature (22°C + 1°C) and a maximum of four
animals per housing box. All procedures were approved by the local Ethics
Commission on the Use of Animals (CEUA-UFRGS 36229) and performed according
to ethical principles in accordance with the NIH Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, as well as Brazilian Arouca Law (11,794, of October 8, 2008).
The animals' euthanasia procedure followed the Euthanasia Practice Guidelines
of the National Council for Animal Experimentation Control (Normative Resolution N.
13, 2013). Euthanasia was performed by anesthetic overdose with ketamine and
xilasine, supplied in concentrations three times higher (300 mg/kg and 40 mg/kg,

respectively) than the concentration required to obtain an anesthetic-surgical plan.

2.2 Animal model and RSV treatment

The animals were mated overnight and, in the next morning, the presence of
sperm was verified in the vaginal canal of the females; when fertilization was
confirmed, the embryonic day 0.5 (E0.5) was determined. From E6.5 to E18.5,
pregnant rats received RSV (trans-resveratrol, Fluxome, Stenlese, Denmark - 3.6
mg/kg) or dimethylsulfoxide (DMSQO P.A. - vehicle, equivalent volume of RSV injection
in a proportion 1:1 of DMSO and saline) subcutaneously. At E12.5, pregnant rats
received a single injection of VPA (sodium valproate, Sigma-Aldrich, USA - 600mg/kg)
or saline solution (0.9% - vehicle) via intraperitoneal (i.p.), as previously described
(Bambini-Junior et al., 2014). On postnatal day 21 (P21), the litter was weaned and, at
P30, male rats were euthanized by anesthetic overdose. The total number of animals
used in the study was 24 control, 28 RSV, 25 VPA, and 22 RSV+VPA divided randomly
among experiments, generated from the following number of dams: 5 control, 7 RSV,
14 VPA, and 12 RSV+VPA. As we use a maximum of 1 male from the same litter in
each group, the excess offspring per litter was destined to other projects in the lab).
The litters were randomly divided so that sibling animals were not part of the same
experiment (n of animals is n of litters). The loss rate for the VPA groups was 50% in

this protocol.

2.3 Tissue preparation and analysis
2.3.1 Brain water content
Immediately after the euthanasia, the brains were removed, weighed, and

placed in a drying oven at 60°C. After 72h, brains were reweighted and the brain water
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content was measured considering the difference between wet tissue weight (w) and
dry weight (d) (Wei et al., 2015). We considered the animal body weight since the
animals prenatally VPA-exposed presented lower body weight throughout the
development as described by Schneider et al., 2005 (Schneider & Przewtocki, 2005)
as follows: {[(wet weight - dry weight)/wet weight]x100/animal body weight}.

2.3.2 Evans blue dye permeability

The animals were injected via i.p. with Evans blue 2% solution (4 mg/kg) diluted
in saline solution 0,9% (Kumar et al., 2015) and, after 2 hours, were anesthetized and
subjected to transcardiac perfusion with saline solution and 4% paraformaldehyde. The
brain was removed, post-fixed in 4% paraformaldehyde and preserved in sucrose
(15% and 30%). The tissues were kept in an ultrafreezer (-80°C) until coronal slices
(25 pm) were made in cryostat (Leica Microsystems). The brain coordinates following
Paxinos Atlas (5" edition): bregma 3.72/3.24 (medial prefrontal cortex - mPFC) and -
2.92/-3.00 (primary somatosensory area - pSSA, amygdala region - AmR,
hippocampus and choroid plexus).

The slices were also incubated with DAPI solution for marking nuclei (diluted in
1:10,000 in saline solution 0.9%) for 10 minutes, followed by 5 washes with 0.1 M pH
7.4 PBS (3 minutes each) and adding the Fluoshield® mounting medium and the
coverslip. The images were obtained in a 20x magnification using a confocal
microscope (Olympus FV1000 — Olympus FluoView 4.0 Viewer) at the Center for
Microscopy and Microanalysis (CMM-UFRGS) and the fluorescence was analyzed

using the ImageJ® software.

2.3.3 Immunofiuorescence

After anesthesia, the animals were euthanized by transcardiac perfusion with
saline solution 0.9% and 4% paraformaldehyde, the brain was removed, preserved
and cut as already described.

The technique was performed according to a previous protocol (Fontes-Dutra
et al., 2018) and followed the following steps: 1) tissue permeabilization with PBS-
Triton 0.1% or 0.3% (according to primary antibody); 2) 3 washes with PBS; 3) blocking
with PBS-Triton 0.1% (or 0.3%) containing 5% bovine serum albumin (BSA); 4)
incubation with primary antibodies for 48h at 4°C in PBS-Triton 0.1% (or 0.3%) BSA
1% solution; 5) 5 washes with PBS buffer; 6) incubation with secondary antibodies for

7

31



2 hours at room temperature; 7) 5 washes with PBS; 8) incubation with DAPI solution
(1:10,000 - 10 minutes); 9) 5 washes with PBS followed by addition of Fluoshield®
mounting medium and coverslip. The images were obtained as previously described.
Two trained researchers did manual analysis of both fluorescence distribution and cell
counting in the brain regions and subregions, blinded for the experimental groups,
using the ImageJ® software.

All primary antibodies were chosen according to the previous data from
references cited in the manufacturer datasheets. All reagent information were detailed
in Supplementary Table 1. Representative images of the AQP1 and AQP4 labeling can
be seen in Supplementary Figure 1 and Supplementary Figure 2, respectively.

2.3.4 Western blotting

Following to the euthanasia, the brain was removed and the mPFC, pSSA, AmR
and hippocampus were dissected.

The samples were homogenized in a buffer containing protease inhibitor, 10%
SDS, EDTA 100 mM, TRIS/HCI buffer 500 mM pH 8. The total proteins were quantified
by the Lowry method (Lowry et al., 1951) and the samples prepared in a buffer
containing glycerol, bromophenol blue, TRIS/HCI buffer and B-mercaptoethanol. 40pg
of protein was applied in 10% polyacrylamide gel, separated by one-dimensional
electrophoresis and transferred to nitrocellulose membranes for the detection of the
AQP1 and AQP4 immunocontents. The membranes were blocked in 5% BSA
dissolved in a pH 7.5 TRIS buffer (TBS) with 0.1% Tween-20 (TTBS) and incubated
overnight at 4°C with the primary antibodies.

After incubation, the membranes were washed with TTBS and incubated with
secondary antibodies, followed by 3 washes. The substrate SuperSignal® West Pico
(Thermo Fisher Scientific) was used on the membranes and the chemiluminescent
signal was detected using ImageQuant™ LAS 4000 (GE HealthCare Life Sciences).
The quantification of the relative immunocontent was performed with the ImageJ
software (v. 1.51) and the data was normalized by the housekeeping protein B-actin.
All reagent information were detailed in Supplementary Table 1.

2.4 Statistical analysis
The data were analyzed using the IBM SPSS Statistics 20 program (IBM SPSS,

Armonk, NY, USA). Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests of normality were
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applied to determine data distribution. The data of "edema" and "BBB permeability to
Evans blue dye" had a non-normal distribution; therefore, a non-parametric test was
performed for independent samples (Kruskal-Wallis). Immunofluorescence and
western blotting data showed normal data distribution, using the two-way ANOVA test
followed by Sidak's 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.

The graphs were made using the GraphPad Prism 6 program. Data were
reported as median + interquartile range (IQR) for the non-parametric test and mean +
standard deviation for the parametric test. p <0.05 was considered statistically
significant.

3. RESULTS

3.1. Prenatal administration of RSV prevents the alterations induced by prenatal

exposure to VPA in body weight and in proportional brain water content at P30
Prenatal exposure to VPA increased brain water content (p = 0.003, Figure 1A),

decreased body weight (p = 0.001, Figure 1B) and increased proportion of brain fluid

(p = 0.002, Figure 1C). In this experiment, prenatal treatment with RSV was able to

prevent these alterations. Detailed statistics are shown in Table 1.

3.2. Prenatal administration of RSV prevents the increased BBB permeability
induced by VPA at P30

The VPA group had increased BBB permeability to Evans blue dye
(representative images in Figure 2) in the choroid plexus (p = 0.009), in the pSSA, both
in layers II/lll (p = 0.004) and IV/V (p = 0.005), in subregions of the mPFC when
compared to the control and/or RSV group) anterior cingulate cortex (aCC) (I/lll: p =
0.001; IV/V: p = 0.013); 2) prelimbic cortex (PrL) (II/lll: p = 0.019; IV/V: p = 0.022); and
3) infralimbic cortex (IL) (I/lll: p = 0.028; IV/V: p = 0.016). RSV was able to prevent the
permeability alterations in these regions. No significant difference was observed in dye
permeability in the hippocampus (p = 0.134) or in the AmR (p = 0.050). Detailed

statistics are shown in Table 2.

3.3. Prenatal exposure to VPA changes choroid plexus morphology and
decreases AQP1 distribution at P30
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The choroid plexus from both groups exposed to VPA had a huge morphological
alteration (indicated by the white arrow in Figure 3A) and decreased AQP1 labeling
(Figure 3A-3B, control: 1244+279.3; RSV: 1053+131.9; VPA: 867.1£76.11; RSV+VPA:
798.64221.3; F (3, 16) = 5.345, p VPA =0.0022). These alterations were not prevented
by RSV.

3.4. Prenatal administration of RSV prevents the VPA-induced increase in AQP4-
immunocontent and distribution in pSSA at P30.

Prenatal exposure to VPA decreased AQP1 content in pSSA (Figure 4A,
Control: 1.594+0.073; RSV: 1.34240.210; VPA: 1.148+0.180; RSV+VPA:
0.83440.185; F (1, 12) = 31.39; p VPA = 0.0001) in deep layers (ll/lll; p interaction =
0.9098; IV/V: p VPA = 0.0005) with no preventive effect by RSV (Table 3). Interestingly,
the VPA group had increased AQP4 content in pSSA (Figure 4E. control:
1.445+0.0256; RSV: 1.086+0.149; VPA: 2.391+0.368; RSV+VPA: 1.457+0.314; F (1,
12) = 5.128; p interaction = 0.0429) in deep layers (II/lll: p interaction = 0.4255; IV/V:
p interaction = 0.0011) with a significant preventive effect of RSV. Detailed statistics of
immunofluorescence are shown in Table 3.

3.5. mPFC has decreased levels of both AQP1 and AQP4 induced by prenatal
exposure to VPA

Despite no change was observed in the AQP1 immunocontent in mPFC from
VPA group (Figure 4C, control: 1.221+0.185; RSV: 1.124+0.182; VPA: 1.081+0.389;
RSV+VPA: 0.975+0.195; F (1, 12) = 0.00095; p interaction = 0.9759), both groups
exposed prenatally to VPA presented decreased distribution of this protein in all
subregions of the mPFC, with no preventive effect of RSV: aCC — layers I/l (p VPA
= 0.0043) and IV/V (p VPA = 0.0010); PrL — layers I/l (p VPA = 0.0010) and IV/V (p
VPA < 0.0001); IL — layers 1I/lll (p VPA = 0.0009) and IV/V (p VPA = 0.0004) (Table 4).

The VPA group had decreased content of AQP4 (Figure 4G, control:
0.81640.196; RSV: 1.019+0.130; VPA: 0.387+0.164; RSV+VPA: 0.946+0.507; F (1,
12) = 6.808; p RSV = 0.0228) with decreased distribution of this protein in all
subregions of the mPFC: aCC - layers I/lll (p interaction = 0.0421) and IV/V (p
interaction = 0.0125); PrL —layers II/1ll (p interaction = 0.0449) and IV/V (p interaction=
0.0167); IL — layers W/l (p interaction = 0.0412) and IV/V (p interaction = 0.0171).

Detailed statistics of immunofluorescence are shown in Table 4.
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3.6. Intrauterine exposure to VPA induces a decrease in AQP1 in the AmR

Despite no differences were observed in AQP1 immunocontent in the AmR
among experimental groups (Figure 4B, Control: 0.918+0.214; RSV: 1.089+0.399;
VPA: 0.871+0.113; RSV+VPA: 0.842+0.277; F (1, 12) = 0.6424; p interaction =
0.4384), both groups that received VPA had decreased distribution of AQP1 (p VPA =
0.0004) (Table 5). No changes were observed in both AQP4 content (Figure 4F,
Control:  1.19240.457; RSV: 1.28840.333; VPA: 0.943+0.108; RSV+VPA:
1.512+0.521; F (1, 12) = 1.484; p interaction = 0.2466) and in distribution among
groups (p interaction = 0.5988). Detailed statistics of immunofluorescence are shown
in Table 5.

3.7. Prenatal exposure to VPA does not alter the expression profile of AQP1 and
AQP4 in the hippocampus, but the RSV treatment had a per se effect

No changes were observed in the hippocampal content of AQP1 (Figure 4D,
Control:  1.031+£0.275; RSV: 0.92740.273; VPA: 0.941+0.214; RSV+VPA:
0.977+0.238; F (1, 12) = 0.3097; p interaction = 0.5881). However, a per se effect of
RSV was observed, with decreased AQP1 distribution in dentate gyrus and CA2
region: Dentate gyrus (p RSV = 0.0412); CA1 (p RSV = 0.0518); CA2 (p RSV =
0.0330); CA3 (p RSV = 0.0810) (Table 8).

No changes were observed in both AQP4 content (Figure 4H, Control:
0.53340.271; RSV: 0.422+0.221; VPA: 0.291+0.106; RSV+VPA: 0.360+0.116; F (1,
12) = 0.8866; p interaction = 0.365) and distribution among groups: dentate gyrus (p
interaction = 0.0387); CA1 (p interaction = 0.0786); CA2 (p interaction = 0.1113); CA3
(p interaction = 0.0490). Detailed statistics of immunofluorescence are shown in Table
6.

3.8 RSV treatment improves the functional but not morphological aspect of
astrocytic changes induced by prenatal exposure to VPA
3.8.1 Primary somatosensory area

An increased number of GFAP*-astrocytes was observed in layers I/l (p VPA
= 0.0038) and in layers IV/V (p VPA = 0.0038) in both groups that were prenatally
exposed to VPA (representative image in Figure 5). As expected, this data was
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reflected by increased GFAP immunofluorescence per area (ll/Ill: p VPA = 0.0270;
IV/V: p RSV = 0.0380). Detailed statistics are shown in Table 7.

3.8.2 Medial prefrontal cortex

This region showed different effects between the upper (ll/lll) and deeper (IV/V)
layers. In upper layers, exposition to VPA increases the number of astrocytes, with no
preventive effect of RSV (aCC: p VPA = 0.0135; PrL: p VPA = 0.0269; IL: p VPA =
0.0278), which was reflected in the GFAP immunofluorescence values (aCC: p VPA =
0.0379; PrL: p VPA = 0.0604; IL: p interaction = 0.5621).

In deeper layers, both groups exposed to VPA increased the number of GFAP*-
astrocytes (aCC: p VPA = 0.0091; PrL: p VPA = 0.0004; IL: p VPA = 0.0018). However,
we observed increased GFAP immunofluorescence in the VPA group, with a
significantly preventive effect of RSV (aCC: p interaction = 0.0171; PrL: p interaction =
0.2853; IL: p interaction = 0.0455). Detailed statistics are shown in Table 8.

3.8.3 Amygdala region

In this region, we observed a per se effect of RSV, with decreased number
GFAP*-astrocytes (p interaction = 0.0017) and GFAP immunofluorescence (p
interaction = 0.0450) in RSV group. Detailed statistics are shown in Table 9.

3.8.4 Hippocampus

Another per se effect of RSV was observed in number of GFAP*-astrocytes
(dentate gyrus: p interaction = 0.0162; CA1: p interaction = 0.1926; CA2: p RSV =
0.0001; CA3: p interaction = 0.0461) and GFAP immunofluorescence values (dentate
gyrus: p interaction = 0.0096; CA1: p interaction = 0.0172; CA2: p interaction = 0.0214;
CA3: p interaction = 0.0058). Detailed statistics are shown in Table 10.

4. DISCUSSION

A significant percentage of ASD patients presents increased brain volume in the
first years of life, followed by an apparent normalization of this volume in late childhood
(Aylward et al., 2002; Bartholomeusz et al., 2002; Emerson et al., 2017; Hazlett et al,
2011). Recent evidence in animal models has been highlighting the association of
maternal inflammatory processes during critical embryonic development with
excessive brain growth and with the triggering of ASD-associated behavior in the
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offspring (Le Belle et al., 2014). In fact, maternal immune activation (MIA) contributes
to the onset of several neuropsychiatric disorders, including ASD (Estes & McAllister,
2016). Thus, we postulate that the fingerprint caused by prenatal exposure to VPA
could involve mechanisms of MIA since animals from VPA-animal model present
enhanced levels of IL-1[B, IL-6, and TFN-a in the hippocampus and other brain regions
(Deckmann et al., 2018), besides enhanced TFN-a levels and microglial activation after
prenatal VPA exposure (Zamberletti et al., 2019).

In the present study, we demonstrated that the prenatal exposure to VPA
increased the absolute brain water content, providing a clearer overview of the higher
liquid volume in the brain of the VPA group even though the body structure was
smaller. The preventive effect of RSV against these changes, in addition to the
alterations in the proteins AQP1 and AQP4 according to brain region, opens new clues
about the mechanisms associated to the brain volume changes in ASD patients.

The VPA group presented evident BBB permeability in brain regions related to
the neocortex: choroid plexus (direcly in contact with neocortex), pSSA (layers I/l
and IV/V) and all subregions of the mPFC (aCC, PrL and IL, in superficial and deeper
layers). In all of these regions, RSV treatment was able to prevent the BBB
permeability. BBB damage can be a pivotal event for brain edema development, which
could be both initiated and regulated by several pro-inflammatory mediators (among
them cytokines and chemokines) that coordinate the extent of leukocyte entry to the
brain parenchyma, causing loosening of the tight junctions and vasogenic edema
(Stamatovic et al., 2006). RSV, known by its antioxidants and anti-inflammatory
properties, could be acting as a neuroprotective molecule in different pathways during
embryonic development. In a model of cerebral ischemia-reperfusion, RSV attenuates
BBB dysfunctions and reverses the brain water accumulation by the regulation of
matrix metallopeptidase 9 (MMP-9) (Wei et al., 2015). MMP-9 is an enzyme with zinc-
dependent proteolytic activity that has the ability to break down collagen IV (which
composes basal lamina) and whose increased levels were associated with
neurodevelopmental disorders, including ASD (Reinhard et al., 2015). Both VPA and
RSV are able to act in an epigenetic way, mainly modulating the histone activity. The
histone deacetylase inhibition (HDACI) - an effect of VPA - is able to induce several
effects on the BBB stabilization by the deregulation of important transcription factors
associated with BBB formation like SOX7, SOX18, TAL1, and ETS1 (Roudnicky et al.,

2020), as well as is known to interfere in the immune system, inducing increased
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transcription of proinflammatory genes associated with the NFkappaB pathway, for
example (Rahman et al., 2004). This is important since inflammatory mediators are
known to increase the BBB permeability, leading to an inflammatory infiltrate in the
CNS, and are associated with neurodevelopmental disorders, such as ASD.
Complementary, VPA-prenatal exposure promotes systemic inflammation, and is
known that the maternal immune activation (MIA) animal model is associated with BBB
disruption (Simbes et al., 2018). The early treatment with RSV (beginning at E6.5)
probably reduced BBB alterations by the attenuating HDACI induced by VPA through
the activating Sirt and promoting modulations of proteins like MMP9 and TIMP1
(Moussa et al., 2017; Sawda et al., 2017; Wei et al., 2015). Therefore, RSV acts as a
stabilizer of the transcription, preventing both BBB cell alterations (directly) and the
shift for a proinflammatory status in the immune system (indirectly).

We investigated the expression and distribution of aquaporins, important water
channels, in different regions of CNS. These proteins perform several roles, but one of
the main ones is to facilitate the movement of water, both in and out of the CNS (Rosu
et al., 2019). The VPA group decreased the AQP1 distribution in the choroid plexus, in
the deeper layers of pSSA, in the AmR and in all of the subregions of mPFC analyzed.
Choroid plexus is crucial given its role in the production and release of CSF and it has
been shown that in animals knocked out for AQP1 there was a reduction of up to 25%
in the rate of cerebrospinal fluid secretion (Oshio et al., 2003). In addition, a
morphological alteration was observed in the insertion of the choroid plexus in the third
ventricle. A similar lesion was observed in a model of cerebral ischemic edema
(Akdemir et al., 2016), but here in the present study, we do not consider any
association between this morphological alteration and the pathophysiology of ASD,
which may simply be a teratogenic effect of VPA per se.

