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ALTERACOES DE PERMEABILIDADE ENCEFALICA E NO PERFIL DE
AQUAPORINAS NO MODELO ANIMAL DE AUTISMO INDUZIDO POR
EXPOSICAO PRE-NATAL AO ACIDO VALPROICO
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INTRODUCAO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem no neurodesenvolvimento
caracterizado por (1) prejuizos na comunicacao e interacao social, e (2)
comportamentos repetitivos e estereotipados!t. Dentre as alteracdes clinicas
encontradas em pacientes com TEA, observa-se o aumento do volume encefalico nos
primeiros anos de vidal?l. Embora a etiologia do TEA permaneca desconhecida,
evidéncias apontam para uma interacao entre fatores genéticos e ambientais; dentre
esses, destaca-se a exposicao pré-natal ao acido valproico (VPA).

OBJETIVOS

Avaliar a permeabilidade de barreiras encefalicas e a expressao e a localizacao das
aquaporinas (AQP) 1, 4 e 9 em diferentes regides encefalicas no modelo animal de
autismo induzido por exposicao pré-natal ao VPA.

METODOLOGIA

Ratas Wistar prenhes (CEUA-HCPA 130047) receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.) de
600 mg/kg de VPA ou de solucdo salina 0,9% no dia embriondrio 12,5371, Filhotes machos de
30 dias foram eutanasiados e foram feitas as analises A, B e C.

A) Permeabilidade encefalica ao corante azul de Evans: os animais foram injetados via i.p.
com uma solucdo de azul de Evans 2% e, apds 2h, anestesiados e perfundidos (via
transcardiaca) para remocdao do encéfalo e cortes histoldgicos para visualizacdo em
microscopio de fluorescéncia (n=4). B) Imunofluorescéncia: os animais foram anestesiados e
perfundidos (via transcardiaca) para a analise de AQP1 e AQP4 (n=3-5) no plexo coroide (PC),
na regido da amigdala (RAm) e na area somatossensorial primaria (ASSp)Pl. C) Western
Blotting: apos sobredose anestésica seguida por decapitacao, a RAm e a ASSp foram
dissecadas para a andlise do imunoconteido de AQP1, AQP4 e AQP9 (n=4)!"1,

RESULTADOS

A) Permeabilidade encefalica ao azul de Evans B) Imunofluorescéncia

O grupo VPA mostrou aumento na permeabilidade no
PC (p=0,0295) e na ASSp (camadas lI-lll, p= 0,0014, e
camadas V-V, p=0,0108). Houve tendéncia de aumento
na RAm no grupo VPA (p= 0,0684).

Houve um decréscimo de AQP1 no PC (p= 0,0317) e um
aumento de AQP4 nas camadas Il-Ill da ASSp (p=0,0433)
no grupo VPA. N3ao houve diferenca na expressao de
AQP4 no PC, na Ram e nas camadas IV/V da ASSp.

C) Western Blotting

Houve reducdao do imunoconteudo de AQP1 (p= 0,0038) e
aumento de AQP4 (p= 0,0193) na ASSp no grupo VPA. Ja na
Ram, houve diminuicdo do imunoconteudo de AQP9 no
grupo VPA (p=0,0015).
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regioes encefalicas. Imagens representativas da marcacao
imunofluorescente de (A) AQP1 em plexo coroide (PC) e de (B) AQP4
em darea somatossensorial (ASSp - camadas Il/lll). (C-D) Quantificacdo
da marcacao imunofluorescente de AQP1 e AQP4, respectivamente.
Barra de escala: 40 um. Os valores sao mostrados como média * erro
padrdo. Andlise estatistica: teste t de Student. N = 4-5. *p<0,05.

Figura 1. Permeabilidade da barreira hematoencefalica ao corante
azul de Evans. A. Imagens representativas de plexo coroide (PC), regiao
da amigdala (RAm), drea somatossensorial (ASSp) — camadas Il-Il e
camadas IV-V. Barra de escala: 100 pm. B. Quantificacdo da
fluorescéncia (Imagel). N = 4. Teste t de Student *p<0,05.

Figura 3. imunocontetdo de aquaporinas (AQP) 1, 4 e 9 em diferentes regioes
encefalicas. Imagens representativas de immunoblotting para AQP 1, 4 e 9 e
analises quantitativas s3o mostradas respectivamente para (A) drea
somatossensorial (ASSp) e (B) Regido da amigdala (Ram). Os valores sao
mostrados como média * erro padrao. Analise estatistica: teste t de Student. N
= 4. *p<0,05.
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Ainda nao se conhece o mecanismo pelo qual o edema e o maior volume encefalico sao
formados em pacientes com TEA; dessa forma, surgem as AQP com possivel papel mediador
dessa alteracdao. Concluimos que a exposicao pré-natal ao VPA altera tanto o perfil de AQP
quanto a permeabilidade encefalica, observada pelo aumento da fluorescéncia tecidual do
corante azul de Evans. Estes dados sao importantes para compreender os mecanismos
envolvidos na fisiopatologia do TEA, permitindo tracar paralelos com alteracoes
comportamentais que caracterizam este transtorno, evidenciando possiveis alvos terapéuticos.



