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Resumo 

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é uma desordem do neurodesenvolvimento 
caracterizada, segundo o DSM-V, por uma díade comportamental: déficits de 
comunicação e interação social além de comportamentos repetitivos ou 
estereotipados. Uma observação de extrema importância na clínica é a de maior 
volume encefálico nos primeiros anos de vida do paciente com TEA, sendo esse 
aumento revertido ao longo da vida, tendo normalizado já no início da adolescência. 
Porém, durante o desenvolvimento é frequente uma maior permeabilidade de 
barreiras neurais. Apesar da etiologia do autismo ser desconhecida, tanto fatores 
genéticos quanto ambientais já foram associados à desordem, incluindo a utilização 
de ácido valproico (VPA) durante a gestação. Por isso, nosso grupo tem utilizado um  
modelo animal de autismo induzido pela exposição pré-natal ao VPA. Por meio 
desse modelo, demonstramos que o tratamento pré-natal com resveratrol (RSV) foi 
capaz de prevenir comportamentos do tipo autista na prole do grupo VPA. O objetivo 
do presente trabalho foi avaliar a permeabilidade de barreiras encefálicas e a 
expressão e localização de aquaporina (AQP) 1, 4 e 9 em diferentes regiões do 
Sistema Nervoso Central (SNC) em modelo animal de autismo induzido por 
exposição pré-natal ao VPA. A obtenção dos animais passou por um processo inicial 
de acasalamentos, onde a confirmação da fecundação foi através da identificação de 
espermatozoides no líquido vaginal na manhã posterior ao pareamento. O modelo 
animal foi obtido através de uma única injeção intraperitoneal de VPA (600mg/kg) no 
E12,5 nas fêmeas prenhes. O tratamento com RSV (3,6 mg/Kg) ocorreu dos dias 
E6,5 ao E18,5 via subcutânea. Para a obtenção do material biológico dos filhotes 
machos com 30 dias, diferentes procedimentos foram realizados, de acordo com 
cada técnica, mediante preceitos éticos de experimentação animal para obtenção do 
tecido a fresco e para fixação com paraformaldeído 4%. No ensaio de 
permeabilidade de barreira, os animais do grupo VPA apresentaram maior entrada 
do corante azul de Evans nas regiões do plexo coroide e na área somatossensorial. 
Na análise da expressão proteica por western blotting, o grupo VPA apresentou 
diminuição de AQP1 e aumento de AQP4 na área somatossensorial e diminuição da 
AQP9 na região da amígdala, sendo só o aumento de AQP4 prevenido pelo 
tratamento com RSV. Com a técnica de imunofluorescência, observou-se diminuição 
somente na marcação da AQP1 no plexo coroide, juntamente com alteração 
morfológica dessa estrutura em ambos os grupos que receberam VPA. Esses 
resultados de maior permeabilidade e de alteração em AQP corroboram com os 
dados clínicos de edema e de maior volume encefálico descritos na literatura. Os 
mecanismos envolvendo esse perfil de expressão alterado no contexto do TEA ainda 
permanecem desconhecidos. Podemos concluir com o presente trabalho que os 
animais do grupo VPA possuem maior marcação do corante azul de Evans e 
alteração na expressão proteica de AQP em diferentes regiões do SNC, indicando 
possíveis alterações na permeabilidade encefálica no modelo animal de autismo. 
 
Palavras-chave: TEA, barreira hematoencefálica, aquaporina, permeabilidade 
encefálica, ácido valproico, resveratrol. 



Abstract 

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by 
a behavioral dyad: communication and social interaction deficits, as repetitive or 
stereotyped behaviors. A clinical observation of extreme importance is the greater 
encephalic volume early in life of ASD patients, being this reverted throughout and 
normalized in the beginning of the adolescence. However, during development a 
greater permeability of neural barriers is frequent. Although the etiology of autism is 
unknown, both genetic and environmental factors have been associated with the 
disorder, including use of valproic acid (VPA) during gestation. Therefore, our group 
has used an animal model of autism induced by prenatal exposure to VPA. By this 
model, we demonstrated that prenatal treatment with resveratrol (RSV) was able to 
prevent autistic behaviors in offspring of VPA animals. The aim of the present study 
was to evaluate the permeability of brain barriers and the expression and location of 
aquaporin (AQP) 1, 4 and 9 in different regions of the Central Nervous System (CNS) 
in animal model of autism induced by prenatal exposure to VPA. Animals were mated 
overnight and the fertilization was confirmed by the identification of spermatozoa in 
the vaginal fluid in the next morning after the pairing. The animal model of autism 
was induced by a single intraperitoneal injection of VPA (600mg/kg) at E12.5 in 
pregnant females. Treatment with RSV (3.6 mg/kg) occurred from days E6.5 to E18.5 
subcutaneously. In order to obtain the biological samples of 30-day-old male 
offspring, different procedures were performed according to each technique, using 
ethical precepts of animal experimentation to obtain fresh tissue and for fixation with 
4% paraformaldehyde. In the barrier permeability assay, animals of the VPA group 
showed increased Evans blue dye labeling in choroid plexus and somatosensory 
area. In the Western blotting protein expression analyses, the VPA group showed 
decreased AQP1 and increased AQP4 in somatosensory area and decreased AQP9 
in amygdala region, but the RSV treatment was able to prevent only the increase in 
AQP4 levels. According immunofluorescence assay, only the AQP1 labeling was 
observed in choroid plexus, together with morphological alteration of this structure in 
VPA-exposed animals. These results of increased permeability and alteration in 
aquaporins levels corroborate the clinical data of edema and of larger encephalic 
volume described in the literature. However, mechanisms involving this altered 
expression profile in the context of ASD remain unknown. We conclude with the 
present work that the animals of the VPA group presented an increased Evans blue 
dye labeling and alteration in protein expression of aquaporins in different regions of 
the CNS, indicating possible alterations in brain permeability in animal model of 
autism. 
 
Key words: ASD, blood-brain barrier, aquaporin, brain permeability, valproic acid, 
resveratrol. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Transtorno do Espectro Autista (TEA) 

O autismo foi descrito primeiramente por Leo Kanner  na década de 40 e 

caracterizado como “um distúrbio complexo definido por parâmetros 

comportamentais” (Leo Kanner, 1943). Atualmente, o Transtorno do Espectro Autista 

(TEA) se enquadra entre os Transtornos do Neurodesenvolvimento, os quais 

manifestam-se tipicamente durante a primeira infância resultando em alterações nas 

habilidades sociais, acadêmicas, pessoais e ocupacionais (DSM-5, 2013). 