The VPA group increased the AQP4 content in deeper layers of the pSSA
(prevented by RSV) whereas the mPFC presented decreased levels without
prevention by the RSV. Alterations on the AQP4 profile in postmortem brain tissue of
ASD individuals have already been reported (Fatemi et al., 2008), including a discrete
reduction in Broadmann area 9 (BA9 - equivalent of the frontal cortex) and an increase
inthe BA40 (parietal cortex, where is the pSSA). They also showed increased connexin
43 levels (a protein present in astrocytic gap junction) in BA9, representing an increase
in neuroglial signaling and an improvement of cell-cell communication in the frontal

lobe (an integrative area) (Fatemi et al., 2008). Moreover, AQP4 knockout mice have
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reduced brain swelling in cytotoxic edema, whilst there is a significantly worse result in
the case of vasogenic brain edema (Papadopoulos & Verkman, 2007). In the VPA
model, it is still not elucidated what type of brain edema is present. Lastly, there are
findings linking AQP4 with neuroimmune modulation (lkeshima-Kataoka, 2016), which
represents an important clue in the ASD pathophysiology, since the immune
component of this disorder is both relevant and well established (Gottfried et al., 2015).

MNoteworthy, as there are few studies on the dynamics of AQP1 and AQP4 in
ASD, we think it is important to clarify some points. Despite the common sense that
AQP4 is more widely expressed in the brain than AQP1, we observed higher
fluorescence levels in AQP1 compared to AQP4 in the control groups in some regions
(pSSA and AmR). In astrocytes, the distribution of AQP4 is predominantly in the
endfeet projections surrounding vessels; however, its brain concentration varies
according to region, with higher levels in the cerebellum and lower expression in the
hippocampus, diencephalons, and cortex (Hubbard et al., 2015). Undoubtedly, AQP1
is mainly expressed in the choroid plexus; nevertheless, it is also expressed under
normal conditions in other brain structures, such as the brain stem, cerebellum, brain
cortex, hippocampus, hypothalamus, and olfactory bulb (Li et al., 2020; Qiu et al.,
2014). Beyond that, studies demonstrate neuronal localization of AQP1 in mouse
cortical slices, as well as increased cortical levels of AQP1 in Alzheimer's disease
models. Moreover, this same work also demonstrates that wild-type animals at 60 days
old, present higher amounts of AQP1 protein than AQP4 in cortical homogenates (Park
et al., 2021). Finally, in the amygdala region, the human protein atlas demonstrates
the mRNA expression of AQP1 (The Human Protein Atlas, n.d.). These studies
indicate that the concentration and distribution of AQP 1 and 4 vary according to cell
type/domain and brain region, which corroborates our present study regarding the
brain region.

The increased GFAP-immunofluorescence and number of GFAP*-astrocytes in
mPFC and pSSA by prenatal exposure to VPA corroborate with previous studies
showing neuroglial activation in both ASD patients and animal models (Bristot
Silvestrin et al., 2013; Edmonson et al., 2014; Vargas et al., 2005; Zhao et al., 2019).
Here, we observed an important preventive effect of RSV in the mPFC, demonstrated
in the decrease of GFAP immunofluorescence. Based on previous data, that indicate
the neuroprotective effect of lower doses of RSV in hippocampus slices (emphasizing

the important role of RSV in improving glutamate uptake by astrocytes and modulate
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the synaptic plasticity) (Bobermin et al., 2012; De Almeida et al., 2008; Quincozes-
Santos et al., 2013; Quincozes-Santos & Gottfried, 2011), and an improvement in
neuroinflammation (an ASD hallmark) in an ASD-animal model (Ahmad et al., 2018;
Bhandari & Kuhad, 2017), it would be possible that also in this context, we have a
beneficial effect on astrocyte metabolism and function, since this treatment is effective
in ameliorates several behavioral impairments in VPA animal model (Bambini-Junior
et al., 2014; Fontes-Dutra et al., 2018; Hirsch et al., 2018).

Despite some studies demonstrated no alterations in astrocyte parameters in
ASD post mortem tissues (T. T. Lee et al., 2017; Morgan et al., 2014), animal models
of fragile X syndrome (a disorder with a high prevalence of ASD) present a specific
disruption in the constitution of the deeper layers, besides presenting an increased
number of astrocytes (F. Lee et al., 2019). Therefore, alterations in the laminar
constitution could influence directly the distribution of astrocytes. The dynamics of
cortical disorganization is widely described in ASD. An event like acute
neuroinflammation, with increased levels of brain cytokines, may contribute to synaptic
reorganization, which results in long-term alterations regarding hyperexcitability of the
whole neural circuitry (Clarkson et al., 2017). One of the most relevant findings in
patients with ASD is the identification of disturbance in the organization of the
minicolumns (Casanova, 2007) and the presence of patches with loss of layer
delimitation in the cortex (DeNardo et al., 2015; Stoner et al., 2014), being the deeper
cortical layers the most affected.

In hippocampus and AmR, we observed only effects of RSV treatment. A
possible explanation for this effect observed in the amygdala region is that the
amygdalar nuclei originate at different times between embryonic day E10-E12 in rats,
before the induction of the animal model (in E12.5), and during the prenatal treatment
with RSV (between E6.5 to E18.5) (Soma et al., 2009). Although the embryonary origin
of the hippocampus starting from E15 (Hayashi et al., 2015), the effects of prenatal
exposure to VPA seem to be progressive and of late-onset (Santos-Terra, unpublished
observations). Despite being a molecule with important neuroprotective effects already
described, RSV was able to cause changes in the hippocampus at P30. Considering
the progressive effect of VPA in adulthood, maybe RSV develops an earlier cellular
background to better support the progressive damage induced by VPA.

One of the major theories regarding ASD pathophysiology refers to the

electrophysiological changes, mainly the imbalance between excitation and inhibition.
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The presence of epilepsy or seizure episodes in approximately 30% of individuals with
ASD reinforces the excitatory profile predominant in ASD (Spence & Schneider, 2009).
In response to this hyperexcitability and chronic neuroinflammation, might be observed
proliferation and hypertrophy of the astrocytes, which acquire a reactive profile
(Poskanzer & Molofsky, 2018), due to several roles, including K + buffering. The
extracellular K* is critical for defining the resting potential of neurons and astrocyte
membranes, and mechanisms for removing this ion from the synaptic cleft are vital to
maintaining cerebral homeostasis (Bellot-Saez et al., 2017). One mechanism of K*
uptake by glial cells is through the action of internal rectifying channels of K* (Kir)
(Olsen et al., 2015). This is particularly important since AQP4 and Kik4.1 are highly
overlapping channels in the astrocytic end-feet (Strohschein et al., 2011) and probably
AQP4 is required to sustain efficient K+ clearance, considering the association of water
flux alteration and increasing intensity of epileptic seizures (Amiry-Moghaddam et al.,
2003), and a delay in K+ buffering in AQP4-null mice (Lu et al., 2008).

Considering all data, we hypothesized that the brain impairments induced by
the VPA model include a neuroinflammation background triggered in the developing
brain of the embryo, which contributes to the increased BBB permeability (and
consequently edema due to the entry of water and inflammatory infiltrate). In
consequence, there is a decrease in the levels of AQP1 and AQP4 to maintain water
homeostasis in the brain. In parallel, neuroinflammation triggers the excitotoxicity
process, leading to a reactive astrocytic phenotype. The increased astrocytic activity
leads to an increased need for K+ buffering, which in turn increases Kir4.1 and,
consequently, AQP4 levels in a region-specific manner (which, in turn, could be the
main onset to brain edema formation). The fingerprinting caused by VPA happens in
multiple regions; since pSSA is a primary processing area, both the impact caused by
VPA and the prevention mechanisms by RSV may be more expressive and less
complex than those occurring in mPFC, an associative and more complex region.
Here, RSV prevents successfully the impairments regarding BBB permeability and the
increase of AQP4 in the pSSA, as well as decreases GFAP antibody labeling in the
mPFC, indicating a lower glial reactivity. Thereby, based on several shreds of evidence
that point to RSV as a stabilizer of the neural environment, RSV could also normalize
K+ levels and restructure synaptic connections in pSSA considering the co-localization
of AQP4 and Kir4.1 channels.
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5. CONCLUDING REMARKS

In summary, we demonstrated that prenatal exposure to VPA alters the
bodyweight of the animals, as well as induces brain edema, and increases the
permeability of BBB. In addition, there was an altered AQP profile in region-dependent
in VPA-exposed animals and GFAP augmented expression. RSV was able to prevent
important changes in GFAP+ astrocytes and in AQP4 in the pSSA. The
neuroprotective role of the RSV in this model shed some light on pathways possibly
associated with the alterations induced by VPA along with neuroimmune changes also
observed in ASD individuals. Taken together, the present data emphasize the
investigation of the mechanisms involved in the neuroimmunological issues as a

promising strategy in the understanding of biological pathways in ASD
pathophysiology.
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List of Figures

Figure 1 — Brain water content in an animal model of autism and the resveratrol
effect (RSV). A) Percentage of water in the whole brain through the difference in wet
weight and dry weight. B) Body weight, showing that the animals in the VPA group
have lower weight throughout development. C) Proportion of brain fluid volume
corrected by the difference in body weight of the animals. Values are shown in
median+lQR. Statistical analyses: Kruskal-Wallis. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nypa: 6, Nrsy+vea:
4. * p <0.05; ** p <0.001.

Figure 2 — Permeability of the blood-brain barrier to Evans blue dye. A)
Representative images of the anterior cingulate cortex (ll/lll layers). The nuclear dye
DAPI is stained in blue and the fluorescence of Evans blue in red. Scale bar: 50 pm.

Statistical analyses: Kruskal-Wallis. Ncon: 5, Nrsv: 7, Nvpa: 4, Nrsvsvea: 4.

Figure 3 — Distribution of aquaporin 1 (AQP1) in the choroid plexus. (A)
Representative images of the immunofluorescent label and (B) graphic representation
of the expression of AQP1 in the choroid plexus. Scale bar: 40 pm. Values are shown
as mean of fluorescence + standard deviation. Statistical analysis: two-way ANOVA
followed by Sidak. N = 5. * p <0.05. AQP1 is marked in green and nuclear DAPI dye in
blue.

Figure 4 - Immunocontent of aquaporin 1 (AQP1) and AQP4 in different regions
of the Central Nervous System. Quantification of AQP1 and AQP4 immunostaining
(A)(E) in the primary somatosensory area, (B)(F) in the amygdala region, (C)(G) in the
medial prefrontal cortex and (D)(H) in the hippocampus, respectively. The
immunocontent of both AQP1 and AQP4 was normalized by the p-actin loading control.
Values are shown as mean % standard deviation. Statistical analysis: Statistical
analysis: two-way ANOVA followed by Sidak. N = 4. * p <0.05.

Figure 5 - Analysis of astrocytes in the primary somatosensory area.
Representative images of the immunofluorescent labeling of DAPI, GFAP and AQP4
in the primary somatosensory area (llI/lll) in the different experimental groups.
Statistical analysis: two-way ANOVA followed by Sidak. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvea: 6,
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Nrsv+vea: 5. GFAP is marked in green, AQP4 in red and DAPI| nuclear dye in blue.

Scale bar: 50 ym.

Supplementary Figure 1 - Representative images of the AQP1 labeling.
lllustrative images of DAPI (blue) and AQP1 (green) staining in the pSSA (layers
V), aCC (mPFC — layers lI/Ill), DG (hippocampus) and AmR in the different
experimental groups. Scale bar: 50 pm.

Supplementary Figure 2 - Representative images of the AQP4 labeling.
llustrative images of DAPI (blue), GFAP (green) and AQP4 (red) staining in the
pSSA (layers IVIV), aCC (mPFC - layers II/1ll), DG (hippocampus) and AmR in the
different experimental groups. Scale bar: 50 pm.
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List of Tables

Table 1 — Descriptive statistics of body weight and in proportional brain water

content
Median (IQR) Chl-Sdc:euare, p Value Mean rank Pairwise comparisons

CONvs RSV- >0.999

CON: 78.27 (75.10+78,74) CON: 10.00 CON vs VPA: 0.044"
o  RSV:77.44(74.89:77.56) 140103 oo RSV:6.86 CONvs RSV+VPA. _>0.999
VPA: 79.41 (79.2379.73) 019, : VPA: 20.50 RSV vs VPA: 0.002"
RSV+VPA: 77.91 (77.74£77.93) RSV+VPA: 11.25 RSV vs RSVAVPA  >0.999

VPA vs RSVAVPA. _ 0.208
CONvs RSV: >0.999

CON: 73.50 (59.00+83.50) CON: 9.50 CON vs VPA: 0.030°
g RSV:73.00(61.00:76.00) 56503 0001~ RSV:10.86 CONvs RSV+VPA. _>0.999
VPA: 45.50 (43.00+47.75) 559, : VPA: 20.50 RSV vs VPA: 0.064%
RSV+VPA: 83.50 (77.25:107.00) RSV+VPA: 500 RSV vsRSVAVPA 50999
VPA vs RSVAVPA. _ 0.002
CON vs RSV: >0.999

CON: 1.052 (0.914+1.347) CON: 14.33 CONvs VPA: 0.034"
RSV: 1.025 (0.998+1.268) .. RSV 1279 CON vs RSV+VPA._>0.999
%8 \pa: 1749 (1.663+1.847) 14.699,3 0002 \pp 350 RSV vs VPA: 0.082%

RSV+VPA: 0.934 (0.737+1.009) RSV+VPA: 19.88 RSV vs RSVAVPA 0570
VPA vs RSVAVPA. _ 0.001"

%: brain water content percentage; g: body weight; %/g: proportion of brain fluid. p
<0.05 was considered significant. *p<0.05, **p<0.01. Statistical analyses: Kruskal-
Wallis. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvea: 6, Nrsvsvea: 4.
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Table 2 — Descriptive statistics of Evans blue dye

Chi-Square,

Median (IQR) df p Value Mean rank Pairwise comparisons
CONvs RSV- >0.999
CON: 98.08 (75.07+103.4) CON: 12.60 CON vs VPA: 0.564
cp  RSV:77.09(56.18:91.46) 16743 oooo RSVi7.64 CONvs RSV+VPA _>0.999
VPA: 253.6 (150.4393.0) 674, : VPA: 19.50 RSV vs VPA: 0.014"
RSV+VPA: 72.00 (62.16+88.70) RSV+VPA: 7.30 “RSVvs RSVAVPA. _>0.999
VPA vs RSVAVPA._ 0.020°
CON vs RSV: >0.999
CON: 100.6 (81.16+122.5) CON: 14.90 CONvs VPA: >0.999
wp  RSV:83.16 (6364297 31) 5723 oqaa RSV:1036 CONvs RSV+VPA_ 0.149
VPA: 107.4 (57 4£180.5) 572, : VPA: 13.25 RSV vs VPA: >0.099
RSV+VPA: 68.5 (55.03+75.53) RSV+VPA: 620 “RSVvsRSV+VPA _ >0.999
VPA vs RGV+VPA. _ 0.542
CON vs RSV: 0.381
CON: 97.14 (90.83+115.4) CON: 15.60 CON vs VPA >0.999
RSV 79.56 (66.98+94.11) RSV: 8.86 CONvs RSV+VPA 0114
AmR \pA: 108.7 (46.77+159.2) 78123 0050 ypa 475 RSV vs VPA: 0778
RSV+VPA: 66.17 (44.93+83.03) RSV+VPA: 6.40 RSV vsRSV+VPA _ >0.999
VPA vs RSV+VPA._ 0.269
CONvs RSV- 0.321
CON: 123.00 (113.74146.1) CON: 13.8 CON vs VPA >0.999
pSSA  RSV: 88.71 (78.22+106.4) 35413 oo RSVIETO CONvs RSV+VPA: _0.585
(W) VPA: 838.6 (624.3:1019.0) 541, : VPA: 19.50 RSV vs VPA: 0.006"
RSV+VPA: 86.19 (78.83+112.4) RSV+VPA: 7.30 RSV vsRSV+VPA _ >0.999
VPA vs RSV+VPA._ 0.020°
CON vs RSV- 0.468
CON: 124.6 (115.4142.0) CON: 13.40 CONvs VPA: 0.856
pSSA  RSV: 105.9 (62.22+118.5) 128553 ooos RSVI7.00 CONvsRSV+VPA._ 0.757
(INV)  VPA: 483.9 (321.5:578.7) 855, : VPA: 19.50 RSV vs VPA: 0.008"
RSV+VPA: 95.09 (91.75£120.7) RSV+VPA: 7.40 “RSV vsRSV+VPA _ >0.999
VPA vs RSVAVPA_ 0.020°
CON vs RSV- >0.999
CON: 100.9 (78.63+112.2) CON: 11.50 CON vs VPA: 0.465
aCC  RSV: 77.78 (74.32+90.65) 116703 oooi RSV:8.21 CONvs RSV+VPA: _0.690
() VPA: 370.1(279.2:416.7) 610, : VPA: 1850 RSV vs VPA: 0.033"
RSV+VPA: 71.57 (68.05£95.45) RSV+VPA: 525 “RSVvsRSV+VPA  >0.999
VPA vs RSVAVPA. _ 0.009"
CON vs RSV- >0.999
CON: 86.73 (81.27489.31) CON: 11.20 CON vs VPA: 0.391
aCC  RSV: 78.16 (77.02+107.5) 08013 ooty RSV:6.86 CONvs RSV+VPA. _>0.999
(IVIV)  VPA: 423.9 (3352447 6) 801, : VPA: 1850 RSV vs VPA: 0.010°
RSV+VPA: 80.25 (78.98+92.59) RSV+VPA: 8.00 “RSV vsRGV+VPA  >0.099
VPA vs RSVAVPA._ 0.071%
CON vs RSV: >0.999
CON: 78.56 (71.57+100.8) CON: 8.40 CON vs VPA: 0.065%
PrL  RSV: 79.78 (74.39+106.5) 00263 oo RSV:9TI CONvs RSV+VPA._>0.999
(A)  VPA: 378.2 (230.0:422.7) 926, : VPA: 18.50 RSV vs VPA: 0.106
RSV+VPA: 73.94 (64.44189.42) RSV+VPA: 6.50 “RSV vsRGV+VPA _ >0.999
VPAvsRSVAVPA._ 0.024"
CON vs RSV: >0.999
CON: 82.80 (78.15489.0) CON: .70 CONvs VPA: 0219
PrL  RSV: 86.23 (71.51+108.7) 06533 00 RSVI9TI CONvs RSV+VPA._>0.999
(IVIV)  VPA: 364.9 (172.0:378.0) 653, : VPA: 18.00 RSV vs VPA: 0162
RSV+VPA: 69.02 (63.39+89.87) RSV+VPA: 5.38 “RSV vsRSV+VPA 50,999
VPAvsRSVAVPA._ 0.015°
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CON vs RSV: >0.999

CON: 81.6 (80.25+93.42) CON: 9.40 CON vs VPA: 0.141
IL RSV: 79.34 (71.30+104.2) 9.060. 3 0.028" RSV: 7.93 CON vs RSV+VPA: >0.999
(mnmy  VPA: 232.9 (141.5£351.4) o ‘ VPA: 18.38 RSV vs VPA: 0.029"
RSV+VPA: 78.77 (68.97+106.5) RSV+VPA:8.50 RSV vsRSV+VPA: >0.999

VPA vs RSV+VPA:  0.109
CON vs RSV: >0.999

CON: 87.79 (86.19+104.8) CON: 10.80 CON vs VPA: 0.313
IL RSV: 81.66 (76.40+108.2) 10.289. 3 0.016* RSV: 7.21 CON vs RSV+VPA: >0.999
(IVIV)  VPA: 275.0 (153.44336.0) B ’ VPA: 18.50 RSV vs VPA: 0.014*
RSV+VPA: 87.05 (66.13+98.72) RSV+VPA:T.88 RSV wvsRSV+VPA: >0.999
VPA vs RSV+VPA:  0.066#

I/I: upper cortical layers; IM/V: deeper cortical layers; aCC: anterior cingulate cortex;
AmR: amygdala region; CP: choroid plexus; HIP: hippocampus; IL: infralimbic cortex;

IQR: interquartile range; PrL: prelimbic cortex; pSSA: primary somatosensory area. p
<0.05 was considered significant. *p<0.05, **p<0.01. Statistical analyses: Kruskal-

Wallis. Ncon: 5, Nrsy: 7, Nuea: 4, Nrsysyea: 4.
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Table 3 — Descriptive statistics of the AQP1 and AQP4 distribution profile in

pSSA
Mean % SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CON vs RSV- >0.999
CON: 438.3+105.9 . CON vs VPA: 0.934
AQP1  pov: 455.84121.3 teraction: £ (1, 17) = 0.013; p = 0.909 CONvs RSV+VPA:_0.966
VPA: 373.7489.17 -F(1,17)=2,171;,p=0.158 RSV vs VPA: 0.744
(i : RSV: F (1, 17) = 0,064: p = 0.804 _
RSV+VPA: 380.24111.2 RSV vs RSVAVPA 0.838
VPA vs RSVAVPA. _ >0.999
CON vs RSV- 0.969
CON: 556.3+140.8 . CON vs VPA: 0.015°
AQP1  RSV: 507.6482.91 w;efg"{ﬂ"-f?}l 1020821 p =037 ~CONvsRSV+VPA_0.049°
(IVIV)  VPA: 337.6+80.89 RSV: F (1. 17)= 0.0607 b = 0.608 RSV vs VPA 0.039°
RSV+VPA: 365.4483.67 R, 10607, p =0. RSV vs RSVAVPA. 0.130
VPA vs RSVAVPA.  0.097
CON vs RSV- 0.801
CON: 154.1£32.47 . CON vs VPA: 0.799
AQP4  psv: 194.3+55.26 Interaction: F (1, 18) = 0.6649; p = 0.4255 —FEN s RSV+VPA. 0.789
VPA: 194 4£52.50 VPA:F (1, 18) = 0.8502; p = 0.3687 RSV vs VPA. >0.999
(i _ RSV- F (1, 18) = 0.8440. p = 0.3704 _
RSV+VPA: 1968469 81 RSV vs RSV+VPA_ >0.999
VPA vs RSVAVPA. _ >0.999
CON vs RSV- 0.0348
CON: 109.9+23.35 . _ "CONvs VPA: 0.0052°
AQP4 ooV 147.5221.48 o s 4 To P = 300" "CONvs RSV+VPA_0.0966
VPA: 173.8427.00 -F(1,19)=2.573; p = 0.1252 RSV vs VPA. 0.4338
(IVIv) _ RSV F (1, 19) = 0.7367: p = 0.4017 ,
RSV+VPA: 123.7428 31 RSV vs RSV+VPA_ 0.5020
VPA vs RSVAVPA.  0.0252"

I/ll: upper cortical layers; IV/V: deeper cortical layers; pSSA: primary somatosensory
area; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Sidak.

Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvea: 6, Nrsvsvea: 5. “Mean” represents de mean of fluorescence.
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Table 4 — Descriptive statistics of the AQP1 and AQP4 distribution profile in

mPFC
Mean % SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CON vs RSV: 0.989
A e Interaction: F (1, 14) = 0.232; p = 0.637 e o
aCC  VPA: 237.3:34.16 i {{} }f;z 128 p =000 RSVvsVPA._____ 0.264
()  RSV+VPA: 240.3+89.26 FQ 136 ip=0. RSV vs RSVAVPA. _ 0.301
VPA vs RSV+VPA. _ >0.999
CON vs RSV: 0.995
A RSVisascaes  merlon(l19)-083%p=0315  CON\sRSVAPR 007
aCC  VPA: 2135:60.90 Rev: (1, 14)= 0,09 11, b~ 0,888 RSVvs VP 0.040"
(IVIV)  RSV+VPA: 256.6+107.4 RSV vs RSVAVPA. _ 0.207
VPA vs RSV+VPA. _ 0.979
CON vs RSV: 0.985
A RSVia0sitios  merlon (1 19)=0512p=04%  ~CONysRSVPA 0050
PrL  VPA: 226.7:39.04 RS- F (1, 14) 0,036, = 0,645 RSVvsVPA_____0.086%
(M)  RSV+VPA: 249.5+114.8 RSV vs RSVAVPA. _ 0.168
VPA vs RSV+VPA. _ 0.999
CON vs RSV: 0.739
AP V- 385 0166 36 ineraction: F (1, 14)= 0.028;p= 0.889  ~GON = RCUrvR Go07™
P VPA: 262.1:52.99 VPA:F (1, 14) = 30.04; p < 0.0001* RSVvsVPA. ____ 0.146
: 262.1£52. RSV F (1, 14) = 3.832 p = 0.0705 :
(IV/V)  RSV+VPA: 189.3485.19 RSV vs RSV+VPA._ 0.0080"
VPA vs RSVAVPA._ 0.686
CON vs RSV- 0.780
AQPT Ot oa 128481 Interaction: F (1, 14) = 1.50; p= 02336  —oal o tEA 00108
IL VPA: 205.0+41.25 VPA:F (1, 14) = 17.51; p = 0.0009°" RSVvsVPAL 0111
: 205.0441. RSV: F (1, 14) = 0.2064 ; p = 0.6565 __0.
()  RSV+VPA: 238.9+122.0 RSV vs RSVIVPA._ 0.204
VPA vs RSVAVPA._ 0.996
CON vs RSV- 0.982
AQP1  CON: 459.4+80.84 . CONvs VPA: 0.0236"
) Interaction: F (1, 14) = 0.069; p = 0.796 - <
RSV: 418.4:89.54 CONvs RSV+VPA. 0.0132
: VPA: F (1, 14) = 21.20; p = 0.0004"** /
IL VPA: 247.2:30.44 ROV (1, 14) = 04e6. b= 0 508 RSV vs VPA____0.086%
(IVIV)  RSV+VPA: 229.1+138.2 RSV vs REVAVPA. _ 0.0480
VPA vs RSVAVPA._ >0.999
CON vs RSV- 0.586
AQP4  CON: 522.8+86.07 . CONvs VPA: 0.064%
) Interaction: F (1, 16) = 4.879; p = 0.0421" -
o UEEY om0
: 288.3¢119. RSV: F (1, 16) = 0.01204; p = 0.9140 _0.
()  RSV+VPA: 433.3£213.3 RSV vs RSVAVPA._ 0.999
VPA vs RSVAVPA._ 0.589
CON vs RSV: 0.093
O RSVissarces  InersclomF(116)=7910:p= 00125 ~CoNviRGyNER 0172
aCC  VPA: 25404298 Rov: (1 10) = 062461 b 0.4408 RSV s VPA_____0.760
(IVIV) RSV+VPA: 366.8+167.8 RSV vs RSVAVPA._ >0.999
VPA vs RSVAVPA. 0.722
CON vs RSV: 0.717
A RSVidssop ~ IersclomF(1,16)=4736 0= 00445 CoNverGyER 0357
PrL  VPA:213.2:45.47 MoV (1102 019712 01367 RSVvsVPA_____ 0134
(M)  RSV+VPA: 314.64144.4 RSV vs RSVAVPA_ 0.987
VPA vs RSVAVPA. _ 0.500
AQP4_ CON: 482.0£107.3 Interaction: F (1, 16) = 7.142, p = 0.0167° ___CON vs RSV 0.216
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RSV- 3308192 58 VPA F (1, 16)=7.278, p = 0.0158" CON vs VPA. 0.0061
PrL  VPA: 227.3+49.74 RSV: F (1, 16) = 0.1057 ; p = 0.7493 CONvs RSV+VPA. _0.266
(IVV)  RSV+VPA: 338 6+157.5 RSV vs VPA: 0.501
RSV vs RSVAVPA.  >0.999
VPA vs RSVAVPA. _ 0.576
CONvs RSV- 0.331
AQP4 CON: 466.8+100.4 . P . CONvsVPA: 0.0000°
RSV: 356.74105.0 Inhergchon_ F (1. 16) —.4_9_30, p= 0453.412 CONvs RSVAVPA.  D.0237°
: VPA: F (1, 16) = 19.05; p = 0.0005 /
I VPA: 193.8£27.21 o bt 1o St o e RSV vs VPA: 0.0736%
(1Ml)  RSV+VPA: 267.8+111.5 :F(1,16)=0.1895; p=0. RSV vs RSVAVPA.  0.668
VPA vs RSVAVPA.  0.817
CONvs RSV- 0.184
AQP4 CON: 446.3:70.78 . I . "CONvs VPA: 0.0029"
RSV: 333.9:87.51 Interaction: F (1, 16) = 7.073; p = 0.0171"  —EN s RSVAVPA. 0.122
: VPA: F (1, 16) = 10.13; p = 0.0058 /
I VPA: 235.7452.18 REV: F (1. 1612 02108, po 0.6626 RSV vs VPA 0.351
(IVIV)  RSV+VPA: 315.0+108.4 (R -2106:p=0. RSV vs RSVAVPA. 0.999
VPA vs RSVAVPA._ 0.643

IW/I: upper cortical layers; IVIV: deeper cortical layers; aCC: anterior cingulate cortex;

IL: infralimbic cortex; PrL: prelimbic cortex; SD: standard deviation. p <0.05 was

considered significant. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ***p<0.0001. Statistical
analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Sidak. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvpa:
B, Nrsv+vea: 5. “Mean” represents de mean of fluorescence.
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Table 5 - Descriptive statistics of the AQP1 and AQP4 distribution profile in AmR

Mean % SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.8603
CON: 394.4+13.92 . _ o CONvs VPA: 0.0621%
AQP1  RSV: 354 3446 69 Interaction: F (1, 17) = 0.0279; p= 0869 75N cRSVaVPA 00040
: VPA: F (1, 17) = 18.95; p = 0.0004 /
VPA: 291.2467.83 MoV (1 17 3298 5 0,090 RSV vs VPA: 0.3386
RSV4VPA: 242.8+67 61 FQ 226:p=0. RSV vs RSVAVPA. _ 0.0249°
VPA vs RSV+VPA. _ 0.6718
CON vs RSV: 0.887
CON: 112.9+15.93 - ~ o CONvs VPA: 0.991
AQP4 RSV: 124 6+11.77 Interaction: F (1, 16) = 0,2881; p = 0.5988 55N -RSV+VPA 0939
: VPA: F (1, 16) = 0.1118; p = 0.7425 /
VPA: 119.7+10.60 RSV- F (1, 16) = 0.9222: p = 0.3512 RSV vs VPA: 0.998
RSV+VPA: 123.0£26.89 RO 9222,p=0. RSV vs RSVAVPA. _>0.999
VPA vs RSV+VPA. _ 0.999

AmR: amygdala region; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant.
*p<0.05, *p<0.01, **p<0.001. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test
followed by Sidak. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nyea: 6, Nrsv+vea: 5. “Mean” represents de mean

of fluorescence.
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Table 6 — Descriptive statistics of the AQP1 and AQP4 distribution profile in

hippocampus.

Mean % SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.694
CON: 420.2+68.76 - o CONvs VPA 0.999
AQP1 - pov: 315.94121.7 Intecackon: F (1, 18) = 0.049; p = 0.526 CONvsRSV#VPA. 0.287
VPA: 387 9+154.8 VPA:F (1, 18) = 0.697; p = 0.415 RSV vs VPA: 0.905
DG Pt RSV: F (1, 18) = 4.837; p = 0.041* Vs :
RSV+VPA: 260.1+123.2 RSV vs RSVAVPA._ 0.976
VPA vs RSV+VPA. 0.482
CONvs RSV- 0607
CON: 418.9+72.71 - B o CON vs VPA. 0.841
AQP1 ooy 316.8:114.7 Interaction: F (1, 18) = 0.0057:p = 0.940 G5y s RSV+VPA. 0.136
VPA: 341.8+107.7 VPAF (1,18) = 2.413, p = 0.137 RSV vs VPA: 0.999
CA1 s os Rl RSV: F (1, 18) = 4.340; p = 0.052# Vs -
RSV+VPA: 246.9+136.7 R, 340, p = 0. RSV vs RSVAVPA 0.802
VPA vs RVAVPA. 0670
CON vs RSV: 0.768
CON: 424.150.26 - o CONvs VPA: 0.895
AQP1  psv: 340.3£107.3 Interaction: F (1. 18) = 0.245; p = 0.626 CONvs RSVAVPA._ 0.057
: VPA: F (1, 18) = 3.858; p = 0.065 /
cap  VPA3%6.3:12638 ROV F (1. 18) = 5.901. b 2 0 02 RSV vs VPA: >0.999
RSV+VPA: 226.6+124.3 R, -331:p=0. RSV vs REVIVPA._ 0.465
VPA vs RSVAVPA. _ 0.327
CON vs RSV: 0.972
CON: 366.654.55 - P CONvs VPA. 0.997
AQP1  pov: 316.9+105.5 Interaction: F (1, 18) = 0.564; p = 0.462 5N sRSVAVPA. 0212
VPA: 335.5+120.2 VPAF (1,18) = 2.071; p = 0.167 RSV vs VPA: 0.099
CA3 - 399,92 LoD, RSV: F (1, 18) = 3.418; p = 0.081# vs :
RSVAVPA: 217.8+124.0 - ; RSV vs REVAVPA. _ 0.502
VPA vs RSVAVPA._ 0.404
CON vs RSV: 0.967
CON: 297.6+56.51 - o . "CONvsVPA 0.718
AQP4  pSV: 338.4150.03 Interaction: F (1, 19) = 4.936; p = 0.0387"  ~coNysRSV+VPA: _0.929
VPA: 361.9+96.46 VPA:F (1,19) =0.1120; p = 0.7415 RSV vs VPA: 0.997
DG - 307 S22, RSV: F (1, 19) = 1.048; p = 0.3187 vs :
RSV4VPA: 251.4195.38 - ; RSV vs REVAVPA. _ 0.437
VPA vs RSVAVPA._ 0.135
CON vs RSV- 0.935
Agps CON: 300724461 Interaction: F (1, 19) = 3456; p= 0.0786# -oon S ¥Er- D323
RSV: 346.4166.26 ; : CONvs RSV+VPA: 0.982
VPA: 343.9+107.4 VPA: F (1, 19) =0.2902; p = 0.5908 RSV vs VPA: >0.999
CA1 e RSV: F (1, 19) = 0,2202: p = 0.6442 vs -
RSV+VPA: 267.2465.51 - 2202; RSV vs RSVAVPA._ 0.505
VPA vs RSVAVPA. 0,447
CON vs RSV- 0.901
agps  CON: 307727317 Interaction: F (1, 19) = 2700; p= 01113  —coNYSVEA 0979
RSV: 351.1:40.68 : _ CONvs RSV+VPA. 0.995
VPA: 336.3¢79.70 VPA: F (1, 19) =04353; p = 0.5173 RSV vs VPA: 0.999
cA2 - 320,900 RSV: F (1, 19) = 0.01884: p = 0.8923 s :
RSV+VPA: 285.2162.61 - * RSV vs RSVAVPA_ 0.540
VPA vs RSVAVPA._ 0.717
CON vs RSV: 0.353
CON: 277.4+48.82 . o . "CONvsVPA: 0.967
AQP4  pav: 3423427 86 Interaction: F (1, 19) = 4.422; p = 0.0490"  —FAN s RSV+VPA. _>0.999
VPA: 302.4+68.88 VPA: F (1, 15) =0.9066; p = 0.3331 RSV vs VPA: 0.770
CA3 - JUeazar. RSV: F (1, 19) = 0.6090: p = 0.4448 vs :
RSV+VPA: 272.6151.07 ' : RSV vs RSVAVPA _ 0.238
VPA vs RSVAVPA._ 0.909

DG: dentate gyrus; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant.
*p<0.05. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Sidak.

Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvea: 6, Nrsvsvea: 5. “Mean” represents de mean of fluorescence.
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astrocytes in pSSA

Table 7 — Descriptive statistics of the GFAP fluorescence and number of GFAP™*-

Mean £ SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.983
crap  CON 193743839 Interaction: F (1, 18) = 0.1940; p = 0.6649 ——oNVSVPA ____ 0.6985
RSV: 177.3:49.76 _ 1. 18) = 0.18 ! CONvs RSV+VPA. 0.105
: VPA: F (1, 18) = 5.797; p = 0.0270 :
iy VPA 201.6435.43 RSV- F (1. 18)= 2,023, b= 0.1721 RSV vs VPA: 0.978
RSV+VPA: 247.4+93.58 R 023 p=0. RSV vs RSV+VPA. _ 0.306
VPA vs RSVAVPA: _ 0.746
CONvs RSV: 0.822
CON: 109.6+45.17 - ~ o CONvs VPA: 0.991
GFAP  psv: 146.5¢32.95 Interaction: F (1, 18) = 0.3125; p = 0.5831  —£EN s RSV+VPA. 0.133
VPA: 128.4+8.990 VPA: F (1, 18) =2.004; p =0.1740 RSV vs VPA: 0.991
(IVIV) : 125.4+8. RSV: F (1, 18) = 5.017; p = 0.0380* - :
RSV+VPA: 189.9+91.40 ' : RSV vs RSV+VPA. _ 0.695
VPA vs RSVAVPA:_ 0.324
CONvs RSV: >0.999
CON: 66.40£19.51 . ~ o CONvs VPA: 0.459
Number osv. 65.00+28.09 Interaction: F (1, 18) = 0.7098; p = 04106 —GEN s RSV+VPA. _0.082%
: VPA: F (1, 18) = 10.99; p = 0.0038 :
ay  VPA 89.00122.12 RSV. F (1, 18) = 0.4752 p= 0.4994 RSV vs VPA: 0.341
RSV+VPA: 103.0+8.485 L A4z p=0. RSV vs RSV+VPA. _ 0.051%
VPA vs RSV+VPA:_ 0.875
CON vs RSV: 0373
CON: 39.40+18.42 . ~ o CONvs VPA: 0.067#
Number ooy 63.00£18.45 Interaction: F (1, 18) = 0.4240; p= 0.5232  —EAN\ s RSV+VPA 0.0117°
VPA: 74.50428.47 VPA: F (1. 18) =11.05; p = 0.0030 RSV vs VPA: 0.922
(Iviv) - PLaUReS. RSV: F (1, 18) = 4.086; p = 0.0584# vs yr R -
RSV+VPA: 86.60£11.67 ' : RSV vs RSV+VPA. _ 0.373
VPAvs RSVAVPA_ 0.921

I/ll: upper cortical layers; IV/V: deeper cortical layers; pSSA: primary somatosensory
area; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant. *p<0.05, **p<0.01.
Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by Sidak. Necon: 5, Nrsy:

6, Nvea: B, Nrsvsvea: 5.
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astrocytes in mPFC