O TEA agrupa quatro transtornos anteriormente separados em uma única 

condição: o autismo clássico, a síndrome de Asperger, o transtorno desintegrativo da 

infância e os transtornos invasivos do desenvolvimento não especificados (DSM-5, 

2013). Outra mudança significativa descrita na quinta edição do Manual Estatístico e 

Diagnóstico dos Transtornos Mentais (DSM-5) é que a caracterização do espectro, 

anteriormente dividida em três áreas (prejuízo na sociabilidade, na comunicação e 

presença de estereotipias e comportamentos repetitivos), passa a ser agrupada em 

dois domínios comportamentais:  

a) Prejuízo na comunicação e interação social em múltiplos contextos, 

incluindo déficits em reciprocidade social, comunicação não-verbal utilizada para 

interação social e em habilidades para iniciar, manter e entender relacionamentos; 

b) Comportamentos repetitivos, atividades e interesses restritos e 

estereotipados.  

Além desses sintomas centrais, diversos outros sintomas e comorbidades 

associados são frequentes em indivíduos com TEA, como prejuízo intelectual 

(Bauman, 2010; Mefford et al., 2012), impulsividade, déficit de 

atenção/hiperatividade, transtornos de ansiedade, problemas de conduta, 

depressão, e do sono, e epilepsia (Geschwind, 2009; Klintwall et al., 2011; Silver & 

Rapin, 2012).  

 Além disso, problemas gastrointestinais, distúrbios hormonais e metabólicos 

podem estar presentes (Bauman, 2010). Alterações sensoriais também são 

frequentemente encontradas em pacientes com TEA, podendo haver hipo ou hiper-
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responsividade a estímulos sonoros, luminosos e táteis (Grandin, 2009; Kern et al., 

2007; Klintwall et al., 2011).  

Segundo o último levantamento epidemiológico realizado no Estados Unidos 

em 2012 e publicado em 2014, a prevalência atual do TEA é de 1:68 (D. L. 

Christensen et al., 2016). Essa alta prevalência acarreta diversos investimentos 

públicos em saúde, com elevado custo econômico e social. Assim, o TEA vem 

atraído a atenção pública nos últimos anos. 

1.2. Desencadeamento de TEA 

Apesar de haver um padrão restrito para o diagnóstico, o TEA é uma 

desordem altamente complexa e heterogênea. O transtorno pode estar presente em 

indivíduos com manifestações distintas, de forma que dois indivíduos dificilmente 

compartilham o mesmo conjunto de sintomas (Gadia, Tuchman, & Rotta, 2004; 

Rapin & Tuchman, 2008). Apesar dos avanços na compreensão do TEA, seu 

diagnóstico é baseado em escalas comportamentais e relatos familiares e, como 

consequência, geralmente ocorre após dois ou três anos de idade, a medida que os 

prejuízos sociais gradualmente se tornam mais evidentes (Dover & Le Couteur, 

2007). Embora escalas e entrevistas padronizadas auxiliem na caracterização, não 

há nenhum marcador clínico ou exame que possa ser utilizado para diagnosticar 

este transtorno (Huerta & Lord, 2012). 

Técnicas de diagnóstico por imagem como tomografia computadorizada e 

ressonância magnética mostram alterações eletrofisiológicas, anatômicas e 

funcionais no cérebro de pacientes com TEA e têm sido bastante úteis na pesquisa 

sobre o distúrbio (Tchaconas & Adesman, 2013). Alguns estudos utilizando imagens 

por ressonância magnética parecem mostrar um crescimento excessivo do encéfalo 

de crianças com TEA na infância, desacelerando no início da adolescência, de forma 

que na idade adulta essa característica já não é visivelmente observada 

(Courchesne, Carper, & Akshoomoff, 2003; Ha, Sohn, Kim, Sim, & Cheon, 2015; 

Lange et al., 2015; Lin, Ni, Lai, Isaac Tseng, & Shur-Fen Gau, 2015). 

O TEA apresenta um forte componente genético. Estudo com gêmeos 

apresenta concordância de 60% no autismo clássico em monozigóticos contra 0% 

em dizigóticos (Muhle, Trentacoste, & Rapin, 2004). A alta concordância em 
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monozigóticos é um indicativo de que a herança genética é um fator determinante no 

desencadeamento do autismo. Algumas condições genéticas, como Síndrome do X-

frágil e Esclerose Tuberosa, tem alta correlação com TEA (Belmonte & Bourgeron, 

2006; Brown et al., 1982; Feliciano et al., 2013; Numis et al., 2011). A idade 

avançada dos genitores, independentemente do sexo, parece estar envolvida no 

desencadeamento do TEA (Durkin et al., 2008).  Porém, fatores como, baixa 

fertilidade e mudança do estilo de vida em pessoas com mais de 40 anos também 

são possíveis explicações para esse achado (Olsen & Zhu, 2009).  

Além disso, observações epidemiológicas sugerem que teratógenos poderiam 

estar intimamente relacionados com o desencadeamento do TEA, destacando-se o 

ácido valproico (VPA) (J. Christensen et al., 2013; Roullet, Lai, & Foster, 2013; Smith 

& Brown, 2014) e a talidomida (Imai et al., 2014). Acredita-se que essas substâncias 

poderiam estar levando a uma modificação do substrato genético e aumentando 

assim o risco do desenvolvimento do TEA (Casanova, 2007). 

1.3. Modelo animal de autismo induzido por exposição pré-natal ao ácido 

valproico 

O ácido valproico (VPA) é um fármaco amplamente utilizado como 

anticonvulsivante e estabilizador do humor, sendo que o seu uso durante o período 

gestacional tem sido correlacionado com o desenvolvimento de TEA nos filhos das 

gestantes que utilizaram esse fármaco (Christianson et al., 1994; Moore et al., 2000; 

G. Williams et al., 2001; P. G. Williams & Hersh, 1997). Com base nestas 

observações, foi estabelecido um modelo animal para o estudo do autismo induzido 

pela exposição pré-natal ao VPA (Bambini-Junior et al., 2011; Tomasz Schneider & 

Przewłocki, 2005; Tomasz Schneider et al., 2008). 

Filhotes machos expostos ao VPA durante o período de prenhez apresentaram 

várias características semelhantes às encontradas em pacientes com TEA  

(Bambini-Junior et al., 2011b; F I Roullet, Wollaston, Decatanzaro, & Foster, 2010; T 

Schneider et al., 2008; Tomasz Schneider & Przewłocki, 2005). Os animais do 

modelo apresentam alguns prejuízos comportamentais correspondentes aos 

observados em pacientes, fato esse de extrema importância, visto que o diagnóstico 

de TEA é dado através da avaliação comportamental. Entre os comportamentos 

alterados, destacam-se atividade exploratória aumentada em campo aberto (T 
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Schneider et al., 2008; Tsujino et al., 2007), aumento de padrões comportamentais 

estereotipados (Tomasz Schneider et al., 2008) e do tipo ansioso (Markram, Rinaldi, 

La Mendola, Sandi, & Markram, 2008; Tomasz Schneider et al., 2008), rigidez 

comportamental (Bambini-Junior et al., 2011), aumento da memória de tarefas 

aversivas (Markram et al., 2008), menor sensibilidade a estímulos nocivos (T 

Schneider et al., 2008; Wang et al., 2016) e déficits sociais (Bambini-Junior et al., 

2011b; Tomasz Schneider & Przewłocki, 2005; Yochum, Dowling, Reuhl, Wagner, & 

Ming, 2008).  