Table 8 — Descriptive statistics of the GFAP fluorescence and number of GFAP™*-

Mean £ SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV 0.980
GFAP  CON: 316.5+48.96 . CON vs VPA: 0.0765%
) Interaction: F (1, 14) = 2.882; p=0.1117 -
acC  UPA soveriery VPA: F (1, 14) = 5.252; p = 0,0375" RSVASVPA 0260
: 522.5¢157. RSV- F (1, 14) = 0.5305 : p = 0.4784 - O
(M)  RSV+VPA: 397.24130.6 RSV vs RSVIVPA. 0098
VPA vs RSV+VPA _ 0.554
CONvs RSV 0.999
N RSVaoewas  Iersmon:F(11)=T310:5<00171  GONys RSVAVER 50906
aCC  VPA 422314983 ROV. F (1 14) = 4806 b= 9 0400 RSVVsVPA_____0071#
(IVV)  RSV+VPA: 299 3481 86 RSV vs RSVAVPA.  0.893
VPA vs RSVAVPA. 0.0327T
CONvs RSV 0.999
OFAP RV T rietos Interacion: F (1, 14) = 1234; p= 02853 ~GONN=RCUme—0 o0y
PrL VPA: 406.179.69 VPA:F (1, 14) = 4.171; p = 0.0604# RSV vs VPA: 0.377
: 406.1£79. RSV- F (1, 14) = 0.4471: p = 0.5146 . 0
(M) RSV+VPA: 345.0£106.4 RSV vs RSVIVPA. _0.087
VPA vs RSVAVPA  0.825
CONvs RSV 0.979
A oV s e Interacton: F (1, 14)= 4.820; p= 0.0455"  ~GBN o RCUumm—G 605
PrL VPA: 416.3£48.23 VPA:F (1, 14) = 3.930; p = 0.0674# RSV vs VPA: 0.0158°
: 416.3148. RSV-F (1. 14) = 10.05; p = 0.0068" : -
(IVIV)  RSV+VPA: 283 2+80.47 RSV vs RSVIVPA. _>0.099
VPA vs RSVAVBA 00175
CONvs RSV 0.955
GFAP  COM: 33820405 Interaction: F (1, 14) = 0.3527: p = 0.5621 ggﬁ v ;gtvp N g;gg
IL VPA: 405.24106.1 VPA:F (1, 14) = 1.656; p = 0.2186 RSV vs VPA: 0.265
: 405.2+106. RSV F (1, 14) = 3.036; p = 0.1034 :____ 0
(M) RSV+VPA: 322 0+87.58 RSV vs ROVAVPA.  0.997
VPA vsRSVAVPA  0.593
CONvs RSV: 0.723
GFAP  CON: 316.5424.27 . CONvs VPA. 0.204
) Interaction: F (1, 14) = 2.159; p = 0.1638 -
o RIS wmeiocsmeye SliSec 58
: 398.6£70. RSV F (1, 14) = 10.84; p = 0.0053"" :___ 0
(IVV)  RSV+VPA: 278.4+50.56 RSV vs RGVAVPA. _>0.099
VPA vs RSVAVBA  0.0383"
CONvs RSV 0.869
VT RSV faossgres  meraclom (1, 19004255 0= 08393 oN us RSyeVERL 0078
aCC  VPA: 170.042297 ROV (1. 19)= 1708 b= 02113 RSVvsVPA_____ 0876
(M)  RSV+VPA: 192 3+54.32 RSV vs RSVAVPA.  0.451
VPA vsRSVAVPA 0975
CONvs RSV 0.897
Number CON: 85.00£21.71 . CONvs VPA: 0.0447"
. Interaction: F (1, 15) = 1.542; p = 0.2334 -
RSV: 113.648.03 CONvs RSVIVPA. 0243
_ VPA: F (1, 15) = 8.959; p = 0.0091*" i
aCC  VPA: 170.0¢25.50 Rev: (T 1202 0093 b 0.8672 RSVVsVPA____ 0303
(IVV)  RSV+VPA: 148.8+70.04 RSV vs RSVAVPA._ 0.818
VPA vsRSVAVPA 0979
CONvs RSV >0.099
e oV 11d.0sas oy Interaction: F (1, 15) = 0.4302; p = 05218 ~CoN =R C0 ome—g 00
PrL VPA: 156.2+30.54 VPA: F (1, 15) = 6.018; p = 0.0269° RSV vs VPA. 0.801
it - 1562430, RSV- F (1, 15) = 0.5779; p = 0.4589 . 0O
(M) RSV+VPA: 191.5:81.46 RSV vs RSVAVPA.  0.262
VPA vsRSVAVPA _ 0.921
Number CON: 03.20£19.65 interaction: F (1, 15)= 0.291, p= 05978 ___CON vs RSV- 0.998
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RSV. 105.0:39.21 VPA F (1, 15) = 20.99, p = 0.0004°~ CONvs VPA 0.0120°
PrL VPA: 188.2421.46 RSV:F (1, 15) = 0.010; p = 0.9240 CONvs RSVAVPA_ 0.0342°
(IVIV)  RSV+VPA: 180.0+70.15 RSV vs VPA: 0.0307°
RSV vs RSV+VPA._ 0.0817
VPAvsRSV+VPA _ 0.999
CON vs RSV- >0.999
Number CON: 103.6+31.94 . CONvs VPA. 0678
RSV: 106.6+79.16 \evacton: £ (1, 1°) = 02208, p = 06452 "CONvsRSV+VPA 0292
I VPA: 158.0+49.46 -F (1, 15) =5.935; p = 0.0278 RSV vs VPA: 0.729
: RSV:F (1, 15) = 0.3345: p = 0.5716 :
() RSV+VPA: 187.0£70.94 RSV vs RSVIVPA. 0328
VPAvs RSV+VPA _ 0.980
CON vs RSV- >0.999
Number CON: 82.20+33.26 Interaction: : F (1, 15) = 4.55e-005; p = CON vs VPA: 0.084#
RSV: 89.00+36.88 0.9947 CONvs RSV+VPA. 0.074%
IL VPA: 166.4+50.58 VPA: F (1, 15) = 14.41; p = 0.0018™ RSV vs VPA: 0.128
(IVIV)  RSV+VPA: 173.5:70.11  RSV:F (1, 15) = 0.097: p = 0.7587 RSV vs RSVAVPA. 0118
VPAvs RSV+VPA._ >0999

I/I: upper cortical layers; IM/V: deeper cortical layers; aCC: anterior cingulate cortex;
IL: infralimbic cortex; PrL: prelimbic cortex; SD: standard deviation. p <0.05 was
considered significant. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. Statistical analyses: two-way

ANOVA parametric test followed by Sidak. Ncon: 5, Nrsv: 6, Nvpa: 6, Nrsvsvpa: 5.
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Table 9 — Descriptive statistics of the GFAP fluorescence and number of GFAP™*-

astrocytes in AmR

Mean £ SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.996
CON: 88.98+30.23 - I . CONvsVPA: >0.999
GFAP RSV 75.56+14.83 Interaction: F (1, 16) = 4.728; p = 0.0450° AN s REV+VPA. 0.187
: VPA: F (1, 16) = 3.357; p= 0.0856 :
VPA: 82.66+14.10 RSV- F (1. 16)= 2,005, b 6.1670 RSV vs VPA: >0.999
RSV+VPA: 149.6+74.12 AL 095 p =0 RSV vs RSV+VPA: _ 0.069%
VPA vs RSVAVPA:_ 0.119
CONvs RSV: 0.083%
CON: 33.80+7.463 - e . CONvsVPA: 0.398
Number RSV: 11.40+5.225 Interaction: F (1, 16) = 14.26; p = 0.0017"  —c5N s RSV+VPA. _ 0.978
VPA: 18.60+10.53 VPA: F (1, 16) =1.307, p = 0.2697 RSV vs VPA: 0.948
: 18.60:10. RSV: F (1, 16) = 0.01080; p = 0.9185 - :
RSV+VPA: 39.8021.74 ; * RSV vsRSVAVPA. _ 0.0185"
VPAvs RSVAVPA._ 0.111

AmR: amygdala region; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant.
*p<0.05, **p<0.01. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test followed by

Sidak. Ncon: 5, Nrsy: 6, Nypa: 6, Nrsysyvea: 5.
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Table 10 — Descriptive statistics of the GFAP fluorescence and number of GFAP™*-
astrocytes in hippocampus.

Mean £ SD F (DFn, DFd); p Value Pairwise comparisons
CONvs RSV: 0.170
CON: 458.6+93 64 - I . CONvsVPA 0.751
GFAP  Rsv: 642.1162.81 Interaction: F (1, 18) = 8.202; p = 0.0096™  —=5N s REVEVPA._ 0.999
RSV 842.1 VPA: F (1, 19) = 1.130; p = 0.3012 i
DG - 553.7+135.4 RSV F (1, 19) = 0.3929; p = 0.5382 RSV vs VPA: 0.800
RSV+VPA: 435 8:162.8 ' ’ RSV vs RSVAVPA: _ 0.0753%
VPAvs RSV+VPA._ 0.484
CONvs RSV- 0.262
CON: 445.0+121.7 - o . CONvsVPA 0.964
GFAP  psv: 623.1+140.4 Interaction: F (1,19) = 6.811; p = 0.0172" 55N RSV+VPA.  0.988
VPA: 509.1+168.7 VPA-F (1, 19) =2.175; p = 0.1567 RSV vs VPA: 0.656
CA1 : 508.1+168. RSV: F (1, 19) = 0.2951; p = 0.5933 - -
RSV+VPA: 392 4:81.06 : = RSV vs RSVAVPA. _0.0611%
VPAvs RSV+VPA._ 0.578
CONvs RSV- 0.0323"
CON: 409.5£170.2 - o . CONvsVPA 0.987
GFAP  psv: 635.5:73.25 Interaction: F (1, 19) = 6.286; p = 0.0214°  —GEN s RSV4VPA. _ 0.998
_ VPA: F (1, 19) = 2.539; p = 0.1276 _
caz  VPA 453.4£109.4 RSV. F (1. 162 4,842, b = 0.0403° RSV vs VPA: 0.077#
RSV+VPA: 438 6:86.79 : : RSV vs RSVAVPA. _ 0.050%
VPAvs RSV+VPA _ >0.999
CONvs RSV- 0.0023"
CON: 427.0497.55 - I . CONvsVPA 0.999
GFAP  RSV: 682.6136.56 Interaction: F (1, 19) = 9.676; p = 0.0058"  —EAN\ s RSV+VPA. 0.996
VPA: 446.3:119.8 VPA: F (1. 19) =6.882; p = 0.0167 RSV vs VPA: 0.0023"
CA3 P oot 119 RSV: F (1, 19) = 11.25; p = 0.0033** Vs VA :
RSV+VPA: 455 9:87.03 ' ’ RSV vs RSVAVPA. _ 0.0047"
VPAvs RGV+VPA _ >0.999
CONvs RSV- 0.069%
Number CON: 80.80211.73 Interaction: F (1, 19) = 6.965; p= 0.0162° ——oNvSVPA ____ 0441
RSV: 120.8+28.44 : ; CONvs RSV+VPA. 0928
VPA: 104.4+22 65 VPA: F (1. 19) =0.03032: p = 0.0636 RSV vs VPA: 0.798
DG P ARl RSV: F (1, 19) = 2.353; p = 0.1418 Vs VEA: :
RSV+VPA: 93.83:24.41 ' : RSV vs RSVIVPA. 0333
VPAvs RGVAVPA._ 0.959
CONvs RSV- 0.307
Number CON:71.00£19.25 Interaction: F (1, 19) = 1.825; p=0.1926 —CONVSVPA ____ 0965
RSV: 99.60+29.59 : : CONvs RSV+VPA. _0.908
VPA: 81.71+19.49 VPA: F (1, 19) =0.04938; p = 0.8265 RSV vs VPA: 0.720
CA1 oS RSV:F (1, 19) = 2.762; p = 0.1129 LR La -
RSV+VPA: 84.67+21.86 ' : RSV vs RGVAVPA.  0.869
VPAvs RGV+VPA _ >0.999
CONvs RSV- 0.0093"
Number CON: 76.40+12.40 Interaction: F (1, 19) = 0.4575; p = 0.5069 —CONVSVPA____ 0.977
RSV: 118.8+16.63 : : CONvs RSVAVPA._ 0.0107
CPn o4 soran o0 VPA: F (1, 19) = 0.1254; p = 0.7272 e —
cA2 P OeIEL. RSV: F (1, 19) = 23.66; p = 0.0001*** Vs VA b
RSV+VPA: 116.3£19.82 ' ’ RSV vs RSVAVPA. _>0.999
VPAvs RSVAVPA _ 0.0299°
CONvs RSV: 0.0174°
CON: 88.20+17.75 - e . CONvsVPA 0.999
Number psv. 132.4+18.50 Interaction: F (1, 19) = 4.553; p = 0.0461" =GN s RSV+VPA: 0.999
VPA: 84.29:21.88 VPA: F (1, 19) =6.695; p = 0.0181 RSV vs VPA: 0.0045"
CA3 - o4.29x21. RSV: F (1, 19) = 8.936; p = 0.0075** Ve VEA: 0025
RSV+VPA: 91.67+22.23 ' : RSV vs RSVAVPA 00232
VPA vs RSV+VPA._ 0.988

DG: dentate gyrus; SD: standard deviation. p <0.05 was considered significant.
*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. Statistical analyses: two-way ANOVA parametric test
followed by Sidak. Ncon: 5, Nrav: 6, Nvea: 6, Nrsvsvea: 5.
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List of Supplementary Tables

Supplementary Table 1 — Immunofluorescence and western blotting reagents
information

Immunofluorescence
Reagent Supplier Code Dilution

. : 1:500 in blocking solution —
Anti-AQP1 (mouse) Santa Cruz Biotechnology sc-32737 PBS-Triton 0.1% BSA 1%
Anti-AQP4 (rabbit) Santa Cruz Biotechnology  sc-20812  L>00 1h Plocking solution
Anti-GFAP (mouse) Cell Signaling mAb #3670 L oa0 i Dlocking solton =
Anti-gG (mouse) - Alexa 488 Molecular Probes A11029 42000 i blocking solution —
Anti-IgG (rabbit) - Alexa 546 Molecular Probes A11036 42000 i blocking solution —
DAPI Nucleic Acid Stain . 1:10000 in saline solution
(4 B-diamidino-2-phenylindole) ™ir0g8N MPO1306 g0,
Mounting Medium Fluorshield  Sigma-Aldrich FB182-20ML
Western blotting
Reagent Supplier Code Dilution

. . 1:50 in blocking solution —
Anti-AQP1 (mouse) Santa Cruz Biotechnology sc-32737 59 BSA-TTBS

. . . 1:50 in blocking solution —
Anti-AQP4 (rabbit) Santa Cruz Biotechnology sc-20812 5% BSA-TTES
Anti-B-actin (mouse) SIGMA Aldrich A1978 1:3000in TTBS
IgG-HRP (mouse) Santa Cruz Biotechnology  sc-2314 1:1000 in 5% milk-TTBS
IgG-HRP (rabbit) Santa Cruz Biotechnology  sc-2004 1:1000in 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{hydroxymethyljJaminomethane and chloridric acid
TBS TRIS buffer
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Graphical abstract:

Autism Spectrum Disorder (ASD) animal model replicates the high brain volume
described in ASD patients. Resveratrol (RSV) prevents changes in blood-brain barrier,
aquaporin profile, edema formation, as well as promotes a functional amelioration in

astrocytes.

Prenatal exposition to VPA in Wistar rats IRSV (3.6 mg/Kg) |

* Altered the brain volume as described E6.5 E185
in ASD patients; | | | | (-

* Increased Evans blue dye permeability | | | | T 77 )
through the BBB; £0.5 £12.5 PO P30

* Changed the AQP1 and AQP4 pattern;
* Increased number of astrocytes and
reactivity profile.

VPA (600 mg/Kg)

RSV prenatal treatment prevents

OH
~ O * Edema formation;

HO
O « Alterations in BBB organization;
* Altered AQP1 and AQP4 pattern;
OH trans-RSV + Increased number of astrocytes

and reactivity profile.

Neuroinflammatory background both
in ASD patients and in animal model

l |

Synapse reorganization

[ Inflammatory infiltrate ] Hyperexcitability
| Edema ', BBB 1 | Altered AQP4 profile ' | Astrocyte recruitment |
'L formation 1 : loosening : L due to K+ buffering 1 : and reactive profile :

The neuroprotective effect of the RSV emphasize the neuroimmunological issues as a i
promising strategy in the understanding of ASD pathophysiology. !
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Supplementary Figure 1

O
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Supplementary Figure 1 - Representative images of the AQP1 labeling. lllustrative images of DAPI

(blue) and AQP1 (green) staining in the pSSA (layers IV/V), aCC (mPFC - layers II/lll), DG (hippocampus)

and AmR in the different experimental groups. Scale bar: 50 um.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2 - Representative images of the AQP4 labeling. lllustrative images of DAPI
(blue), GFAP (green) and AQP4 (red) staining in the pSSA (layers IV/V), aCC (mPFC - layers Il/lll), DG
(hippocampus) and AmR in the different experimental groups. Scale bar: 50 pm.
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Capitulo II: revisao publicada
“‘Neuroimmune Alterations in Autism: A Translational Analysis Focusing on the Animal

Model of Autism Induced by Prenatal Exposure to Valproic Acid”

Neuroimmunomodulation, 25(5-6), 285-299 (2018).
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Neuroimmune alterations in autism: a translational analysis focusing on

the animal model of autism induced by prenatal exposure to valproic acid
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ABSTRACT

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a highly prevalent developmental disorder
characterized by deficits in communication and social interaction and in
stereotyped or repetitive behaviors. Besides the classical behavioral dyad,
several comorbidities are frequently present in patients with ASD, such as
anxiety, epilepsy, sleep disturbances and gastrointestinal tract dysfunctions.
Although the etiology of ASD remains unclear, there is supporting evidence for
the involvement of both genetic and environmental factors. Valproic acid (VPA)
is an anticonvulsant and mood stabilizer that, when used during the gestational
period, increases the risk of ASD in the offspring. The animal model of autism
induced by prenatal exposure to VPA demonstrates important structural and
behavioral features that can be observed in individuals with autism, being an
excellent tool for testing new drug targets and developing novel behavior and
drug therapies. In addition, immunological alterations during pregnancy could
affect the developing embryo, since immune molecules can pass through the
placental barrier. In fact, exposure to pathogens during the pregnancy is a known
risk factor for ASD, and maternal immune activation can lead to autistic-like
features in animals. Interestingly, neurcimmune alterations are common in both
autistic individuals and in animal models of ASD. Thus, we summarize in the
present review important alterations on inflammatory markers, such cytokines

and chemokines in patients with ASD and in the VPA animal model.

Keywords

ASD, neuroimmune, cytokine, animal model, valproic acid
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INTRODUCTION

Since the first descriptions, in the early 1940's by Leo Kanner and Hans
Asperger, new data has been shared to the scientific community about Autism
Spectrum Disorder (ASD) [1]. Currently, ASD is diagnosed by changes in two
behavioral domains: a) communication and social interaction impairments in
multiple contexts, including deficits in social reciprocity, non-verbal
communication used for social interaction and in skills to initiate, maintain and
understand relationships; and b) Repetitive behaviors, restricted and stereotyped
activities [2].

There is no clinical marker or quantitative examination in peripheral tissues
that can be used for an early diagnosis of this disorder [3]. Even though there are
many well accepted surveys for behavioral diagnosis, ASD is a highly complex
and heterogeneous disorder, presenting distinct manifestations, in which two
individuals hardly share the same set of symptoms [4,5]. The large heterogeneity
of the symptoms could potentially be explained by individual differences, for
example in the immune system. Alterations in cytokines levels are common in
autistic individuals, with a frequent observation of elevated levels of pro
inflammatory cytokines [6,7].

Genome-wide association studies (GWAS) have already described
interesting relations between immune system disruptions and neurological
disorders like autism and schizophrenia [8]. Specifically in ASD, an interesting
example is the dysregulated genes reported, as IL-1B and IL-12, both involved in
cytokine-cytokine receptor interaction [9]. One study relating ASD and
neuroimmune genetic disruption shows an alteration on glutamate receptor

metabotropic 5 (GRMS5) single nucleotide polymorphisms (SNPs) [10], which is
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not exactly a neuroimmunological alteration, but this gene is highly expressed in
many neuronal regions implicated in ASD, besides acting on synaptic plasticity,
modulating innate immunity and microglia activation. When occurs a GRM5-
positive allosteric modulation, several negative behaviors described in ASD are
rescued, including stereotypies [10]. Taken together, the evidences showing
genes interaction and ASD diagnosis demonstrate important genetic contribution
in neuroimmunological imbalance in ASD.

According to the most recent epidemiological survey conducted in United
States, the current incidence of ASD is 1:68 [11]. Although the etiology of ASD
remains unknown, it is hypothesized that the onset of this disorder depends on
the interplay between genetic and environmental factors. Epidemiological
observations suggest that exposure to teratogens - especially in the first trimester
of pregnancy - could be closely related to ASD development. An important
example is the prenatal exposure to valproic acid (VPA) [12,13].

Valproic acid (VPA) and VPA animal model

The compound VPA is a drug widely used as an anticonvulsant and mood
stabilizer in the treatment of epilepsy and bipolar disorder [13,14]. Although VPA
is well tolerated and safe in adults, there is evidence of its teratogenicity [14].
Clinical studies over the years have shown that intrauterine exposure to VPA is
associated with birth defects, cognitive impairments, and increased risk of autism
[13]. In recent years, animal studies have investigated the anatomical, behavioral,
molecular, immunological and physiological outcomes related to exposure to
VPA [13].

Epidemiological observations demonstrate a strong correlation between

prenatal exposure to VPA and ASD [15-18]. Based on these observations, an
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animal model for study of autism prenatally induced by VPA was established [19-
21]. Behavioral studies show that exposure to VPA in rats and mice leads to
several autistic-like behaviors in male offspring, including social behavior deficits,
increased repetitive behaviors, and communication deficits similar to those found
in ASD subjects [19-23], pointing out the animal model's translationality, as the
diagnosis of ASD is given through behavioral evaluation.

Since current diagnostic criteria for ASD are exclusively clinical and
resulted from behavioral analyses, the study of ASD in humans prior to the onset
of symptoms becomes a very challenging task. Animal models provide the
opportunity for analyzing the developmental changes that can trigger ASD-like
features [24,25]. They provide the possibility to study and manipulate biological
pathways for understanding and even preventing or reversing the appearance of
the morphological, functional and behavioral alterations found in ASD. In addition,
studies with animals can reveal some new important factors involved in the
etiology of this disorder.

Histone-deacetylases inhibitors (HDACI) and neuroimmune alterations

Autism and many other psychiatric disorders, like schizophrenia, bipolar
disorder and major depression present not only susceptibility to environmental
risk factors, but also a high genetic influence [26,27]. In the last years, there is
growing evidence indicating that epigenetic alterations may have an important
role in several psychiatric disorders.

Epigenetic regulation includes long-term changes, as DNA methylation,
and short-term changes, as modifications in histone proteins associated with
DNA [28]. Histones are small basic proteins that act as spools around which DNA

winds, regulating the packaging of DNA and allowing or inhibitng gene
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expression. When the histone is acetylated by histone acetyltransferases
(HATSs), this local alteration leads to chromatin decondensation, promoting gene
expression by the activation of the transcription machinery. On the other hand,
histone deacetylation - mediated by histone deacetylases (HDACs), results in
inhibition of transcription promoting a controlled gene expression [28,29].