Uma vez que atualmente os critérios para diagnóstico do TEA são 

exclusivamente clínicos e resultam de análises comportamentais, é impossível 

estudar esse transtorno em humanos antes da manifestação dos sintomas. Devido 

às suas peculiaridades, os modelos animais fornecem a oportunidade de análise de 

alterações do desenvolvimento que podem desencadear as características do TEA 

(Favre et al., 2013; Kataoka et al., 2013). Dessa forma, surge a possibilidade de 

estudo e manipulação de vias biológicas para compreensão e, até mesmo, 

prevenção/reversão do surgimento das alterações morfológicas, funcionais e 

comportamentais encontradas do TEA.  

1.4. Barreiras do Sistema Nervoso Central 

Anatomicamente, o Sistema Nervoso Central (SNC) é protegido pelo líquido 

cefalorraquidiano (LCR, ou líquor) e pelas meninges que cercam o encéfalo e a 

medula espinal. Além disso, ele também é protegido contra a entrada de agentes 

patogênicos, células imunes circulantes e fatores presentes na circulação sanguínea 

devido à presença de barreiras, em especial, a barreira hematoencefálica (BHE) 

(Louveau, Harris, & Kipnis, 2015). 

Durante muito tempo, acreditou-se que o SNC fosse um local 

imunologicamente privilegiado (Tambur & Roitberg, 2005). Fala-se em “privilégio 

imune” quando órgãos que são capazes de tolerar a introdução de um antígeno sem 

desencadear uma resposta inflamatória, como por exemplo, no caso de transplante 

de córnea. Um aspecto que reforçava essa ideia de privilégio imune do SNC é a 

presença da BHE e a falta de vasos linfáticos no parênquima do SNC, o que 

contribui para que os agentes potencialmente prejudiciais não possam acessar 

facilmente o SNC (Engelhardt et al., 2016). 
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O primeiro experimento mostrando a presença de uma barreira e o SNC como 

um obstáculo intransponível a moléculas vindas de vasos sanguíneos periféricos foi 

o de Paul Ehrlich, em 1885, a partir da observação de que, após a injeção 

intravenosa de corantes hidrofílicos, o cérebro e a medula espinal permaneceram 

não corados, ao passo que os órgãos periféricos foram facilmente corados. Quinze 

anos depois, Lewandowski concluiu corretamente que "os capilares do cérebro 

devem impedir certas moléculas" de entrar no cérebro. No entanto, não estava claro 

quais propriedades tornavam a vasculatura cerebral impenetrável. Só com o 

surgimento da microscopia eletrônica na década de 50 que Reese e Karnovsky 

demonstraram a existência das junções de oclusão entre as células endoteliais e 

atribuíram a elas a dificuldade de acesso de moléculas circulantes ao SNC (Dyrna, 

Hanske, Krueger, & Bechmann, 2013; Palmer, 2010). 

Com a observação da existência das junções de oclusão unindo uma célula 

endotelial a outra, dessa forma, então, selando a passagem de moléculas via 

paracelular, outros experimentos surgiram mostrando a passagem de 

macromoléculas de forma transcelular (por meio de transportadores, canais, etc) 

conferindo à BHE o caráter seletivo de passagem de moléculas. Assim, com o 

avanço das pesquisas, além do surgimento do conceito de barreira “física” contra 

metabólitos e patógenos provenientes do sangue, foi estabelecido o papel crucial da 

BHE na seletividade e na regulação do acesso de células do sistema imune ao SNC, 

ao contrário do papel de isolamento total do SNC da circulação sistêmica como 

anteriormente se acreditava.  

Além da BHE, outras barreiras atuam na interface “sangue/tecido neural” e, 

em conjunto, são chamadas de barreiras neurais ou hemato-neurais. Estão incluídas 

também as barreiras hematoliquórica, hemato-retiniana, hematomedular, hemato-

labiríntica e hemato-nervosa, como demonstrado na Figura 1 (Choi & Kim, 2008).  
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Figura 1 – Barreiras presentes no sistema nervoso central. (A) Células 

endoteliais especializadas são cercadas por uma membrana basal, pés astrocíticos 

e pericitos. Neurônios e microglia também são observados na região perivascular. 

(B) As células ependimárias do plexo coroide são unidas por junções de oclusão, 

formando a barreira hematoliquórica. (C) A barreira hemato-retiniana possui uma 

parte interna, que contém vasos contínuos, e uma externa, que contém vasos 

fenestrados, na retina. (D) Representação de um corte transversal da medula 

espinal, mostrando as substâncias branca e cinzenta. A barreira hematomedular 

apresenta microvasos cercados por pericitos e pés astrocíticos. (E) O ouvido interno 

contém três regiões, canais semicirculares, vestíbulo e cóclea. A coclear consiste em 

três compartimentos cheios de líquido, os quais são separados por junções 

oclusivas, formando a barreira hemato-labiríntica. (F) A barreira hemato-nervosa 

consiste nos capilares endoneurais e na bainha perineural. Cada axônio é revestido 

por um endoneuro, os fascículos das fibras nervosas estão rodeados pela bainha 

perineural e todos os fascículos são revestidos pelo epineuro. Adaptado de Choi e 

colaboradores (Choi & Kim, 2008). 
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1.4.1. Barreira hematoliquórica  

A barreira hematoliquórica (BHL) é formada monocamada de células epiteliais 

do plexo coroide, que está localizado nos ventrículos cerebrais e é o principal local 

de produção do LCR. Além do epitélio, o estroma do plexo coroide consiste em 

células imunes e capilares fenestrados. (Benarroch, 2016; Demeestere, Libert, & 

Vandenbroucke, 2015; Orešković, Radoš, & Klarica, 2017). A barreira e a função 

destas células epiteliais são mantidas pela presença de junções de oclusão na 

superfície apical e pela expressão de sistemas de transporte, permitindo a 

passagem direta de água, íons e nutrientes para dentro do LCR (Engelhardt & 

Sorokin, 2009). Dessa forma, o plexo coroide desempenha um papel fundamental na 

função neural auxiliando na manutenção da homeostase do cérebro (Demeestere et 

al., 2015). 