Substantial epigenetic alterations were found in the regulatory regions of
many candidate genes for ASD, such as GABAergic genes, GAD67, Reelin,
Oxytocin receptor, BDNF, showing that the epigenetic component in ASD has
been widely studied [26]. The histone post-translational modifications, as
acetylation and methylation, play a key role in the gene expression regulation
[30]. These characteristics are crucial for important bioclogical processes like the
action of immune system, in which HDACs modulate gene expression of toll-like
receptors and interferon signaling pathways [31].

The HDAC inhibitors drugs play an important role in immune context.
Studies showed an increased franscription of the major histocompatibility
complex (MHC) class Il, located in the tumor cell surface in mouse and humans
[32], indicating an interesting effect on several immune cells. It leads to less
viability of T CD4 cells and decreases the production of pro-inflammatory
cytokines, making the T CD8 cells increase the secretion of pro-inflammatory
cytokines, modulating the activity of natural killer (NK), as well in cells and Treg
cells [33].

Hence, several drugs used as antidepressants and mood stabilizer are
characterized as HDAC inhibitors class. Valproate, a well-known HDAC inhibitor
drug, induces important delays in the neuronal maturation [34], already described

in ASD [35]. Moreover, VPA prenatal exposure alters the postnatal histone 3 (H3)
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acetylation levels in cerebellum [36], stimulates glial cell proliferation in the
developing rat brain [37] and also induces changes in acetylation levels in
astrocytes of hippocampus and cortex in cell culture, more than other
antidepressants and mood stabilizer [38]. These unique effects of VPA,
especially in comparison to similar HDAC inhibitor drugs, indicate that the VPA
molecule might have exclusive properties which are still unclear, although some
evidence indicates a possible VPA binding in the catalytic center of HDACs [39].
Those epigenetics alterations occur before the well described neuroimmune
alterations, and, thus, epigenetics mechanisms may be involved in the immune
disturbance [36]. These data highlight the role of the valproic acid and HDAC
inhibitors as epigenetic modulators that could be underpinning the immunological
alteration, as well as the neurological outcomes, in psychiatric disorders.
The intimate relationship between central nervous system and immune
system

For a long time, immune and central nervous systems were considered
compartments that operate separately and independently. However, recent
studies demonstrate an active communication between these two systems,
modulating bi-directly each other with neurotransmitters and neuromodulators in
periphery. In addition, in a landmark study, lymphatic vessels were discovered in
central nervous system, putting in check the current view of the brain as an
“immune privileged site” and raising new possibilities for the crosstalk between
brain and immune system [40]. Anatomically the central nervous system (CNS)
is bathed by the cerebrospinal fluid (CSF) and surrounded by the meninges,
which contain lymphatic and blood vessels [41]. The brain parenchyma is

separated from the circulating blood by a blood-brain barrier (BBB), which
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prevents the entry of pathogens, circulating immune cells, and other substances
from the blood.

The BBB is defined as a semipermeable membrane that separates the
circulating blood from the brain and extracellular fluid in the central nervous
system [42]). CNS blood vessels interact with different peripheral and brain-
resident immune cell populations, as perivascular macrophages and microglial
cells, respectively. The BBB is formed by the concerted action of endothelial and
glial cells. During development, at embryonic day 10 (E10), initial clues for
angiogenesis lead to the early properties of BBB in CNS by activation of the
Wnt/b-Catenin canonical pathway [43—45]. There is no consensus about the
exact time when the BBB is fully formed [46]. Nevertheless, at E15, pericytes,
which have crucial roles in BBB formation and maintenance, begin to interact
intimately with endothelial cells (EC) in the capillary walls [47]. In postnatal life,
endothelial cells from brain capillaries are covered up by mature pericytes,
sharing their basement membrane with endothelial cells [48]. Moreover, the
astrocytes project cellular terminations called “end feet” toward the capillaries,
providing the outer layer of the BBB. Pericytes and astrocytes also secrete
proteins involved in extracellular matrix formation and deposition of the basement
membrane [48,49].

The presence of this limiting barrier allows the CNS to control and fine tune
the flow of a variety of molecules from periphery, regulating its permeability to
seek homeostasis. In CNS physiology, there are extensive vessels where
monocytes, granulocytes and dendritic cells circulate [50]. In addition, the brain
parenchyma is populated with microglia, resident-cells from the immune lineage

that play crucial roles in brain surveillance and response against multiple types
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of damage. Studies with rodents showed that, during neurodevelopment, specific
monocytes emerge at E7 and infiltrate the CNS at E9.5 as pre-macrophages,
expressing the chemotactic factor CX3C chemokine-receptor 1 (CRXCR1) [50].
The presence of cytokines as interleukin-1 beta (IL-1B) and tumor growth factor
beta (TGF-B) allows the differentiation of pre-macrophages in early microglia at
E14.5, which then generate mature microglia at P14. In fact, TGF-p seems to be
crucial for microglial specification in CNS [51,52].

Microglial cells are capable to interact with almost all cell types in the CNS
modulating cell maturation during development and promoting tissue repair and
homeostasis. Moreover, in postnatal life, microglia play crucial roles in sensing
perturbations in encephalic environment, actively responding to even minor
pathological changes in CNS [53,54] by altering their shape and gene expression
profile. The term “microglial activation” has been considered as a shift from a
“resting” stage to an “activated” state when disturbance of tissue homeostasis is
detected or upon experimental stimulation. However, this term implies the
understanding of an “inactivated” phenotype when brain tissue is not facing any
changes in homeostasis. In fact, microglial cells are never inactive, showing
highly dynamic surveillance functions in CNS [50,55,56]. Many authors are
suggesting to rename this surveillance state of microglial cells to “surveying
microglia”, instead of “resting microglia® [50]. These cells can shift from their
“surveying” or “resting” state to “activated” or “alerted” state when facing chances
in CNS homeostasis, as infections recognized by toll-like receptors [57], cell
damage or trauma. Recent studies have demonstrated that the
lipopolysaccharide (LPS) exposure downregulates the transcriptional factor Sal-

like protein 1 (SALL1) and promotes several alterations in microglial identity, with

86



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

a concomitant upregulation of genes associated to other resident macrophages,
indicating that SALL1 might be important for maintenance of microglial identity in
response to immune challenge [50,58]. Once activated, microglial cells can
commit to different phenotypes called “reactive”, having a large functional and
molecular diversity. These changes in microglia profile are correlated with the
type of challenge faced by the CNS. They can shift to a pro-inflammatory state
also called “M1 phenotype” [59] presenting highly phagocytic and neurotoxic
activities and releasing pro-inflammatory chemokines and cytokines in response
to an immune challenge, such as a microorganism invasion [60] or the presence
of pro inflammatory signals [61-63]. Once the immune stimulator is controlled,
microglial cells are able to shift to a more neuroprotective profile called “M2
phenotype” which involves anti-inflammatory responses [59,64]. Nonetheless,
the activated pro-inflammatory profile can progress in pathological conditions.
Although the immune challenge and the brain environment are responsible for
the early microglial responses, signals from CNS resident and infiltrating immune
cells can shape reactive profiles of microglial cells and play important roles in
many brain diseases [65-69]. All these stimuli could direct microglia’s fate to
alternative states, including microglial cell death, but there's still scarce
information about the course of microglial activation, their reversibility to the
surveying state [70] or the preservation of molecular memory of previous stimuli.
Moreover, cells that infiltrate from the blood and differentiated into microglia could
also return to the periphery [65,71].

There is a low basal entry of immune cells from blood periphery into the
CNS in normal conditions. Studies have shown that, although microglial cells play

major roles in brain surveillance, the perivascular macrophages represent a
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crucial immune regulator and sensor of perturbations in CNS and periphery.
These cells are derived from bone marrow and are intimately associated with the
bloodstream since they reside between endothelial cells and astrocyte's end feet
[72-74). This privileged location of perivascular macrophages allow them to
simultaneously monitor the blood and the brain interstitial fluid, providing a fine
control of brain homeostasis and BBB integrity [72,75]. Although macrophages
display different locations, they can perform specific roles in these
microenvironments. In addition to perivascular space, macrophages can be
located within choroid plexus and meningeal space. In choroid plexus, which is
considered the major site of CNS immune surveillance, there are tissue-resident
macrophages called epiplexus cells disposed alongside the fourth ventricle with
dendritic cells (DC), monocytes and mast cells [76,77]. Referred by many authors
as the “immune regulatory gate”, the choroid plexus is capable to induce specific
immune responses and allows cell migration between blood and CSF [78,79].
The meningeal macrophages are positioned in the subdural meninges and act as
sentinel cells for damage and infection in brain tissue, surveying the
cerebrospinal fluid (CSF) and the extracellular lumen of meningeal blood vessels
[80,81]. Thus, macrophages play critical roles in CNS surveillance, homeostasis
and disease. Nonetheless, there is a variety of other immune cell types in the
brain environment. In physiological condition, studies have observed the
presence of monocytes in meningeal spaces, although more evidence is still
needed [82]. Granulocytes (neutrophils, mast cells, eosinophils, and basophils)
can be found in meningeal spaces with mast cells also present in brain
parenchyma [72,83]. These cells are highly phagocytic and play important roles

in response to brain infections and tissue damage [72,84,85]. Dendritic cells (DC),
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the main antigen-presenting cells in periphery, can also be found in CNS. They
are located in the choroid plexus, meningeal space, and are specially abundant
in lymphatic vessels in meninges [B6-88). The presence around these vessels
suggests important roles for DC in inflammatory diseases and brain infections
[40].

During inflammatory condition, there is extensive infiltration of immune
cells in the CNS. The barriers that regulate cellular entry are the blood-brain
barrier (BBB) within the CNS parenchyma, and the blood-cerebrospinal fluid
(blood-CSF) barrier within the choroid plexus” [89]. When brain homeostasis is
compromised, immune cells can infilirate from the periphery to the brain
parenchyma due to the elevation in BBB permeability. This is generally observed
and investigated in the context of a pathological CNS inflammatory response [90—
92]. Under pathological conditions, microglia activation can lead to BBB
disruption, allowing a substantial cellular infiltrate and amplifying the inflammatory
response [93,94]. One of the key mediators in these processes is the release of
cytokines and chemokines by periphery and brain-resident immune cells. This
novel view of the immune system as an active player in brain function is modifying
our current view of neuropsychiatric disorders. Immune alterations are now seen
as central for the pathophysiology of many brain diseases and further
understanding of this neuroimmune axis can result in new therapies and
diagnostic tools.

Neuroimmune alterations in ASD: from patients to the VPA animal model

In the last decade, the immune system has caught the attention of
neuroscientists for the interplay between neurons and immune mediators, not

only in disease, but also in the homeostasis of the brain. In the past, the central
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nervous system was called “an immune-privileged region”, once the blood brain
barrier controls the cross talking between brain and the periphery. However,
recent findings demonstrated that this privilege is not related to the absence of
immune modulation in brain activity and homeostasis, but a time-dependent
specific modulation in many regions during brain development [95]. Immune cells
and immune molecules, such as cytokines and chemokines, can modulate
cognitive, emotional and behavioral processes, triggering different responses in
neuronal and glial cells [96]. Cytokines are small signaling-molecules acting as
mediators of communication between immune cells. Their roles include
stimulation and regulation of cell development, maturation and response against
immune challenges [97,98]. Chemokines can be characterized as a vast group
of 8-10 kDa molecules from the super family of cytokines that induce chemotaxis
of immune cells. Once bound in their receptor, the complex chemokine-receptor
can activate signaling cascades that induce immune cell trafficking to the target
area. Also, this complex plays important roles as molecular signal in crosstalk
among neuronal and glial cells and immune resident cells in nervous system, as
microglia [99,100]. Since chemokines are capable to target different types of
receptor, they can modulate different cell processes, including cell adhesion,
proliferation, phagocytosis, apoptosis, angiogenesis, cytokine secretion and T
cell activation [101].

Lymphocytes are cells capable of recognizing any foreign antigens
displayed by antigen-presenting cells, constituting the main cells of adaptive
immunity [102]. Lymphocytes respond by proliferating and differentiating in
effector cells, whose function is the elimination of the pathogen and creation of

an immunological memory [103]. When naive CD4+ T cells encounter specific
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antigens, they can differentiate into a range of effector subgroups. Several
transcription factors are individually required for T-cell differentiation, generating
a specific lineage that express characteristic cytokines. That is. once specific
transcription factors are activated, they promote differentiation of naive T cells,
which differentiate into specific immunological responses: Th1, Th2 and Th17. In
the presence of IFN-y and IL-12, Signal transducer and activator of transcription
(STAT) 1 and STAT4 signal for the expression of the transcription factor T box
expressed in T cells (T-bet) and promotes response Th1. On the other hand, Th2
cell commitment occurs when IL-4 and STAT6G increase expression of GATA-
binding protein (GATA3) transcription factor. The presence of TGF-B associated
with IL-6 signaling via STAT3 generating the expression of retinoid-related
orphan receptor (RORyt) transcription factor, results in the differentiation of Th17
cells. Also, TGF-B, with IL-2 signaling via STATS is known to generate, at least
in vitro, inducible Treg cells, which express Foxp3 transcription factor (See Figure
1) [104].

The modulation of cytokine levels can alter significantly the brain
physiology and behavior. Recent studies highlight a link between immune
dysfunction and behavioral impairments [105]. For example, the relation between
IL-6 and several altered behaviors has already been established in the literature
[106-108]. Signs of neuroinflammation and altered inflammatory response are
seen in ASD subjects throughout life [109]. Therefore, some authors hypothesize
that the neuroimmune disturbances could be causal for ASD [110]. Below, we will
detail the main neurcimmunoleogical findings (summarized in Tables 1 and 2) in
ASD subjects and in VPA animal model of autism:

IL-18
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IL-1B is a cytokine produced by fibroblasts, monocytes, tissue
macrophages, dendritic cells (DCs), B lymphocytes, epithelial cells, and natural
killer (NK) cells [111] that promotes inflammation by indirectly stimulating
lymphocyte function and activating macrophages [112,113]. IL-1B has the ability
to increase the expression of adhesion molecules such as VCAM-1 and ICAM-
1, supporting the infiltration of inflammatory cells from the circulation into the
tissue and resulting in chronic IL-1-induced inflammation [112,113]. IL-1B
stimulates expression of inflammatory mediators and induces T-helper type 17
(Th17) response. Furthermore it can also play important roles as a mediator of
the anti-inflammatory response [112,113].

Both elevation and reduction in IL-1p levels have already been reported in
ASD subjects. Increased levels of IL-1p were found in plasma [114,115], serum
[116,117], and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) [118-120] whereas
decreased levels were described in neonatal dried blood samples (n-DBSS)
[121]. In VPA animal model, IL-1B was increased in hippocampus [122,123], in
LPS-exposed hippocampus [109] and in whole brain homogenate [124].
Increased levels of this cytokine are associated with increased stereotypy [120],
one of the main characteristics of ASD.

-2

Interleukin-2 has an important role in controlling the survival of immature
and mature T cells [125] and is mainly secreted by CD8+ and CD4+ T cells after
recognition of the antigen and co-stimulators [111]. IL-2 is the most important
cytokine for promoting the clonal expansion of antigen-activated T cells [126].
The only report in ASD is a reduction of IL-2 levels in neonatal dried blood

samples (n-DBSS) [121].
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-4

IL-4 is the main cytokine of Th2 response and is primarily produced by T
cells and mast cells. IL-4 promotes proliferation of B cells and cytotoxic T cells
and stimulates 1gG and IgE production [97], besides stimulating leukocytes
recruitment and promoting the expression of adhesion molecules [127].
Increased levels of this cytokine were associated with greaterimpairments in non-
verbal communication [120]. In ASD subjects, reduced level of IL-4 in n-DBSS
[121] and elevated levels in amniotic fluid [128] have been reported.
IL-5

IL-5 is a cytokine produced by T cells that acts as an activator of
eosinophils [129]. IL-5 promotes eosinophil proliferation and maturation,
stimulating IgA and IgM production [97]. In ASD patients, a decrease in IL-5 in n-
DBSS [121] and an increase in plasma samples [115] were described.
IL-6

The main source of IL-6 are T-helper cells, macrophages and fibroblasts.
IL-6 targets activated B-cells and plasma cells, promoting differentiation into
plasma cells and IgG production [97]. IL-6 is also involved in induction of Th17
response and has a dual profile pro- and anti-inflammatory [112,113]. Studies
have demonstrated essential involvement of IL-6 in triggering core symptoms
related to pro-inflammatory response in autistic model of maternal immune
activation (MIA) [130].

Increased levels of IL-6 are associated with increased stereotypy in ASD
[120], impaired cognitive abilities, abnormal anxiety and decreased social
interactions [107]. Here, we review the main findings about IL-6 levels in ASD: IL-

6 is elevated in brain tissue (cerebellum, frontal cortex and anterior cingulated
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gyrus) [7,131,132], and in serum and PBMC [116-120], while it is reduced in
plasma and n-DBSS [114,121]. In the VPA animal model of autism, higher levels
of IL-6 were reported in hippocampus [123), hippocampus and spleen after LPS
challenge [109] and whole brain homogenate [124].
IL-8

Interleukin-8 is a chemoattractant cytokine produced mainly by
macrophages that specifically targets neutrophils, promoting their activation
[133]. So, its major functions result from its chemotactic and pro-inflammatory
activities [97]. Elevated levels of this cytokine were associated with increased
hyperactivity, stereotypy, and lethargy [120]. Higher levels of IL-8 was described
in frontal cortex [132], plasma [115], cerebrospinal fluid (CSF) [134], PBMCs [120]
and n-DBSS [121] of ASD subjects.
IL-10

This cytokine can be produced by several cellular types including DCs,
macrophages, mast cells, NK cells, eosinophils, neutrophils and B cells [135],
and is able to regulate growth and/or differentiation of B cells, NK cells, cytotoxic
and helper T cells, mast cells, granulocytes, dendritic cells, keratinocytes, and
endothelial cells, exerting a primarily anti-inflammatory activity [97,135]. IL-10 is
important to fine tune the immune response against invading pathogens,
maintaining the homeostatic state [135]. In ASD patients, increased levels to IL-
10 were found in anterior cingulated gyrus and amniotic fluid [128,134], while IL-
10 levels is decreased in PBMCs [96].
IL-12

IL-12 is produced by T cell and acts in naive T-cells and NK cells,

activating them [97], and inducing IFNy production, which is critical for the
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induction of Th1 cells [136]. Plasma, PBMCs and serum of ASD subjects show
higher levels of IL-12 [115,117,120] whereas n-DBSS show lower IL-12 levels
[121]. Increased IL-12 levels were associated with increased stereotypy and
lethargy in ASD patients [120].
IL-13

Similarly to IL-4, IL-13 is involved in type-2 immunity and is produced by
T-cells. However, basophils, eosinophils and NK cells can also produce IL-13
[137]. The only report in autistic patients shows increased plasma levels of IL-13
[115].
IL-17

Interleukin-17 has an important role in immunity against intra and
extracellular pathogens [138]. IL-17-producing cells including natural killer T cells
and innate lymphoid cells play crucial roles in inflammation-associated diseases,
such as infection, autoimmunity and tumors [139]. Also was described the effector
role of IL-17a in onset of offspring behavioral abnormalities of mothers MIA-
induced, showing the important crosstalk between the neurcinflammatory state
and behavioral manifestations [140]. Increase levels of IL-17 have been reported
in plasma and serum [115,141] of patients with ASD.
IL-23

Considered a pro-inflammatory cytokine essential for the differentiation of
Th17 lymphocytes [142], IL-23 is produced by macrophages, dendritic cells,
keratinocytes and other antigen-presenting cells after recognition of
microorganisms [143]. IL-23 is critically involved in autoimmune diseases
responses [144]. In autistic patients, elevated IL-23 levels in serum samples were

reported [117].
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TNF-a

The tumor necrosis factor alpha (TNFa) is an endotoxin-induced serum
factor promoting phagocyte cell activation [97], whose main targets and
producers are macrophages. TNFa is in higher levels both in patients (frontal
cortex [132], PBMC [96,118,119,145], serum [117] and amniotic fluid [128]) and
in the VPA animal model of autism (hippocampus and spleen responding to LPS
[109] and whole brain tissue [124]).
IFN-y

Interferon-y (IFN-y) plays an important role in host defense against
intracellular pathogens. It is produced by NK T cells, CD8+ T cells, and T-helper
1(Th1) CD4+ T cells and its functions include supporting Th1 differentiation [146],
and macrophage activation and increasing neutrophil and monocyte function [97].
Patients with ASD have increased levels of IFN-y in frontal cortex [132], plasma
[147], CSF [134] and PBMC [96] and reduced levels in n-DBSS [121].
TGFB1

TGF-B is primarily secreted by T cells and B cells, and acts in activated T
and B cells. The major function of this cytokine is to inhibit hematopoiesis and T
and B cell proliferation [97]. Higher levels to TGFB1 were reported in anterior
cingulated gyrus and CSF [134] of ASD subjects.
MCP-1

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) or C-C chemokine ligand 2
(CCL2) signals to cells that contain the specific CCR2 receptor, stimulating their
migration to sites where CCL2 is produced and facilitating the amplification of
neuroinflammation [148]. Higher levels of MCP-1 were observed in plasma [149],

CSF [134] and amniotic fluid [128] of autistic subjects. Increased levels in plasma
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were associated with greater impairments in visual reception, fine motor skills
and expressive language [149].
GM-CSF

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) is produced
by T cells, macrophages and fibroblasts and targets stem cells. Its major function
is to stimulate production of granulocyte, monocyte and eosinophils [97].
Diminished levels of GM-CSF were described in n-DBSS of ASD pediatric
subjects [121].
G-CSF

The main source of granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) are
fibroblasts and endothelial cells and its targets are stem cells in the bone marrow.
G-CSF has a hematopoietic function and stimulates granulocyte production [97].
Higher levels of this cytokine were described in plasma of autistic patients [114].
EGF

Epidermal growth factor (EGF) is a small chemoattractant peptide
produced by activated T cells that is involved with wound healing by attracting
fibroblasts and epithelial cells [114]. Higher levels of this chemokine were
reported in plasma samples from autistic patients [114)].
RANTES

Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted
(RANTES) chemokine or CCL5 is involved in immune cell transport to the
inflammation site, promoting polarization towards an Th1 response [150]. Higher
levels were associated with increased severity of lethargy, stereotypy and
hyperactivity [149] in ASD patients.

Eotaxin
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The CC chemokine eotaxin/CCL11 is known to bind to the receptor CCR3
on eosinophils and Th2-type lymphocytes [151]. Increased levels of Eotaxin were
associated with increased severity of lethargy, stereotypy and hyperactivity in
ASD subjects [149].

Final considerations

Autistic Spectrum Disorder has a high prevalence and a growing incidence
over the last few years. This has driven investments in public health and
mobilized researchers and health professionals worldwide. There has been a
significant progress in ASD research since the disorder was first described, but
to date, its etiology remains unclear. An interesting hypothesis is that
dysregulation of neuroimmune communication is involved in the onset of ASD. In
this review, we summarized the main neuroimmune alterations found both in ASD
subjects and in the VPA animal model of autism. Noticeably, several changes in
the VPA model reflect the alterations found in patients with ASD (Figure 2).
Animal models that present face and construct validity, such as the VPA model,
can be an effective tool for the investigation of pathways and tissue alterations
involved with the pathogenesis of ASD.
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Legend of figures

Figure 1. Th1, Th2, Th17 commitment lineage from naive CD4+ T cells. The main
functions of each immune response and the signature cytokine are highlighted in the
boxes. APC: antigen-presenting cell; NK: natural killer cell; T-bet: T box expressed in T
cells; GATA: GATA-binding protein; ROR: Retinoid-related orphan receptor; IL:

Interleukin; IFN: Interferon; TGF: Transforming growth factor.

Figure 2. Main results of cytokines altered both in ASD subjects and in VPA

animal model. At the interface of the columns and rows are shown the common
findings both to humans and to animal model in different biological sources. The

references are already cited in Table 1.
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Table 1. Main cytokines with altered levels in autism subjects

= Described e thod

DSM Severity comarbidities (ysars) Source Outcome y

ASD ND ND neonatal amniotic fluid 1 MCP-1, IL-4, IL-10, TNF-a and TNF-B  Flow cytometry [128)
1 IL-1B, IL-2, L4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-

ASD ND ND neonatal n-DBSS 12, GM-CSF, IFN-y Flow cytometry [121]
1 sIL-6Ra, IL-8

ASD (DSM-IV) gggér';“’de’a‘e and \p 2.21 Serum 11L-1, IL6, IL-12, IL-23, TNF-a ELISA (17
| CD4+, FOXP3+, T cells

ASD (DSM-5) ND ND 3-11 PBMCs | mRNA and protein expression FoxP3 Fﬂm‘"""g{ ’;.CR [152)
1 Tbet, 1 STAT3, t GATA3 s BT EROuIng

ASD (DSM-5)  ND ND 311 PBMCs t ROR-ytin CD4 Ef;g:g"" Wostem [152]

ASD (DSM- ) g Duodenal Lamina CD3+/TNFa+

mrosmly) NP Ghissuey 218 propria | CD3#/IL-10+ Flow cytomelty, [153]

ASD (DSM- 2 o  CD3+/TNFa+

IIR/DSM-IV) ND Gl issues 2-16 Epithelium | CD3+/IL-10+ Flow cytometry [153]

ASD (DSM-lV) ND ND 1-17 PBMCs  TNF-a ELISA [145)

ASD (DSM-V) ND Glissues 415 PBMCs [ pi Flow cytometry 96]

ASD (DSM-IV) fgxﬁ'ﬁag::g’ba' ND 18-44  Serum 1IL-1B, IL-6 ELISA [116)
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ASD (DSM-IV)
ASD (DSM-IV)
ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-1V)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ASD (DSM-IV)

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Mild to moderate
and Severe

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

5-44

4-37

4-14

7-15

345

4.7-10.1

6-11

510

PBMCs
PBMCs
PBMCs

post mortem brain
tissue

CSF

post mortem brain
tissue

post mortem brain
tissue

Plasma

Plasma

Plasma

Serum

Plasma

+IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 p40

T TNF-a, TNFRI, TNFRII, IL-6, IL-1p

+ 1L-1B, IL-6, TNF-a

tIL-6, IL10, TGFB1 (anterior cingulated

gyrus)

+ IFNy, TGFB2, IL-8, MCP1

1 IFNy, IL-6, IL-8, TNF-a (frontal cortex)

t IL-6 (cerebellum)

1 IL-1B, IL-1RA, IL-5, IL-8, IL-12 (p70),

IL-13, IL-17

t MCP-1, RANTES, Eotaxin

tIFN-y

1 IL-17A (proportional increase to

severity of autism)

ti-1a
| IL-6, G-CSF, EGF

Multiplexing bead
immunoassays

ELISA

Flow citometry
Human cytokine array
kits

Human cytokine array
kits

Multiplex Bead

Immunoassays

Immunohistochemistry

ELISA

Multiplexing bead
immunoassays
ELISA

ELISA

ELISA

[120]

[119)

[154]

gl

Ul

[132)

[131)

[115)

[149]

[147)

[141]

[114)

DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders; CSF: cerebrospinal fluid; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; IFN: interferon; IL:
interleukin; ND: not described; n-DBSS: neonatal dried blood samples; PBMC: peripheral blood mononuclear cells; PCR: polymerase chain reaction; TNF:
tumor necrosis factor.
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Table 2. Main cytokines with altered levels in the valproic acid animal model of autism

Embryonic

Administration

Analysis

Animal Dosage day via Source Age Qutcome method References
BALB/c 600 mg/K; Ei1 Subcutaneous Dorsal P28 tIL-1B PCR (122
9 hippocampus
Only VPA did not onset inflammatory
400 mg/Kg and 8-10 response, but showed exacerbated
BALR/c 600 mg/Kg 125 Subcutaneous Spleen weeks response to a LPS challenge: 1 IL-1B, IL-6 PCR (109]
and TNF-a expression
400 mg/Kg and Hippocampus/  8-10 + IL-6 and TNF-a expression in VPA
BALB/o 600 mg/Kg E12.5 Suboutaneons Cerebellum weeks animals exposed to a LPS challenge PCR [109]
Wistar 600 mg/Kg E12.5 Intraperitoneal Hippocampus P40 tIL-6, 1 IL-1B ELISA [123]
Wistar 800 mg/Kg E12.5 Gavage Whole brain P21 tIL-1B, IL-6, TNF-a ELISA [124]
IL: interleukin; PCR: polymerase chain reaction.
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Figure 1
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Figure 2
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Capitulo IlI: capitulo de livro aceito para publicacdo na editora Springer Nature

“Purinergic signaling in autism spectrum disorder”

Topico de pesquisa “Purinergic Signaling in Neurodevelopment, Neuroinflammation
and Neurodegeneration”
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3. DISCUSSAO GERAL

No presente trabalho, utilizamos um dos modelos animais de autismo mais
consolidados na literatura, o qual (como ja ressaltado anteriormente) apresenta as
validades de face (replica a sintomatologia encontrada em pacientes) e de construto
(o mesmo agente etiolégico reproduz a condicdo em humanos e modelos animais),
além de possibilitar amplas investigac6es dentro da validade preditiva (possibilidade
de desenvolvimento de estratégias terapéuticas) (MABUNGA et al., 2015).

O nosso grupo de pesquisa (Grupo de Estudos Translacionais em Transtorno
do Espectro Autista — GETTEA) atua em diferentes frentes para compreender a
fisiopatologia do TEA sob diferentes oticas: analises em pacientes, analises in silico,
andlises in vitro e andlises in vivo a partir do modelo animal VPA, sendo pioneiros na
utilizagdo dessa ferramenta de estudo no Brasil. Demonstramos previamente diversas
alteracdes comportamentais (BAMBINI-JUNIOR et al., 2011, 2014; FONTES-DUTRA
et al., 2018; HIRSCH et al., 2018), moleculares (HIRSCH et al., 2018) e celulares
(FONTES-DUTRA et al., 2018; SANTOS-TERRA et al., 2021) induzidas pelo VPA bem
como a prevencao dessas alteracdes pela administracao intrattero do polifenol RSV.
Sendo assim, os modelos animais se apresentam como ferramentas extremamente
importantes e Uteis no estudo de diversas condi¢cbes, uma vez que permitem a
aquisicdo de amostras biologicas, estudos comportamentais inviaveis em seres
humanos, bem como a analise de vias biologicas e alteracbes metabdlicas
potencialmente associadas a fisiopatologia do transtorno — especialmente no TEA,
gue se mostra como uma desordem altamente heterogénea e de diagndstico
exclusivamente comportamental.

Nos propusemos a entender e investigar possiveis mecanismos subjacentes a
macrocefalia, um relato clinico presente em, aproximadamente, 20% das criancas
diagnosticadas com TEA (CHAWARSKA et al., 2011; HAZLETT et al., 2005) cuja
causa ainda € desconhecida. Apesar de, na maioria dos casos, se apresentar como
um evento transitorio, o0 aumento do perimetro cefalico em idades pontuais pode estar
relacionado as principais disfuncdes do TEA. Macrocefalia é a condicdo na qual o
perimetro cefalico de uma crianca esta acima de 2 desvios-padrao, ou seja, que esta
acima do percentil 97. Embora usado como sinbnimo de megalencefalia — designa o
aumento da estrutura encefalica —, a macrocefalia € um termo amplo que abrange nao

s6 a megalencefalia, mas também outras causas de aumento do tamanho da cabeca
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sem necessariamente o0 crescimento excessivo do cérebro, como por exemplo,
acumulo de fluido subdural (JONES; SAMANTA, 2021).

No capitulo | da presente tese sdo apresentados os experimentos realizados
em ratos Wistar, bem como o0s 4 grupos experimentais que séo utilizados na maioria
das nossas pesquisas: 1) grupo controle (recebe apenas solucao salina 0,9% e DMSO
P.A. em volume equivalente — veiculos para solubilidade do VPA e do RSV,
respectivamente), 2) grupo RSV (recebe RSV na dose de 3,6 mg/Kg via subcutanea
do dia E6,5 ao dia E18,5, e uma Unica injecao intraperitoneal de salina 0,9% no dia
E12,5), 3) grupo VPA (recebe DMSO - veiculo do RSV - via subcuténea entre E6,5 e
E18,5, e uma Unica injecdo intraperitoneal de VPA na dose de 600 mg/Kg no dia
E12,5) e 4) grupo RSV+VPA (recebe RSV na dose de 3,6 mg/Kg via subcuténea do
dia E6,5 ao dia E18,5, e uma Unica injecdo intraperitoneal de VPA na dose de 600
mg/Kg no dia E12,5). Esse esquema esta representado na Figura 3.

Figura 3 — Representacdo da linha do tempo para formagdo dos grupos
experimentais

Embrionario

EO,5 E6,5 E12,5 E18,5 PO

v ¢ >
VPA (600 mg/Kg) ou salina (0,9% )

(intraperitoneal)

RSV (3,6 mg/Kg) ou DMSO (P.A.)
(subcutaneo)

E: dia embrionario; P: dia pés-natal.

Primeiramente, avaliamos o contetdo encefalico de agua (também chamado
de “medida de edema” na literatura) por meio da desidratacdo do encéfalo apos
retirada a fresco. A exposicao pré-natal ao VPA alterou o contetdo absoluto de 4gua,
aumentando a porcentagem de agua livre no encéfalo de animais do grupo VPA, ao
passo que esse fenbmeno ndo se observa nos outros grupos. Além disso,
considerando trabalhos prévios (SCHNEIDER; PRZEWLOCKI, 2005), esperavamos
encontrar um menor peso corporal dentre os animais do grupo VPA em relacdo aos

outros grupos experimentais. Nao s6 se confirmou, como também observamos uma
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prevencdo completa do RSV nesse parametro analisado. Por fim, ponderamos os
resultados das porcentagens pelo peso corporal de cada animal, o que evidenciou
ainda mais a maior proporcao do volume de liquido encefélico no grupo VPA,; isso
significa dizer que esses animais apresentam um conteddo encefalico maior que o
grupo controle em uma estrutura corporal menor (0 que se assemelha a condi¢cédo
clinica). Aqui, nhovamente, o tratamento pré-natal com RSV foi capaz de prevenir
completamente o parametro analisado.

Um dos fatores envolvidos no desenvolvimento do edema encefélico é o dano
a BHE; esse dano pode ser tanto iniciado quanto regulado por diversos mediadores
pré-inflamatérios, como citocinas e quimiocinas, os quais regulam a magnitude do
aporte de leucécitos no parénquima cerebral, bem como agem diretamente nas
células endoteliais encefalicas, levando ao afrouxamento das juncdes oclusivas entre
as células endoteliais e a formacao de edema vasogénico (STAMATOVIC et al., 2006).
A patogénese do edema encefalico o classificada como vasogénico ou citotoxico: o
primeiro é definido como o acumulo extracelular de liquido resultante da ruptura ou
afrouxamento da BHE e consequente extravasamento de proteinas séricas (lesdo
vascular), enquanto que o segundo € caracterizado pelo inchaco celular causado pelo
acumulo intracelular de liquido (lesdo de células parenquimatosas) (MICHINAGA;
KOYAMA, 2015). No caso do TEA, ainda nao é elucidado qual tipo € predominante,
embora seja mais provavel que envolva mecanismos de leséo vascular.

Sendo assim, demos sequéncia aos experimentos avaliando a permeabilidade
da BHE a ao corante azul de Evans. A exposicao pré-natal ao VPA causou nitido
aumento na permeabilidade da BHE ao corante (evidenciado pela intensidade da
fluorescéncia vermelha nas imagens representativas) principalmente nas regides
encefalicas pertencentes ao neocortex (area somatossensorial — camadas 2/3 e 4/5 —
e todas as sub-regifes do cortex pré-frontal medial — cingulado anterior, limbico e
infralimbico, tanto em camadas profundas quanto em superficiais), mas também no
plexo coroide (em contato com o0 neocortex). Hipocampo e amigdala nao
apresentaram alteracdes de permeabilidade. Em todas as regides onde houve
alteracdo, o tratamento com o RSV foi capaz de prevenir completamente a
permeabilidade da BHE ao corante, conforme observado no grupo RSV+VPA.
Anteriormente, apenas Kumar e colegas (KUMAR; SHARMA; SHARMA, 2015;
KUMAR; SHARMA, 2016a, 2016b) haviam demonstrado aumento de permeabilidade
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a esse corante no modelo VPA, porém de forma macroscépica; aqui, refinamos a
técnica demonstrando que as alteracdes sdo regido-especifica, bem como séo
passiveis de serem prevenidas pelo tratamento com o RSV. Apesar desse importante
resultado, trata-se de uma técnica bastante inespecifica e com pouca precisdo acerca
de pormenores envolvidos no aumento da permeabilidade da BHE, uma vez que o
corante azul de Evans ndo € metabolicamente inerte, € téxico em altas dosagens e
liga-se a albumina. N&ao existe um Unico marcador adequado para avaliacdo de BHE
e todos os métodos conhecidos apresentam vantagens e desvantagens. No entanto,
uma combinacdo de dextranos visualizaveis de diferentes tamanhos e moléculas
radiomarcadas atualmente parece ser a abordagem mais apropriada para uma
avaliacdo qualitativa e quantitativa mais robusta da integridade da BHE (SAUNDERS
et al., 2015).

Seguindo nessa linha de raciocinio, investigamos a expressao e distribuicéo de
AQP em diferentes regides do SNC. Essas proteinas-canais desempenham diversos
papéis, facilitando o movimento de agua tanto para dentro quanto para fora do SNC
(ROSU et al., 2019). A AQP1 apresentou um perfil diminuido em praticamente todas
as regifes avaliadas no grupo VPA: plexo coroide, camadas profundas da area
somatossensorial primaria, regido da amigdala e todas as sub-regides do cortex pré-
frontal medial. O plexo coroide € uma regiao particularmente importante na producéo
e liberacdo do LCR: animais nocaute para AQP1 apresentam reducéo de até 25% na
taxa de secrecdo de LCR (OSHIO et al., 2003). Nessa regido também observamos
uma alteracdo morfoldgica bastante significativa em ambos 0s grupos expostos ao
VPA prenatalmente. Uma lesdo semelhante foi observada em um modelo de edema
isquémico cerebral (AKDEMIR et al., 2016), mas no presente estudo consideramos
gue nao haja qualquer associacéo entre esta alteracdo morfologica e a fisiopatologia
do TEA, o que pode ser simplesmente um efeito teratogénico per se do VPA.

Ja a AQP4 apresentou perfis diversos de forma regido-dependente: observou-
se aumento no grupo VPA na area somatossensorial primaria nas camadas mais
profundas, com prevencado pelo RSV, além de uma diminuicdo em todas as sub-
regides do coértex pré-frontal medial, sem prevencao pelo RSV. Previamente, ja havia
sido demonstrado alteracdes no perfil de AQP4 em tecido encefalico post mortem de
individuos com TEA. Um estudo de 2008 demonstra diminuicdo de 3% na area 9 de

Brodmann (BA9 - equivalente ao cortex frontal), bem como uma expressao aumentada
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de 39% no BA40 (cortex parietal, onde esta localizada a area sensorial priméria). Além
disso, os autores observaram aumento da expressdo da conexina 43 (CX43 - a
principal proteina componente das gap junctions astrociticas) no BA9, o que poderia
significar aumento da sinalizagdo neurdnio-glia, indicando um aprimoramento da
comunicacao célula-célula no lobo frontal (uma area integrativa) (FATEMI et al., 2008).
Ainda, a AQP4 tem sido relacionada ao sistema neuroimunolégico (IKESHIMA-
KATAOKA, 2016), o que representa um achado interessante no contexto de TEA, uma
vez que o0 componente imunolégico desse disturbio estda bem estabelecido
(GOTTFRIED et al., 2015). Finalmente, estudos tém relacionado o nocaute de AQP4
tanto com redugdo no inchaco encefalico no edema citotoxico quanto com piora
significativa de edema encefalico vasogénico (PAPADOPOULOS; VERKMAN, 2007).