As células epiteliais do plexo coroide expressam uma ampla gama de 

transportadores e outras moléculas que são diferencialmente expressas na 

membrana apical e basolateral e regulam a produção e a composição do LCR. Os 

principais transportadores são Na+,K+,-ATPase,  cotransportador eletrogênico 

NBCe2 (transporte sódio/bicarbonato) e cotransportador 4 de potássio e cloreto 

KCC4.  O gradiente osmótico criado pela secreção de Na+ e Cl- conduz o influxo 

transepitelial de água mediado por AQP1, contribuindo para a formação do LCR 

(Benarroch, 2016).  

1.4.2. Barreira hematoencefálica  

A BHE é uma barreira seletiva que limita o movimento de substâncias do 

sangue em direção ao tecido neural. Em situações normais, conseguem passar pela 

BHE apenas moléculas menores de 450 Da (Abbott, Patabendige, Dolman, Yusof, & 

Begley, 2010). É composta por pelo menos quatro elementos que formam a unidade 

neurovascular: células endoteliais especializadas, unidas por junções de oclusão; 

membrana basal; pericitos, que ficam em cima das células endoteliais 

compartilhando da mesma membrana basal; e pés astrocíticos (Abbott, 2013).  

Neurônios e microglia também podem estar próximos a região da unidade 

neurovascular, mas não contribuem diretamente para a manutenção da BHE (Choi & 

Kim, 2008). A perda da integridade da BHE permite que o encéfalo fique vulnerável a 

substâncias potencialmente danosas que podem perturbar a homeostase encefálica 
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e levar à disfunção e degeneração neuronal (Obermeier, Daneman, & Ransohoff, 

2013).  

1.4.3. Aquaporinas 

As aquaporinas (AQP) compreendem uma família de proteínas de 

aproximadamente 30 kDa de peso molecular caracterizada por seis domínios 

transmembrana com as porções carboxila (C) e amino terminal (N) intracelulares. 

Uma característica comum entre todos as AQP é um motivo conservado ao longo da 

sequência de aminoácidos, o Asn-Pro-Ala (NPA ou asparagina-prolina-alanina), que 

é fortemente necessário para desempenhar o papel fundamental de formação de 

poros, conforme demonstrado na Figura 2 (Badaut, Fukuda, Jullienne, & Petry, 2014; 

Papadopoulos & Verkman, 2013).  

 

Figura 2 – Aquaporinas. (A) Representação da topologia da família de AQP. A 

estrutura primária compreende seis domínios transmembranares (1-6) conectados 

por cinco alças (A-E), com N- e C-terminal citoplasmáticos. O motivo NPA (Asn-Pro-

Ala ou asparagina-prolina-alanina) altamente conservados está localizado nas alças 

B e E e forma hélices hidrofóbicas curtas que se dobram em direção a membrana 

para lados opostos. (B) Algumas AQP, como a AQP9, são permeáveis, além da 

água, a várias pequenas moléculas, como glicerol, ureia e pequenos solutos neutros 

e íons. Adaptado de Nagelhus e colaboradores (Nagelhus & Ottersen, 2013) na 

imagem da esquerda. Adaptado de Gomes e colaboradores (Gomes et al., 2009) na 

imagem da direita.  



9 
 

Já foram descritos 13 membros da família AQP que podem ser divididos em 

três subgrupos: i) As aquaporinas AQP0, 1, 2, 4, 5, 6 e 8 são consideradas a "família 

de canais de água puros" por serem somente permeáveis à água, sendo as 

isoformas AQP1, 4, 5, 6 e 8 já descritas em roedores e primatas. ii) O segundo 

subgrupo, aquagliceroporinas (AQP3, 7, 9 e 10) contribui para a difusão de água, 

bem como glicerol, ureia e alguns monocarboxilatos que podem facilitar a difusão de 

lactato. iii) Finalmente, um novo subgrupo foi proposto como o Superaquaporinas, 

incluindo AQP11 e 12, que estão localizados no citoplasma e possivelmente 

envolvidos na regulação do transporte de água intracelular, volume de organelas e 

homeostasia intravesicular, mas seu papel ainda não é bem compreendido. A 

organização de AQP em homotetrâmeros dá o formato do poro central, através do 

qual é possível o fluxo de água, íons e/ou gases dependendo do subtipo de AQP 

(Badaut et al., 2014). As principais AQPs no SNC são a 1, 4 e 9. 

A aquaporina 1 (AQP1) é expressa principalmente na membrana apical do 

plexo coroide e está envolvida na produção de LCR. Localizada nas membranas da 

glia, astrócitos e principalmente nas células ependimais (Benga & Huber, 2012; 

Oshio, Song, Verkman, & Manley, 2003). 

A aquaporina 4 (AQP4) é o canal de água mais presente no SNC e 

constituinte essencial da BHE, presente em maior quantidade em pés terminais de 

astrócitos que envolvem os vasos sanguíneos (Nagelhus & Ottersen, 2013; 

Papadopoulos & Verkman, 2007, 2013; Xiao & Hu, 2014). Desempenha importante 

função na retirada de água do parênquima cerebral, além de auxiliar no 

tamponamento do potássio (Benga & Huber, 2012). 

A aquaporina 9 (AQP9) é encontrada na membrana plasmática e nas 

mitocôndrias dos neurônios (Akashi, Miki, Kanamori, & Nakamura, 2015), células 

gliais e endoteliais  (J. Badaut & Regli, 2004) e além de permeável à água, também 

medeia o trânsito de ureia, glicerol e outras moléculas, atuando não somente como 

um canal de água, mas também como um canal de metabólitos em virtude de sua 

capacidade de transferir substratos de energia, como o lactato, de astrócitos a 

neurônio e do citoplasma para as mitocôndrias dentro dos neurônios (Akashi et al., 

2015). 
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1.4.4. Alterações de barreiras neurais no TEA 

Como citado anteriormente, uma observação clínica bastante relevante na 

pesquisa do TEA é evidência de maior circunferência da cabeça em crianças com o 

transtorno nos primeiros anos de vida, sendo que, com o passar dos anos, esse 

crescimento tende a regredir e na adolescência e idade adulta já não se observam 

mais quaisquer alterações macroscópicas (Aylward, Minshew, Field, Sparks, & 

Singh, 2002; Bartholomeusz, Courchesne, & Karns, 2002; Cheung et al., 2011; 

Courchesne et al., 2003; Emerson et al., 2017; Hazlett et al., 2011; Lainhart et al., 

1997; Mraz, Green, Dumont-mathieu, Makin, & Fein, 2007; Redcay & Courchesne, 

2005).  