A mudanca de expressao regiao-dependente chama atencéo por si sO, mas
também pelo fato de a AQP4 ser um canal colocalizado com os canais Kir4.1
(STROHSCHEIN et al., 2011) nos pés astrociticos. Eventos como neuroinflamacéo
aguda contribuem para a reorganizacgao sinaptica, resultando em alteracdes de longo
prazo em relacdo a hiperexcitabilidade de todo o circuito neural (CLARKSON et al.,
2017). Além disso, uma das principais teorias acerca da fisiopatologia do TEA envolve
o desequilibrio entre o delicado balanco excitatorio-inibitério em algumas regides
especificas do SNC levando a alteracdes eletrofisiologicas. A presenca de epilepsia
ou episodios de convulsdo em aproximadamente 30% dos individuos com TEA reforca
0 carater excitatério predominante no TEA (SPENCE; SCHNEIDER, 2009). A
atividade neuronal ocorre dentro da faixa fisioldgica especifica a partir de uma
concentracdo extracelular de K* basal. O K* extracelular é critico na definicdo do
potencial de repouso da membrana de neurdnios e astrocitos e, durante uma atividade
excessiva, como em uma convulséo, seus niveis atingem um platé, o que influencia a
transmissao sinaptica e a plasticidade. Uma vez atingido esse platd, mesmo durante
a atividade elétrica continua, ndo ocorre aumento da concentracdo de K* devido ao
mecanismo de remocao desse ion da fenda sinaptica por meio da recaptacdo de K*
pela glia via canais como o Kir4.1 (OLSEN et al., 2015), o que é vital para manter a
homeostase cerebral (BELLOT-SAEZ et al.,, 2017). Provavelmente, a AQP4 é
necessaria para manter a depuracéo de K* eficiente, uma vez que alteracdes do fluxo

de dgua sdo associadas a aumento da intensidade de convulsdes epilépticas (AMIRY-
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MOGHADDAM et al., 2003) e atraso no tamponamento de K* em camundongos
nocaute para AQP4 (LU et al., 2008).

Infelizmente, por questdes de pandemia, ndo foi possivel analisar a expressao
dos canais Kir4.1 no modelo VPA. Dessa forma, o nosso Ultimo experimento
investigativo foi a avaliagdo tanto da imunomarcagdo quanto do nimero de astrécitos
GFAP*. Observamos aumento tanto da imunofluorescéncia de GFAP quanto do
namero de astrocitos GFAP* no cortex pré-frontal medial e na area somatossensorial
primaria pela exposicdo pré-natal ao VPA, o que corrobora com estudos anteriores
gue mostram ativacdo neuroglial em pacientes com TEA e modelos animais
(BRISTOT SILVESTRIN et al.,, 2013; EDMONSON; ZIATS; RENNERT, 2014,
VARGAS et al., 2005; ZHAO et al., 2019). Aqui, observamos um importante efeito
preventivo do RSV nas camadas profundas das sub-regifes do cortex pré-frontal
medial analisadas, retornando os niveis da imunofluorescéncia de GFAP para 0s
niveis do grupo controle. Com base em dados anteriores, que indicam o efeito
neuroprotetor de doses mais baixas de RSV em fatias de hipocampo (através da
melhora da captacdo de glutamato pelos astrocitos e modulacdo da plasticidade
sinptica) (BOBERMIN et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2008; QUINCOZES-SANTOS
et al., 2013; QUINCOZES-SANTOS; GOTTFRIED, 2011) e melhora no quadro de
neuroinflamacédo (uma marca registrada do TEA) em um modelo animal de TEA
(AHMAD et al., 2018c; BHANDARI; KUHAD, 2017), seria possivel que, também neste
contexto, tenhamos um efeito benéfico sobre o metabolismo e funcéo dos astrocitos,
uma vez que este tratamento é eficaz na melhoria de diversos comprometimentos
comportamentais em modelo animal de VPA (BAMBINI-JUNIOR et al.,, 2014,
FONTES-DUTRA et al., 2018; HIRSCH et al., 2018).

Apesar de alguns estudos ndo terem demonstrado alteracdes nos parametros
de astrécitos em tecidos post mortem de pessoas com TEA (LEE et al.,, 2017;
MORGAN et al., 2014), os modelos animais da Sindrome do X Fragil (distirbio com
alta sobreposicdo ao TEA) apresentam uma perturbacéo especifica na constituicao
das camadas corticais mais profundas, apresentando aumento do numero de
astrocitos (LEE et al., 2019). Essa dinAmica da desorganizacao cortical € amplamente
descrita no TEA. Um dos achados mais relevantes em pacientes com TEA é a
identificacdo de disturbios na organizacdo das minicolunas corticais (CASANOVA,

2007) e a presenca de manchas com perda de delimitacdo das camadas corticais
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(DENARDO et al., 2015; STONER et al., 2014), sendo as camadas mais profundas as
mais afetadas.

Curiosamente, o hipocampo e a regido da amigdala parecem ser mais
vulneraveis aos efeitos do RSV quando se trata de astrécitos; especulamos que talvez
a janela bioldgica de origem embrionaria dessas estruturas possa ter participacao no
resultado obtido. Os nucleos amigdalares se originam em momentos diferentes entre
os dias E10-E12 em ratos, antes da indug&o do modelo animal (em E12.5) e durante
o tratamento pré-natal com RSV (entre E6.5 a E18.5) (SOMA et al., 2009). Sobre o
hipocampo, embora sua origem embriondria seja em torno de E15 (HAYASHI et al.,
2015), os efeitos da exposicao pré-natal ao VPA parecem ser progressivos e de inicio
tardio (SANTOS-TERRA et al., 2021). Mesmo o RSV apresentando importantes
efeitos neuroprotetores, nesse caso, ele foi capaz de desempenhar um efeito per se
no hipocampo no dia pés-natal (P) P30. NOs interpretamos esse resultado como algo
positivo, considerando que o RSV talvez esteja desenvolvendo um background celular
prévio para suportar melhor o dano progressivo induzido pelo VPA, uma vez que esse
efeito progressivo se acentua na idade adulta.

Frequentemente, sdo descritas na literatura alteracdes na espessura cortical
em individuos com TEA. Poderia ser uma das hipoteses relacionadas a macrocefalia
transitoria na primeira infancia se esse dado nao fosse tdo controverso. Apesar de
estudos demonstrarem que ndo ha diferencas na espessura cortical entre individuos
com TEA e individuos com neurodesenvolvimento tipico entre 6 e 30 anos de idade
(NUNES et al., 2020), ha relatos de maior espessura cortical a partir da mesma faixa
etaria em criancas com esse transtorno, com diferencas diminuindo durante a idade
adulta e a gravidade dos sintomas relacionados ao afeto social e a comunicacéo
associada a essas anormalidades corticais (KHUNDRAKPAM et al., 2017). Ja em
adolescentes com alta funcionalidade, ha relatos de diminui¢cdo da espessura cortical
no lobo frontal inferior direito (correlacionado com maior prejuizo social), aumento da
espessura cortical no lobo temporal direito e cingulo posterior (associadas a piores
escores no dominio de comunicacao) e maiores areas de superficie cortical em varias
regides do encéfalo, incluindo o cingulo, lobos temporais e amigdala, bem como
aumento da girificacdo em regides associadas com a codificacdo de memorias visuais

e areas do componente sensoério-motor (PEREIRA et al., 2018).

176



Especula-se também que o crescimento excessivo encefélico em criangas com
TEA envolva aumento no nimero e no tamanho de neurdnios no cértex pré-frontal.
Numa avaliacdo post mortem do cértex pré-frontal de 7 individuos com TEA com
idades entre 2 e 16, constatou-se um aumento de 67% no numero de neurdnios em
comparacao com individuos neurotipicos (COURCHESNE et al., 2011). A amigdala
parece exibir o mesmo perfil de alteracdo (em amostra post mortem de individuos
entre 2-48 anos), com aumento excessivo no numero de neurdnios maduros seguido
por um declinio na idade adulta & medida que os neurdnios imaturos sédo incorporados
aos nucleos amigdalares, propondo um componente degenerativo com 0 passar do
tempo (AVINO et al., 2018). Sabe-se que a AIM regula positivamente a expressao
génica do ciclo celular e a proliferacao celular e pode causar crescimento excessivo
do encéfalo (LOMBARDO et al.,, 2018; OSKVIG et al., 2012; SMITH; ELLIOTT;
ANDERSON, 2012), podendo induzir a producdo excessiva de neurdnios (SMITH;
ELLIOTT; ANDERSON, 2012), aumentar a espessura cortical (LE BELLE et al., 2014;
SMITH; ELLIOTT; ANDERSON, 2012) e o tamanho do cérebro (LE BELLE et al.,
2014). Além disso, as alteracdes de expressao génica também envolvem processos
de migracdo neuronal (OSKVIG et al., 2012), o que pode estar por tras da
estratificacdo cortical anormal observada, com um aumento de 24% no namero de
neurdnios nas camadas corticais 2/3 (SOUMIYA; FUKUMITSU; FURUKAWA, 2011).
Curiosamente, em nossos estudos prévios, ndo encontramos alteragdes no numero
de neurdnios totais nem no numero de células n&o-neuronais em animais de 30 dias,
ao passo que foi visto apenas intensa desorganizacao laminar entre as camadas com
provavel defeito de migracéo celular na area somatossensorial primaria e regido da
amigdala (FONTES-DUTRA et al., 2018), o que nos leva a pensar que, pelo menos
em animais, 0os mecanismos adjacentes a formacdo de edema ndo passam por
aumento de celularidade (e consequentemente apoptose) e provavelmente envolvem
mecanismos menos complexos, como aumento de liquido intracraniano como
consequéncia do afrouxamento da BHE, que leva ao infiltrado inflamatério oriundo da
periferia em direcdo ao SNC.

Considerando todos os dados, levantamos a hipotese de que as deficiéncias
encefalicas induzidas pelo modelo VPA incluem um fundo de neuroinflamacgéo
desencadeado no encéfalo em desenvolvimento do embrido, o que contribui para o

aumento da permeabilidade da BHE (e, consequentemente, edema devido a entrada
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de agua e infiltrado inflamatoério). Em consequéncia, hd uma diminuigdo nos niveis de
AQP1 e AQP4 para manter a homeostase da agua no cérebro. Paralelamente, a
neuroinflamacao desencadeia o processo de excitotoxicidade, levando a um fenétipo
astrocitico reativo. O aumento da atividade astrocitica leva a um aumento da
necessidade de tamponamento de K*, que por sua vez aumenta os niveis de Kir4.1 e,
consequentemente, de AQP4 de uma maneira especifica da regido (que, por sua vez,
poderia ser o principal inicio da formacao de edema cerebral). A impressao digital
causada pelo VPA ocorre em varias regides; uma vez que a area somatossensorial
primaria € uma area de processamento primario, tanto o impacto causado pelo VPA
guanto os mecanismos de prevencao pelo RSV podem ser mais expressivos e menos
complexos do que os que ocorrem no cortex pré-frontal medial, uma regido associativa
e mais complexa. Aqui, 0 RSV preveniu com sucesso as deficiéncias em relagéo a
formacdo de edema, a permeabilidade da BHE, ao aumento de AQP4 na area
somatossensorial primaria, bem como possibilitou uma melhora funcional na
reatividade glial no cértex pré-frontal medial. Desse modo, com base em evidéncias
gue apontam para 0 RSV como um estabilizador do ambiente neural, 0 RSV também
poderia normalizar os niveis de K* e reestruturar as conexdes sinapticas na area
somatossensorial primaria considerando a colocalizacédo dos canais AQP4 e Kir4.1.
Um tema bastante recorrente nos estudos sobre TEA sdo as alteracbes
neuroimunologicas, conforme abordado no Capitulo 1l da presente tese. Sabe-se que
a AIM desencadeia diversas desordens neuropsiquiatricas, entre elas, TEA (ESTES;
MCALLISTER, 2016); complementarmente, a literatura mais recente em modelos
animais vem destacando a associacdo de processos inflamatérios maternos durante
periodos criticos do desenvolvimento embrionario com crescimento excessivo do
encéfalo e desencadeamento de comportamentos associados ao autismo na prole,
possivelmente por meio de sinalizacdo redox alterada em células-tronco e
progenitores neurais (LE BELLE et al., 2014). Nesse sentido, para compreendermos
melhor como as alteracdes imunoldgicos se apresentam dentro da fisiopatologia do
TEA, foi necesséario um extenso compilado da literatura, principalmente devido a
caréncia de informa¢des translacionais acerca do componente imunolégico em
modelos animais e em pacientes com TEA. Nesse sentido, escrevemos uma revisao
contendo ndo s6 um levantamento das principais alteracées reportadas como também

comparando quais alteragbes sdo comuns entre humanos e o modelo animal VPA
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separando por tipo de amostra bioldgica, com o objetivo de facilitar estudos
posteriores do grupo e de outros pesquisadores sobre a neuroimunologia do TEA. Foi
observado que o aumento de IL-6 e de TFN-a sdo alteragdes comuns tanto ao modelo
animal quanto a estruturas encefalicas em humanos, bem como o aumento nos niveis
de IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IFNy e TGFB1 sdo achados tanto em amostras encefalicas
guanto tecidos periféricos em humanos (representado na Figura 2 da reviséo presente
no capitulo Il). Dessa forma, postulamos que a impressdo digital causada pela
exposicao pré-natal ao VPA na prole poderia envolver mecanismos de AIM, uma vez
gue os animais do modelo animal VPA apresentam niveis aumentados de IL-1pB, IL-6
e TFN-a no hipocampo e outras regides do cérebro (DECKMANN et al., 2018), além
de niveis aumentados de TFN-a e ativagao microglial apds a exposicao pré-natal ao
VPA (ZAMBERLETTI et al., 2019).

Apesar dos muitos mecanismos ja elucidados, a fisiopatologia do TEA ainda
permanece um quebra-cabecas longe de ser solucionado. Sabe-se que algumas vias
biol6gicas estédo intimamente relacionadas ou com o provavel desencadeamento ou
com a manutencéo do transtorno. Sdo alguns exemplos as vias:

e Da NOTCH, a qual ja foi associada a regulacdo de processos inflamatérios
(PARK et al., 2015), bem como se mostrou alterada tanto em modelo VPA
(ZHANG et al., 2019) quanto em BTBR (AHMAD et al., 2021);

e Da PTEN, amplamente associada ao TEA (ABDELLI; SAMSAM; NASER,
2019; HOOSHMANDI; WONG; KHOUTORSKY, 2020; SHIN; SANTI; HUANG,
2021). Mais recentemente, a diminuicdo de seus niveis vem sendo
correlacionada com o aumento nos niveis do coativador-1 ‘alfa’ do receptor
ativado por proliferador do peroxissoma (PGC-1a) e ciclo-oxigenase (COX) IV
(e consequente disfuncdo mitocondrial) em hipocampo e coértex de
camundongos do modelo animal VPA. O provavel mecanismo € de que a
PTEN pode desfosforilar AKT para inibir sua atividade, levando a diminuicdo
da fosforilacdo da glicogénio sintase cinase 3 beta (GSK-3B, a qual fica
ativada), aumentando a fosforilacgdo de PGC-1a para promover sua
degradacéo (FENG et al., 2021);

e Da GSK-3[, a qual parece ser critica para a plasticidade sinaptica nas sinapses
glutamatérgicas na amigdala (WU et al., 2017) e esta relacionada ao

comportamento social, uma vez que seus niveis alterados encontrados na
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amigdala (WU et al., 2017) e no cOrtex cingulado anterior (HOU et al., 2021;

WANG et al., 2019) foram correlacionados com alteracbes de sociabilidade.

Além disso, a nivel molecular, a exposicdo pré-natal ao VPA aumenta a

expressdo de Wnt e ativa a via GSK-3[3/B-catenina, o que foi correlacionado

com macrocefalia e estruturas encefalicas alteradas observadas em encéfalos

de animais do modelo VPA (GO et al., 2012);

e Da Wnt, sendo essa proteina crucial na sinalizagdo de diversas outras
proteinas das cascatas, como GSK-383, B-catenina e mTOR. Quando expostos
ao VPA, os animais apresentaram ativacao da sinalizagcdo da Wnt por meio da
regulacédo positiva da B-catenina e da fosfo-GSK-3[B. Essa via, bem como a
ativacao da sinalizacao de mTOR, foram suprimidas apés um tratamento com
anti-inflamatoério (QIN; DAI; YIN, 2016). O mesmo estudo também observou
gue a exposicado ao VPA ativou a sinalizacdo de mTOR e suprimiu a autofagia
no cortex pre-frontal, hipocampo e cerebelo de ratos do modelo animal de TEA,
caracterizada por fosfo-mTOR e fosfo-S6 aumentados, diminuigéo de Beclina-
1, Atg5, Atgl0, LC3-1l e formacao de autofagossomos;

e Além de outras sinaliza¢cdes, como o caso do sistema purinérgico (conforme
abordado no Capitulo Ill da presente tese).

Sabe-se que o desenvolvimento encefalico na vida embrionaria € finamente
regulado por uma variedade de processos biolégicos; sinalizagbes como, por exemplo,
a purinérgica, desempenham um papel essencial na organizacdo tanto do
desenvolvimento embrionario e fetal quanto na organogénese de forma tempo-
dependente, controlando moléculas de sinalizacéo purinérgica, como ATP, a liberacao
de Ca?* da glia radial, expresséo diferencial de subtipos de receptores, entre outros
(FUMAGALLI et al., 2017; ULRICH; ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 2012). No caso do
TEA, ja foram identificados polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) nos genes dos
receptores de adenosina A2A (ADORA2A) (FREITAG et al., 2009) e A3 (ADORA3),
induzindo niveis aumentados de cGMP e resultando no aumento da atividade do
transportador de serotonina (CAMPBELL et al., 2013). Também foi identificado, em
tecido post mortem, enriquecimento da ontologia génica para genes de sinalizacéo
purinérgica em um grupo de genes associados ao comportamento social prejudicado
(GINSBERG et al., 2012), associacdo entre a atividade da adenilil ciclase e
concentracdo de AMP ciclico (AMPc) com tracos de TEA (TAKAHASHI et al., 2020),
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além de presenca diferencial de metabdlitos derivados do metabolismo da purina na
urina de individuos com TEA, indicando o impacto geral do metabolismo purinérgico
nesse transtorno (GEVI et al., 2016). Por fim, a expressao de fosfodiesterases (PDE)
demonstrou resultados diferenciais, estando alguns subtipos reduzidos em cerebelo e
outros aumentados em BA9, o que € importante uma vez que essas enzimas regulam
os niveis de AMPc, um segundo mensageiro na sinalizacdo purinérgica (BRAUN et
al., 2007).

Em modelos animais de TEA, a sinalizacdo purinérgica também ja se
demonstrou alterada. Em modelo de AIM, o aumento da abertura dos canais Cx43 e
Panx1 nos astrocitos do hipocampo foi associado a liberacédo de ATP e glutamato, os
quais aumentaram os niveis de Ca?*, levando a um perfil ativado em astrécitos e morte
celular em neurénios (AVENDANO et al., 2015; CHAVEZ et al., 2019). Quando ATP
exodgeno foi administrado, os animais exibiram um amplo espectro de alteragdes,
incluindo caracteristicas semelhantes as do TEA (ZOLKIPLI-CUNNINGHAM et al.,
2021). Na cepa de camundongos BTBR, um modelo genético de TEA, observou-se
diminuicdo da funcdo do receptor A2A (SQUILLACE et al., 2014). Outro modelo
genético de TEA, por delecédo de um regulador de PDE4, induziu déficits de memoaria
espacial e niveis reduzidos de AMPc no hipocampo (ZAMARBIDE et al., 2019). Por
fim, no modelo VPA, foi observada aumento da hidrélise de AMP, da expressao de
RNAmM de A2R1 e do catabolismo de ATP/ADP no encéfalo de peixe-zebra
(ZIMMERMANN et al., 2017), enquanto que em roedores foi observado aumento da
razdo AMP/ATP no mesencéfalo e reducdo da mesma no coértex — induzindo um
desequilibrio de sinalizacéo purinérgica (HEGAZY; ALI; ELGOLY, 2015) —, bem como
aumento da expressao dos receptores P2X4 e P2Y2 em hipocampo e P2X4 no cortex
pré-frontal medial (HIRSCH et al., 2020).

Ainda sobre a influéncia da sinalizacdo purinérgica em mecanismos
subjacentes a fisiopatologia do TEA, quando ha liberacdo de ATP extracelular de
origem mitocondrial, ocorre uma sinalizacao indicando dano liberada pelas células sob
estresse, uma vez que esse ATP pode desencadear processos inflamatérios (CHAN;
GOLD; VON AHSEN, 2011; FAAS; SAEZ; DE VOS, 2017) e induzir reacbes
autoimunes (THEOHARIDES; ASADI; PATEL, 2013; ZHANG et al., 2012), o que é
bem caracteristico do TEA. De forma complementar, criangcas com TEA apresentam

niveis elevados de DNA mitocondrial circulante (PICARD et al., 2014); dessa forma, o
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metabolismo energético mitocondrial comprometido (presente no TEA) tem sido
proposto como um dos fatores desencadeadores desse transtorno (PASTURAL et al.,
2009; PATOWARY et al., 2017). Além disso, os receptores purinérgicos do tipo P2X7
regulados por ATP estdo emergindo como importantes reguladores da
neuroinflamacédo e como novos alvos terapéuticos (DI VIRGILIO, 2015). Como os
P2X7 possuem baixa afinidade por ATP, sdo considerados importantes sensores de
danos e inflamacéo teciduais — condi¢cdes nas quais os niveis de ATP extracelular
aumentam consideravelmente — e sua ativacao desencadeia respostas imunoldgicas
gue medeiam a maturacao e a secrecao de interleucinas, como a IL-13 (DENLINGER
et al., 2001; SURPRENANT et al., 1996).

Em um estudo in vitro a partir da cocultura de astrocitos e células endoteliais
(simulando as condi¢cdes da BHE) foi observado que a ativacdo do receptor P2X7 por
ATP induziu a liberacdo de IL-1B, a qual aumentou a atividade da metaloproteinase
de matriz 9 (MMP-9) que por sua vez promoveu a ruptura da BHE pela degradacao
das proteinas de juncéo oclusiva ZO-1 e ocludina (YANG et al., 2016). A MMP-9 é
uma enzima com atividade proteolitica zinco-dependente com habilidade em degradar
o colageno do tipo IV que compde a lamina basal cujos niveis aumentados ja foram
correlacionados com distuarbios do neurodesenvolvimento, incluindo TEA
(REINHARD; RAZAK; ETHELL, 2015).

O receptor P2X7 parece estar intimamente relacionado com a funcionalidade
da BHE. Substancias como o 3,4-metilenodioximetamfetamina (ecstasy) séo capazes
de alterar a permeabilidade da BHE por meio do receptor P2X7, que por sua vez leva
ao aumento da atividade de MMP-9 e MMP-3 e degradacdao da matriz extracelular
(RUBIO-ARAIZ et al., 2014). Também foi relatado que a supressao do receptor P2X7
foi capaz de preservar a integridade da BHE ap6s hemorragia intracerebral por meio
da inibicdo da ativacdo do membro da familia Ras homologo A (RhoA, do inglés Ras
homolog family member A) (ZHAO et al., 2016). Além disso, o0 receptor P2X7
localizado nos pericitos (co-expresso com PDGFBR, um marcador de pericitos)
contribuiu para os mecanismos patolégicos subjacentes a encefalomielite autoimune
experimental em microvasos encefalicos influenciando a integridade da BHE por meio
da diminuicéo da expressao de claudina-5 (GRYGOROWICZ; DABROWSKA-BOUTA,;
STRUZYNSKA, 2018).
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Interessantemente, parece que 0s receptores purinérgicos Sao necessarios
para o desencadeamento do fendtipo do tipo autista, uma vez que tanto a prole
originada de méaes heterozigotas ou nocaute para P2X7 quanto fémeas tratadas com
um antagonista P2X7 especifico ndo apresentaram quaisquer caracteristicas
associadas ao TEA, enquanto os tipos selvagens (wild-type) oriundos do modelo de
AIM apresentaram alteracdes como déficits de sociabilidade, estereotipias, aumento
do conteudo encefalico de IL-6, CXCL1 e TNF-a, malformacgao de sinapse, interrupcao
da laminac&o cortical, entre outros (HORVATH et al., 2019). Tomadas em conjunto,
essas evidéncias demonstram o envolvimento da desregulagéo purinérgica tanto no
desencadeamento quanto na manutengao do TEA.

Ao longo dos anos, diversas estratégias terapéuticas tém sido propostas como
ferramentas de estudo com o intuito de estudar os provaveis mecanismos envolvidos
na fisiopatologia do TEA. No cenario nutracéutico, os polifendis tém recebido grande
atencdo da comunidade cientifica devido ao seu potencial farmacolégico;
especialmente o RSV tem emergido como potencial estratégia devido as suas
excelentes propriedades terapéuticas antioxidante e anti-inflamatéria (VANG et al.,
2011), agindo como neuroprotetor provavelmente contrapondo os efeitos pro-
oxidantes e proé-inflamatérios do VPA. Juntamente a isso, € capaz de atenuar
disfuncdes de BHE e reverter o acumulo encefalico de agua em modelo animal de
isquemia por meio da regulacdo da MMP-9 (WEI et al., 2015). Outros mecanismos
pelos quais 0 RSV provavelmente age como antioxidante e anti-inflamatorio ja foram
propostos, como a via do acido araquidénico (LI et al., 2018), fator nuclear kappa B
(NF-kb) (FENG et al., 2016), proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) (YE;
MENG, 2021) e proteina ativadora-1 (AP-1) (THIEL; ROSSLER, 2014). Além disso,
previne o dano oxidativo celular por meio da via do fator nuclear 2 relacionado ao
eritroide-2 (Nrf2, do inglés, nuclear factor erythroid 2—related factor 2) (GAO et al.,
2018; YANG et al., 2018), bem como tem acédo na via SIRT1/AMPK e Nrf2 (MENG et
al., 2016).

Por ser um nutracéutico com amplos efeitos benéficos jA& demonstrados,
recentemente propusemos um estudo-piloto (MARCHEZAN et al., manuscrito
submetido, Anexo 3 da presente tese) para avaliacdo da eficacia e seguranca da
suplementacao de 200 mg de RSV por dia em criancas diagnosticadas com TEA de

acordo com o DSM-V e recrutadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
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Cinco meninos com idades entre 10 e 13 anos compuseram 0 n amostral apoés
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pais/responsaveis
(FIPE-HCPA 170132/ CAAE 65862917100005327/ ReBEC numero 6356). Os
individuos receberam 200 mg de RSV diariamente durante 90 dias e foram avaliados
antes, 45 dias e 90 dias apoés o inicio do tratamento. Foram aplicadas as escalas CGI
(Impressédo Clinica Global, do inglés Clinical Global Impression) e ABC (Lista de
Verificacdo de Comportamento Aberrante, do inglés Aberrant Behavior Checkilist).
Além disso, também foi realizada a coleta de sangue periférico para avaliacdo de um
perfil de microRNAs em células mononucleares do sangue periférico.

Nesse estudo, fomos os primeiros a mostrar que o tratamento de 90 dias com
RSV foi capaz de melhorar substancialmente a pontuacdo de 3 dos 5 individuos na
escala CGl. Ja na escala ABC, houve uma diminui¢&o significativa na pontuagéo total
apos o tratamento com RSV, sendo a subescala de irritabilidade a com maior
diminuicdo significativa. A irritabilidade pode se manifestar de diversas formas,
incluindo agressao, comportamento autolesivo e raiva, o que leva a dificuldades na
interacdo social desses individuos. Curiosamente, todos 0s pacientes apresentaram
um aumento estatisticamente significativo na expressao relativa do miR-195-5p apés
90 dias de tratamento com RSV, o qual é envolvido em rotas relacionadas ao sistema
imunoldgico, transducado de sinal, expressao génica (transcri¢cao), ciclo celular, morte
celular programada, transporte de pequenas moléculas, doencas e respostas
celulares a estimulos externos. Assim, um tratamento seguro, eficaz e sem efeitos
colaterais capaz de modular o comportamento de irritabilidade (e, consequentemente,
sociabilidade) poderia, sem duavida, contribuir para uma melhora geral na
funcionalidade desses individuos.

Cabe ressaltar que ainda existem muitos questionamentos em relacdo a
utilizacao de suplementos a base de antioxidantes na dieta, principalmente em relacéo
a suplementacdo em gestantes. No nosso modelo animal investigativo, o tratamento
com RSV em ratas prenhes configura uma ferramenta de estudo, ndo sendo proposta
de fato uma translacionalidade para suplementacdo em gestantes. Se em modelos
animais essa administracao se mostra segura e eficaz, em humanos poderia se supor
o mesmo. No entanto, as gestantes sao consideradas “cientificamente complexas” de
serem incluidas em estudos, refletindo uma combinacdo de complexidade fisiol6gica
e ética (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND GYNECOLOGISTS,
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2015). As guestbes éticas envolvem a necessidade de equilibrar os interesses da
gestante e do bebé em desenvolvimento, o que, em geral, esta alinhado entre si, pois
a saude de um reflete a saude de outro; no entanto, os interesses cientificos podem
divergir, especialmente quando a pesquisa que ndo estd focada em questdes da
gestacdo, parto ou saude fetal (AMERICAN COLLEGE OF OBSTETRICIANS AND
GYNECOLOGISTS, 2015). Devido a preocupacfes éticas sobre a exposicdo de
mulheres gravidas e fetos aos riscos de pesquisas cientificas, a gestacdo é
considerada um motivo para exclusdo de estudos de pesquisa, mesmo quando 0s
riscos sdo insignificantes e o estudo aborda questbes relevantes para a saude
materna ou fetal (LYERLY; FADEN, 2013).

Nos ultimos anos, diversos estudos descrevem o0s potenciais beneficios a
saude da dieta com polifendis, descrevendo principalmente suas propriedades
antioxidantes (SPENCER et al., 2008). Embora haja um amplo debate sobre as doses
eficazes de protecao, a ingestao de polifendis tem sido associada a reducao do risco
de varias doencas cronicas (DEL BO et al., 2019). Realizamos um levantamento
acerca dos beneficios da utilizacdo de polifendis durante a gestacdo e observamos
gue o RSV apresentou um efeito benéfico em diversos contextos devido ao seu efeito
antioxidante (Anexo 4). Embora os mecanismos envolvidos na protecéo fornecida pelo
tratamento com RSV nao sejam conhecidos, os dados em conjunto destacam o suco
de uva, o extrato de Vitis vinifera (videira), o extrato de uva e o proprio RSV isolado
COmo novas estratégias terapéuticas promissoras.

Os dados apresentados no estudo clinico (Anexo 3) e no levantamento (Anexo
4) demonstram que o tratamento com RSV teve elevada tolerabilidade, sem efeitos
colaterais, capaz de modular tanto alteracdes comportamentais quanto moleculares,
além de ter se mostrado relevante no contexto gestacional. Assim, essa molécula
desponta como uma potencial estratégia terapéutica, tanto como monoterapia quanto
como adjuvante a um baixo custo, reforcando o seu carater translacional protetor.

Tomados em conjunto, os dados apresentados no presente trabalho
evidenciam a possivel contribui¢cdo da disfuncdo da BHE no maior contetudo de agua
observado no grupo VPA (os quais, em conjunto, podem possuir um background
neuroinflamatorio envolvido), bem como um perfil diferenciado tanto das AQP 1 e 4
guanto de astrocitos. Também mostramos que o RSV foi capaz de prevenir diversas

bY

alteracbes nesse contexto, possivelmente devido a sua acdo anti-inflamatoria,
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antioxidante e neuroprotetora. Demonstramos, por meio de uma revisao da literatura,
a translacionalidade do modelo animal VPA e de humanos com TEA na questéo
neuroimunoldgica, bem como evidenciamos, através de um capitulo de livro, o papel
do sistema purinérgico na fisiopatologia do TEA. Conforme trabalho clinico em anexo,
também demonstramos a eficdcia e seguranca da suplementacdo de RSV em
pacientes pediatricos com TEA, sendo pioneiros nesse tipo de abordagem. Por fim,
ressaltamos que, apesar dos iniumeros efeitos benéficos do uso de polifendis, deve-
se ter cautela na utilizacao principalmente em momentos cruciais como a gestacao.
Dessa forma, a investigagdo de mecanismos envolvidos nas alteracoes
neuroimunoldgicas (tanto em idades pés-natais quanto embrionarias), bem como a
utilizacdo do RSV como ferramenta de estudo de vias bioldgicas envolvidas séo

estratégias promissoras para a continuacao desse trabalho.
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4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

No presente trabalho, investigamos, em modelo animal, possiveis mecanismos
subjacentes a macrocefalia presente em uma parcela de criangcas com TEA. Além
disso, avaliamos o efeito preventivo do RSV em todos os parametros analisados.

Observamos que a exposicdo pré-natal ao VPA levou a maior contetdo
encefalico de 4gua livre (andlogo a edema), prejudicou o crescimento corporal dos
animais e promoveu maior permeabilidade de BHE ao corante azul de Evans. Além
disso, também diminuiu o imunoconteddo e a imunomarcagdo da AQP1 em
praticamente todas as regides encefalicas analisadas (plexo coroide, regido da
amigdala, area somatossensorial e cortex pré-frontal medial) ao passo que levou a um
perfil diferencial de AQP4 regido-dependente: diminuido no cortex pré-frontal medial
e aumentado na area somatossensorial primaria. Finalmente, observamos um
aumento no nimero de astrécitos bem como na imunomarcacao da GFAP novamente
no cortex pré-frontal medial e na area somatossensorial primaria nos animais expostos
ao VPA. Em conjunto, os dados demonstram um importante efeito preventivo da
administracao pré-natal do RSV ao promover uma melhora funcional significativa.

Além disso, propusemos investigacdes translacionais sobre as bases
neuroimunologicas envolvidas no TEA — reforcando ainda mais as validades do
modelo VPA e possibilitando a ampliacdo de estudos nesse sentido —, bem como
sobre contribuicdo das alteracbes no metabolismo das purinas na fisiopatologia do
TEA, destacando o sistema purinérgico como um alvo promissor de estudos na busca
por estratégias terapéuticas no TEA.

Portanto, podemos reforcar o papel protetor do RSV tanto nas disfuncdes da
BHE em modelo de TEA quanto nos possiveis mecanismos subjacentes a
macrocefalia devido a prevencédo observada ndo s6 na manutencao da integridade da
BHE, mas também nas alteracdes na dinamica do contetdo de agua, no perfil de
aquaporinas e de expressdo de GFAP e astrocitos. Além disso, propusemos
investigacOes translacionais sobre as bases neuroimunolégicas envolvidas no TEA,
bem como sobre alterac6es na sinalizacdo purinérgica envolvidas nesse transtorno,
levantando algumas hipGteses sobre possiveis mecanismos envolvidos na

fisiopatologia do TEA.
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5. PERSPECTIVAS

Devido a pandemia, 0s experimentos previstos para compor a presente tese
precisaram ser interrompidos e adiados. Assim, as principais perspectivas envolvem
a complementacéo dos experimentos previstos, bem como novos experimentos para
responder as perguntas que surgiram durante a analise dos dados obtidos.

Uma vez que a exposicdo pré-natal ao VPA modula o balanco
neuroimunoldgico, altera o comportamento e causa alteragbes morfofuncionais,
aumentando a permeabilidade das barreiras neurais, cogitamos um envolvimento da
placenta no desencadeamento de tais alteragGes. Seria importante determinar se o
tratamento pré-natal com RSV poderia modular células do sistema imunolégico, tanto
a nivel circulatério quanto tecidual (encefalico) e se esse efeito benéfico ja poderia ser
visualizado a nivel embrionario.

Considerando os resultados gerados, destacando as alteragdes imunologicas
e purinérgicas como alvos em potencial para estudos sobre 0s mecanismos
envolvidos na inducéo do fendtipo do tipo autista pelo VPA, bem como na prevencao
conferida pelo RSV, surgem as seguintes perspectivas:

e Placenta (remocé&o no dia gestacional 19):

o Analisar por imunofluorescéncia a quimiocina CCL2 e a infiltracdo de
células sanguineas, incluindo leucdcito, linfocito T, macrofago,
mastaocito, linfécito B (por meio de marcadores CD45, CD3, CD13,
carboxipeptidase A (CPA), CD19, respectivamente);

o Avaliar expressao génica e proteica de IL-6 e seu receptor (IL-6R).

e Encéfalo de embriées no dia 19 (E19):

o Analisar possiveis alterag6es na microglia (pela marcacéo por CD11b);

o Analisar infiltrado de células sanguineas, incluindo leucadcito, linfocito T,
macréfago, mastocito, linfécito B (por meio dos marcadores CD45, CD3,
CD13, CPA, CD19, respectivamente) e de quimiocina CCL2;

o Analisar a expressao génica e proteica de IL-6 e IL-6R;

o Analisar parametros de barreira hematoencefélica (BHE), incluindo
marcacao de pericitos, endotélio, astrocitos e AQP4;

o Analisar AQP1 e AQP4 no epéndima do terceiro ventriculo e no plexo
coroide.

e Animais adultos (amostras ja obtidas):
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Analisar a expressdo do canal Kir4.1 no modelo VPA e 0s possiveis
efeitos do RSV;

Buscar na literatura e analisar proteinas com provavel envolvimento
tanto nas disfungdes nas barreiras neurais quanto na protecao
promovida pela RSV, como a MMP-9;

Realizar experimentos para andlise do metabolismo astrocitico no
modelo VPA e o possivel efeito protetor do RSV,

Realizar o Método de Cavalieri em cortes histolégicos a fim de
determinar se no modelo animal também ha alteracdo do volume
encefalico, além de analisar a espessura cortical em diferentes regides
encefalicas, bem como o possivel efeito protetor do RSV;

Analisar o perfil de citocinas pro-inflamatorias tanto circulantes quanto
em tecido encefalico e o possivel efeito protetor do RSV;

Analisar a presenca de infiltrado inflamatério no tecido encefélico e o
possivel efeito protetor do RSV.
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ANEXOS
ANEXO 1 - Carta de aprovacio da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA ﬁL tuA
@)Y ——UFRGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissido De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissao De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Nimero: 36229

Titulo:  AVALIAGAO MOLECULAR DE MARCADORES DE CELULAS DO SISTEMA IMUNOLOGICO NO
SISTEMA NERVOSO CENTRAL E ALTERACOES NA PERMEABILIDADE DE BARREIRAS
NEURAIS EM MODELO ANIMAL DE AUTISMO

Vigéncia: 01/12/2018 a 01/03/2022

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

CARMEM JURACY SILVEIRA GOTTFRIED - coordenador desde 01/12/2018
MELLANIE FONTES DUTRA DA SILVA - Aluno de Doutorado desde 01/12/2018
IOHANNA DECKMANN - Alunc de Doutorado desde 01/12/2018

JULIO SANTOS TERRA MACHADO - Aluno de Doutorado desde 01/12/2018
Gustavo Brum Schwingel - Aluno de Doutorado desde 01/12/2018

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo, em reuniao realizada em
11/02/2019 - Plenarinho - Andar Térreo do Prédio da Reitoria - Campus Centro da UFRGS-
Bairro Farroupilha - Porto Alegre- RS, em seus aspectos éticos e metodolégicos, para a
utilizagdo de um total de 261 ratos Wistar, sendo 65 machos (com aproximadamente 80 dias)
e 196 fémeas (com aproximadamente 80 dias), oriundos do Centro de Reprodugao e
Experimentacgao de Animais de Laboratorio (CREAL/UFRGS), de acordo com os preceitos
das Diretrizes e Normas Nacionalis 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 Experimenta¢do Animal (CONCEA), que disciplinam a
produgao, manutencgao e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Quinta-Feira, 21 de Fevereiro de 2019 2 !

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comissao de ética
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ANEXO 2 — Parecer de projeto de doutorado encaminhado para avaliagcédo pelo
Programa de P4ds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas: Bioquimica

PPG-Ciéncias _
Bioléaicas UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE D_O SUL
Rt INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
Bioquimica

Parecer de Projeto de Doutorado

O projeto da aluna lohanna Deckmann, intitulado: “Avaliagio molecular de
marcadores de células do sistema imunolégico no sistema nervoso central e alteragoes
na permeabilidade de barreiras neurais em modelo animal de autismo.”, orientado pela
Profa. Dra. Carmem Juracy Silveira Gottfried, encaminhado para avaliagdo pelo PPG -
Bioquimica teve a seguinte analise ¢ parecer:

ANALISE DO PROJETO

1. Mérito cientifico
Relevante
D Sugestoes de alteragdes:
2. Fundamentagio

Adequada

D Sugestdes de alteragdes: Revisar erros de digitagdo, presentes ao longo de todo o

texto.
3. Objetivos
Bem definidos
D Sugestdes de alteragdes:
4. Metodologia
Adcéuada
D Sugestdes de alteragdes:
5. Calculo do nimero amostral

Realizado: porém explicar o que sera feito com as fémeas das ninhadas ¢ os

machos genitores.
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Nao aplicavel

[:l Nao realizado:

6. Consideragoes Eticas

Sugestoes de alteragoes:
Descarte dos Residuos Quimicos e Biologicos
Descritos

Naio aplicavel

Sugestdes de alteragdes:

]

8. Cronograma de Execugao

Apresentado
I:I Nao apresentado

9. Referéncias Bibliograficas

Pertinentes

I:l Sugestdes de alteragdes: referéncia para a dose de resveratrol administrada.

PARECER FINAL:

Porto Alegre, ﬁ de V04 de pC”O Zﬁ

Atenciosamente,
2 ' Lo
}/g g 7 g § ugi)
b eyl o o oy A
Bioguimica-ICBS/UFRGS A5S- ; A 0O w6 b(a?\/],M’(q

CPF. 96805510 -4 9
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ANEXO 3 - Primeira autoria compartilhada em manuscrito submetido

“‘Resveratrol treatment of autism spectrum disorders — a pilot study”
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ANEXO 4 - Levantamento acerca da suplementacdo com RSV no contexto
gestacional
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