Existem várias consequências funcionais dessa alteração da dinâmica do 

crescimento encefálico no TEA. O crescimento acelerado do cérebro nos primeiros 

anos de vida está ocorrendo no momento em que os sintomas e os sinais do 

autismo estão se apresentando como falha no desenvolvimento ou perda de 

habilidades de linguagem e sociais. Esta relação temporal sugere que a aceleração 

prematura no crescimento do cérebro interfere na formação da citoarquitetura que dá 

suporte ao surgimento dessas habilidades (Aylward et al., 2002). Nos anos 

seguintes, quando ocorre a desaceleração do crescimento craniano no TEA, é o 

momento em que deveria haver uma aceleração típica da adolescência, onde ocorre 

a maturação de habilidades principalmente relacionadas ao lobo frontal. Assim, 

embora o tamanho do cérebro tenha "normalizado" na idade adulta em indivíduos 

com TEA, houve um crescimento acelerado na infância durante a aquisição de 

habilidades sociais e linguísticas, ao passo que houve uma desaceleração durante a 

adolescência onde deveria ocorrer o amadurecimento das funções frontais (Aylward 

et al., 2002).  

Através de ressonância magnética funcional, um estudo prospectivo avaliou 

59 crianças de 6 meses de idade com alto risco para desenvolver o transtorno, 

sendo esse confirmado de forma comportamental aos 24 meses de idade dessas 

crianças. Um algoritmo previu corretamente que 9 de 11 crianças receberiam 

diagnóstico de TEA a 24 meses. Todos os outros 48 bebês de 6 meses de idade que 

não foram diagnosticados com TEA foram corretamente classificados (Emerson et 

al., 2017). Assim, as técnicas de diagnóstico por imagem se mostram como 
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importantes aliadas na tentativa de antecipar o diagnóstico de TEA, uma vez que ele 

é exclusivamente comportamental atualmente. 

Em modelos animais, poucos estudos foram realizados com foco em 

alterações a nível de BHE no TEA e perfil de AQP. Fatemi e colaboradores  

observaram uma diminuição de AQP4 em cerebelo post mortem de indivíduos com 

TEA (Fatemi, Folsom, Reutiman, & Lee, 2008), ao passo que Kalra e colegas não 

observaram alterações nos níveis séricos de AQP4 (Kalra et al., 2015). 

Em relação a alterações de permeabilidade encefálica, apenas três trabalhos 

do mesmo autor fazem essa avaliação através do corante azul de Evans no modelo 

VPA, evidenciando macroscopicamente um maior infiltrado do corante no cerebelo 

(Kumar, Sharma, & Sharma, 2015; Kumar & Sharma, 2016a, 2016b). 

1.5. Resveratrol 

O resveratrol (3,4,5’-trihidroxiestilbeno - RSV) é um composto polifenólico de 

ocorrência natural, produzido pelas plantas para protegê-las contra a radiação 

ultravioleta, ataques de fungos e outros danos (Philippe Jeandet et al., 2002; 

Schouten et al., 2002).  O RSV foi primeiramente isolado de raízes da planta 

héleboro branca (Veratrum grandiflorum O. Loes) na década de 40. Desde então, 

soube-se que esta molécula também está presente em uvas, pinhos, amendoins e 

no vinho tinto, possuindo diversos efeitos biológicos (Frémont, 2000; Vang et al., 

2011).  

Nas últimas duas décadas, os polifenóis, especialmente o RSV, receberam 

atenção especial da comunidade científica, por meio de estudos mostrando seus 

papéis protetores e terapêuticos em diversas patologias, incluindo câncer (Gupta et 

al., 2011; Jang et al., 1997; Nutakul et al., 2011) e diabetes (Huang et al., 2010; Yao 

et al., 2015).  

Além desses efeitos, diversos estudos já demonstraram o efeito anti-

inflamatório (Lee, Ha, Cho, & Choi, 2015; Sánchez-Fidalgo, Cárdeno, Villegas, 

Talero, & de la Lastra, 2010) e antioxidante (Mohammadshahi, Haidari, & Soufi, 

2014) dessa molécula. Ainda, estudos ressaltam seus efeitos neuroprotetores 

(Quincozes-Santos & Gottfried, 2011; Tang, 2010).  
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Em pesquisa recente de nosso grupo, um tratamento pré-natal com RSV foi 

capaz de prevenir os déficits de sociabilidade na prole no modelo animal de autismo 

induzido pela exposição pré-natal ao VPA (Bambini-Junior et al., 2014). Adicionado a 

isso, novos estudos ainda não publicados mostram que essa molécula também é 

capaz de prevenir prejuízos sensoriais neste mesmo modelo animal. Esses 

resultados possibilitam o uso dessa molécula como ferramenta crucial para a 

compreensão da fisiopatologia do TEA, bem como no auxílio nos estudos de rotas 

biológicas e estruturas envolvidas em sua etiologia, tanto em embriões quanto em 

idades pós-natal. 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar permeabilidade de barreiras encefálicas, expressão e localização de 

AQP 1, 4 e 9 em diferentes regiões do sistema nervoso central em modelo animal de 

autismo induzido por exposição pré-natal ao ácido valproico. 

2.2. Objetivos específicos 

a) Avaliar permeabilidade da barreira hematoencefálica através da técnica de 

Evans Blue. 

b) Avaliar a expressão proteica de AQP 1, 4 e 9 em hipocampo, área 

somatossensorial primária e região da amígdala e o possível efeito preventivo 

do tratamento pré-natal com resveratrol. 

c) Avaliar possíveis alterações em AQP 1, 4 e 9 em hipocampo, área 

somatossensorial primária e região da amígdala por imunofluorescência e o 

possível efeito preventivo do tratamento pré-natal com resveratrol. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados ratos Wistar obtidos pela Unidade de Experimentação Animal 

(UEA) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) com 60 dias de idade. Os 

animais foram mantidos em condições padrão de biotério, com alimento e água ad 

libitum, ciclo claro:escuro de 12 horas, ambiente climatizado (22ºC ± 2ºC) e em 

número máximo de quatro animais por caixa moradia. 

3.2. Modelo animal de autismo e tratamento com RSV 

Os animais foram acasalados durante a noite e, na manhã seguinte, foi 

verificada a prenhez das fêmeas por microscopia através da investigação do lavado 

vaginal e presença de plug (Bambini-Junior et al., 2011). Quando confirmada a 

fecundação das fêmeas, esse foi considerado o dia embrionário 0 (E0).  

O modelo consiste na injeção intraperitoneal de 600 mg/Kg de VPA diluído em 

NaCl 0,9% no dia 12,5 de gestação, como previamente descrito (Bambini-Junior et 

al., 2014). Às fêmeas do grupo controle, somente a salina foi aplicada neste dia. 

Dois grupos receberam 3,6 mg/Kg de RSV dissolvido em DMSO (veículo), via 

administração subcutânea, diariamente entre os dias embrionários 6,5 e 18,5 (E6,5 e 

E18,5) (Figura 3). Assim, formam-se os quatro grupos experimentais: 

 Controle: recebeu DMSO nos dias E6,5 a E18,5 e salina no dia E12,5; 

 RSV: recebeu RSV nos dias E6,5 a E18,5 e salina no dia E12,5; 

 VPA: recebeu DMSO nos dias E6,5 a E18,5 e VPA no dia E12,5; 

 RSV + VPA: recebeu RSV nos dias E6,5 a E18,5 e VPA no dia E12,5; 

 

Figura 3 – Linha temporal dos tratamentos aplicados aos animais. Tanto o 

RSV quanto seu veículo (DMSO) foram administrados diariamente dos dias 

embrionários E6,5 a E18,5 via subcutânea na dose de 3,6 mg/Kg. Já a indução 
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do modelo com VPA na dose de 600 mg/Kg ou salina 0,9% se deu com uma 

única injeção intraperitoneal no dia E12,5. E: dia embrionário. P: dia pós-natal. 

3.3. Aspectos éticos 

Todos os procedimentos foram realizados obedecendo aos preceitos éticos 

que competem à experimentação animal e estão de acordo com o NIH Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals, com as últimas resoluções do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e foram aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do HCPA (ANEXO 1). Toda a 

manipulação animal foi realizada com base na Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 

e na Resolução Normativa N.30 de 2 de fevereiro de 2016 do CONCEA.  

O procedimento de eutanásia dos animais seguiu as Diretrizes da Prática de 

Eutanásia do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (Resolução 

Normativa N. 13, 2013). A eutanásia foi realizada por sobredose anestésica com 

cetamina e xilasina, fornecido em concentrações três vezes maiores (300 mg/Kg e 

40 mg/Kg, respectivamente) que a concentração necessária para obtenção de plano 

anestésico-cirúrgico. 

3.4. Eutanásia e preparação de amostras 

Na idade de P30 os animais foram eutanasiados para a remoção de amostras 

biológicas. O hipocampo, a região da amígdala e a área somatossensorial foram 

dissecados e imediatamente congelados a -80ºC até a análise de imunoconteúdo de 

proteínas. Já para análise de imunofluorescência, os animais foram perfundidos por 

via transcardíaca com solução salina seguida de paraformaldeído 4% e o encéfalo 

foi retirado. O tecido foi criopreservado em concentrações crescentes de sacarose 

(15% e 30%) e congelado a -80ºC até a realização de cortes coronais de 25 µm de 

espessura a -20ºC em criostato (Leica Microsystems GmbH). 

Na mesma idade experimental, os animais foram injetados via intraperitoneal 

com uma solução de azul de Evans 2% diluído em salina (Kumar et al., 2015)(Kumar 

& Sharma, 2016b) e, após 2 horas, os animais foram profundamente anestesiados, 

perfundidos via transcardíaca com solução salina e fixados com paraformaldeído 

4%. O tecido foi criopreservado em concentrações crescentes de sacarose (15% e 
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30%) e congelado a -80ºC até a realização de cortes coronais de 25 µm de 

espessura a -20ºC em criostato (Leica Microsystems GmbH). 

3.5. Permeabilidade ao corante azul de Evans 

Os cortes coronais previamente obtidos a partir do tecido encefálico dos 

animais que receberam a injeção do corante azul de Evans foram incubados com 

solução de DAPI na diluição de 1:10000 durante 10 minutos, seguida de 5 lavagens 

com tampão PBS 0,1 M durante 3 minutos cada. Posteriormente, se adicionou o 

meio de montagem e a lamínula. As imagens foram obtidas no microscópio confocal 

(Olympus FluoView 4.0) do Centro de Microscopia e Microanálises (CMM-UFRGS) e 

a fluorescência foi analisada usando o software Image J. 

3.6. Análise de imunoconteúdo de proteínas por Western Blotting 

As amostras de hipocampo, região da amígdala e área somatossensorial 

foram homogeneizadas e preparadas em tampão contendo SDS 10%, EDTA 100 

mM, TRIS 500 mM e inibidor de protease, centrifugadas a 14000 g por 20 min a 4ºC 

e tiveram o sobrenadante coletado. As proteínas totais foram quantificadas pelo 

método de Lowry (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951), as amostras foram 

preparadas em tampão contendo glicerol, azul de bromofenol e TRIS 500 mM, e β-

mercaptoetanol. Iguais quantidades de proteínas (40µg) foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 10%, separadas por eletroforese unidimensional e transferidas para 

membranas de nitrocelulose para detecção do imunoconteúdo de diferentes AQP, 

conforme protocolo prévio (Bristot Silvestrin et al., 2013). Após as membranas foram 

bloqueadas em temperatura ambiente por 1 h, utilizando 5% de albumina sérica 

bovina (BSA) dissolvida em salina tamponada com tampão Tris (TBS) adicionada de 

0,1% de Tween-20 (TTBS). Após o bloqueio, as membranas foram incubadas 

overnight a 4ºC com os anticorpos primários anti-AQP1, anti-AQP4, anti-AQP9 e 

anti-β-actina (controle de aplicação). Após a incubação com os anticorpos primários, 

as membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com TTBS e incubadas em 

temperatura ambiente por 1 h e meia com os anticorpos secundários, seguida de 

mais 3 lavagens de 10 minutos. Foi utilizado o substrato SuperSignal® West Pico 

(Thermo Fisher Scientific) nas membranas e o sinal quimioluminescente foi 

detectado utilizando sistema ImageQuant™ LAS 4000 (GE HealthCare Life 
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Sciences). A quantificação do imunoconteúdo relativa foi realizada com o software 

ImageJ (v. 1.51) e os dados foram normalizados pelo marcador endógeno. 

3.6.1. Anticorpos utilizados  

Anticorpos primários:  

 anti-AQP1 produzido em camundongo, diluição de 1:50 em TTBS-BSA 5% 

(Santa Cruz Biotechnology, sc-32737); 

 anti-AQP4 produzido em coelho, diluição de 1:50 em TTBS-BSA 5% 

(Santa Cruz Biotechnology, sc-20812); 

 anti-AQP9 produzido em coelho, diluição de 1:50 em TTBS-BSA 5% 

(Santa Cruz Biotechnology, sc-28623);  

 anti-β-actina produzido em camundongo, diluição de 1:3000 em TTBS 

(SIGMA Aldrich, A1978).  

Anticorpos secundários: 

 anti-IgG de camundongo produzido em burro, diluição de 1:1000 em 

TTBS-leite (Santa Cruz Biotechnology, sc2314); 

 anti-IgG de coelho produzido em cabra, diluição de 1:1000 em TTBS 

(Santa Cruz Biotechnology, sc2004). 

3.7. Imunofluorescência 

O tecido encefálico previamente cortado e armazenado em lâminas a -20ºC 

foi permeabilizado com solução de PBS (0,1M) adicionado de Triton X-100 (0,4%) 

por 10 min e em seguida lavado 5 vezes durante 3 minutos cada com PBS. O 

excesso de PBS foi limpo e então as lâminas foram bloqueadas com BSA 5% diluída 

em PBS-Triton X-100 (0,4%) por 1 hora. Após, as lâminas foram incubadas com os 

anticorpos primários anti-AQP1 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc-32737) e anti-

AQP4 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, sc-20812) por 48h, seguidas de 5 lavagens 

de 3 min com PBS. A incubação com os anticorpos secundários (AlexaFluor 488 de 

camundongo para AQP1 e AlexaFluor 488 de coelho para AQP4) ocorreu durante 2h 

a temperatura ambiente - ambos diluídos 1: 2000 na solução de bloqueio. Se 

realizou nova sequência de lavagens, 5 vezes de 3 minutos com PBS. Foram 

adicionados 30 µL do corante nuclear DAPI por 10 minutos e realizada nova 
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sequência de 5 lavagens de 3 min com PBS. Por fim, foram adicionadas duas gotas 

de meio de montagem, a lamínula foi colocada e a lâmina selada com esmalte nas 

laterais.  

3.8. Cuidados de biossegurança e descarte de materiais e resíduos 

Os equipamentos de proteção individual, tais como luvas, máscaras e jalecos, 

foram utilizados sempre que necessários. O descarte dos materiais perfurocortantes, 

bem como os cuidados de biossegurança necessários na manipulação animal e de 

resíduos químicos e biológicos foram realizados conforme as rotinas estabelecidas 

pela Comissão de Gestão Ambiental do Hospital de Clínicas de Porto Alegre e do 

Departamento de Bioquímica da UFRGS. 

3.9. Análise estatística 

Para análise do teste do Evans blue, por conter apenas dois grupos 

experimentais, foi utilizado o teste t de Student. Para o imunoconteúdo de cada AQP 

e a quantificação de fluorescência, que contemplaram quatro grupos experimentais, 

foi utilizado o teste ANOVA de uma via seguida pelo pós teste de Tukey. Foi 

considerado significativo p<0,05 e todos os dados estão expressos como média ± 

desvio padrão. As análises foram realizadas com o software GraphPad Prism 6. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Permeabilidade ao corante azul de Evans 

No experimento de permeabilidade ao corante azul de Evans, foi observado 

um aumento significativo na fluorescência vermelha do corante em tecidos 

encefálicos no grupo VPA em comparação ao grupo controle: plexo coroide 

(controle:  58,02 ± 63,11, VPA: 265,7 ± 131,8, F = 4,361, p=0,0295) e área 

somatossensorial, tanto todas as camadas analisadas em conjunto (controle: 39,73 ± 

55,39, 480,6 ± 52,12, F = 1,129, p= 0,000025), quanto isoladamente nas camadas II-

III (controle: 110,4 ± 128,8, 827,3 ± 220,3, F =2,924, p= 0,0014) e IV-V (controle: 

124,7 ± 125,1, 461,3 ± 136,3, F = 1,186, p= 0,0108). Não foram observadas 

diferenças significativas na fluorescência do corante tanto no hipocampo (controle: 

39,87 ± 55,81, 115,1 ± 64,87, F = 1,351, p= 0,1292) quanto na região da amígdala, 

apesar de nessa região ter sido observada uma tendência estatística de aumento de 

fluorescência (controle: 32,80 ± 25,98, 104,9 ± 59,57, F = 5,259, p= 0,0684) (Figura 

4A e 4B). 
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Figura 4 - Análise da barreira hematoencefálica  por meio da permeabilidade ao 

corante azul de Evans. (A) Em azul, marcação com corante nuclear DAPI. Em 
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vermelho, fluorescência do corante azul de Evans. São mostradas imagens 

representativas de hipocampo, plexo coroide, região da amígdala, área 

somatossensorial primária – camadas II-II e camadas IV-V. (B) Quantificação da 

fluorescência do corante Evans blue em hipocampo, plexo coroide, região da 

amígdala, área somatossensorial primária (todas as camadas e separadamente 

camadas II-III e IV-V). Barra de escala: 100 µm. Magnificação: 10x (hipocampo e 

plexo coroide) e 20x (região da amígdala e camadas da área somatossensorial). Os 

valores são mostrados em média ± desvio padrão. Teste t de Student *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001. 

4.2. Imunoconteúdo das aquaporinas 1, 4 e 9 

4.2.1. Área somatossensorial primária  

Foi observada uma redução da AQP1 nos grupos que receberam VPA, não 

havendo prevenção após o tratamento com RSV (controle: 1,593 ± 0,072, RSV: 

1,342 ± 0,209, VPA: 1,148 ± 0,181, RSV + VPA: 0,834 ± 0,184, F = 14,19, p=0,0003) 

(Figura 5-a). Em relação a AQP4, houve um aumento significativo da expressão no 

grupo VPA, sendo esse efeito completamente prevenido pelo tratamento pré-natal 

com RSV (controle: 1,521 ± 0,081, RSV: 1,135 ± 0,229, VPA: 2,316 ± 0,494, RSV + 

VPA: 1,507 ± 0,347, F = 9,3, p=0,0019) (Figura 5A-b). Não houve diferença 

significativa no conteúdo de AQP9 entre os grupos experimentais (controle: 0,965 ± 

0,413, RSV: 0,432 ± 0,028, VPA: 0,637 ± 0,241, RSV + VPA: 0,585 ± 0,168, F = 

3,113, p=0,066) (Figura 5A-c). 

4.2.2. Região da amígdala 

Não foram observadas diferenças significativas no conteúdo tanto de AQP1 

(controle: 0,918 ± 0,213, RSV: 1,089 ± 0,339, VPA: 0,871 ± 0,112, RSV + VPA: 

0,842 ± 0,276, F = 0,7813, p=0,5268) quanto de AQP4 (controle: 1,192 ± 0,457, 

RSV: 1,288 ± 0,332, VPA: 0,943 ± 0,108, RSV + VPA: 1,512 ± 0,521, F = 1,474, 

p=0,2710) entre os grupos (Figuras 5B-a e 5B-b, respectivamente). Em relação a 

AQP9, observou-se que os grupos que receberam VPA apresentaram uma 

diminuição nos níveis proteicos em relação aos grupos que não receberam VPA, e 

que o RSV não preveniu essa alteração, apesar do grupo RSV ter diferido 

significativamente do grupo RSV + VPA (controle: 0,806 ± 0,136, RSV: 0,621 ± 
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0,190, VPA: 0,377 ± 0,074, RSV + VPA: 0,327 ± 0,117, F = 10,69, p=0,0010) (Figura 

5B-c). 

4.2.3. Hipocampo 

. Não foram observadas diferenças significativas no conteúdo de AQP1 

(controle: 1,031 ± 0,274, RSV: 0,927 ± 0,273, VPA: 0,941 ± 0,214, RSV + VPA: 

0,976 ± 0,238, F = 0,9365, p=0,9365), de AQP4 (controle: 0,533 ± 0,271, RSV: 0,422 

± 0,221, VPA: 0,291 ± 0,105, RSV + VPA: 0,359 ± 0,116, F = 1,156, p=0,3666) e 

AQP9 (controle: 0,599 ± 0,328, RSV: 0,362 ± 0,188, VPA: 0,341 ± 0,183, RSV + 

VPA: 0,459 ± 0,151, F = 1,106, p=0,3846) entre os grupos estudados (Figura 5C-a, 

5C-b e 5C-c, respectivamente). 
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Figura 5 - Efeitos da exposição pré-natal ao ácido valproico (VPA) e resveratrol 

(RSV) em aquaporinas na área somatossensorial primária, na região da 

amígdala e no hipocampo. As imagens representativas de Western blotting para 

AQP 1, 4 e 9 e as análises quantitativas são mostradas respectivamente para área 

somatossensorial (A-a, A-b e A-c), para região da amígdala (B-a, B-b e B-c) e para 

hipocampo (C-a, C-b e C-c). Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos. Os valores são mostrados em média ± desvio padrão. 

Análise estatística: ANOVA de uma via seguido por pós teste de Tukey. N=4. 

*p<0,05. 
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4.3. Imunofluorescência  

4.3.1. Plexo coroide 

Em relação a AQP1, observou-se uma redução da fluorescência em ambos os 

grupos que receberam VPA, não havendo prevenção pelo tratamento com RSV 

(controle: 1347,75 ± 182,011, RSV: 1175,35 ± 71,419, VPA: 939,21 ± 179,562, RSV 

+ VPA: 965,786 ± 47,916, F = 6,476, p= 0,0126) (Figura 6A e 6F). Não foram 

observadas diferenças significativas no conteúdo de AQP4 nessa região (controle: 

70,458 ± 21,118, RSV: 170,948 ± 107,846, VPA: 41,690 ± 34,676, RSV + VPA: 

144,338 ± 75,010, F = 2,967, p= 0,0788) (Figura 6B e 6F). 

4.3.2. Região da amígdala  

Não foram observadas diferenças significativas no conteúdo de AQP4 na região 

da amígdala (controle: 133,265 ± 155,924, RSV: 269,923 ± 121,554, VPA: 140,988 ± 

137,069, RSV + VPA: 291,620 ± 160,674, F = 0,7661, p= 0,5412) (Figura 6C e 6F). 

4.3.3. Área somatossensorial primária 

Analisando-se essa região em diferentes camadas, observou-se um efeito per 

se do RSV nas camadas II-III (controle: 140,636 ± 51,613, RSV: 407,497 ± 117,419, 

VPA: 229,252 ± 64,510, RSV + VPA: 203,833 ± 84,86, F = 7,771, p= 0,0032) (Figura 

6D e 6F), e nenhuma diferença significativa entre os grupos nas camadas IV-V 

(controle: 310,770 ± 149,298, RSV: 388,360 ± 81,398, VPA: 142,140 ± 9,517, RSV + 

VPA: 184,910 ± 106,255, F = 4,088, p= 0,0570) (Figura 6E e 6F). 
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Figura 6 – Distribuição das AQP1 e AQP4 em diferentes regiões do SNC. (A-B) 

Imagens representativas da marcação imunofluorescente no plexo coroide tanto de 

(A) AQP1 quanto de (B) AQP4; (C) de AQP4 na região da amígdala; (D-E) e de 

AQP4 na área somatossensorial primária tanto (D) nas camadas II-III quanto (E) na 

IV-V; (F) Quantificação da marcação imunofluorescente das AQP 1 e 4. Barra de 
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escala: 40 µm. Magnificação: 20x (AQP1) e 40x demais imagens. Letras diferentes 

indicam diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. Os valores são 

mostrados em média ± desvio padrão. Análise estatística: ANOVA de uma via 

seguido por pós teste de Tukey. N=4-5. *p<0,05. AQP são marcadas em verde, 

corante nuclear DAPI em azul. Na imagem A, as setas brancas nas imagens 

representativas dos grupos VPA e RSV+VPA indicam uma região desprovida de 

marcação tanto de AQP1 quando de núcleos de células, sendo, possivelmente, uma 

região de acúmulo de água (edema). 
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5. DISCUSSÃO 

No presente trabalho investigamos a permeabilidade encefálica e realizamos 

um screening no perfil das AQP 1, 4 e 9 em diversas regiões encefálicas que 

possuem papel chave no estudo do TEA, buscando entender a sua contribuição em 

comorbidades relatadas na clínica ao longo dos anos, tais como edema, aumento de 

volume encefálico, entre outros. Foram utilizados ratos Wistar devido à facilidade no 

manuseio e na reprodutibilidade do modelo animal por exposição pré-natal ao ácido 

valproico e no tratamento pré-natal com RSV.  

Iniciamos a investigação através do experimento permeabilidade ao corante 

azul de Evans, uma vez que há relatos na literatura de maior volume encefálico e 

presença de edema em indivíduos com TEA nos primeiros anos de vida (Aylward et 

al., 2002; Bartholomeusz et al., 2002; Cheung et al., 2011; Courchesne et al., 2003; 

Emerson et al., 2017; Hazlett et al., 2011; Lainhart et al., 1997; Mraz et al., 2007; 

Redcay & Courchesne, 2005). Através desse experimento em animais de 30 dias de 

vida, foi possível observar que nos animais do modelo animal de autismo houve uma 

maior passagem de corante (visto pela intensidade da fluorescência vermelha nas 

imagens) nas regiões encefálicas do plexo coroide, área somatossensorial e uma 

tendência estatística de aumento de permeabilidade na região da amígdala, 

apontando que, mesmo em uma idade mais avançada se comparada ao descrito em 

humanos, alterações nesse parâmetro ainda são identificáveis.  

Havendo entrada do corante no tecido encefálico, esse é, a grosso modo, um 

indício de afrouxamento da BHE e um bom indicativo de maior permeabilidade para 

macromoléculas, que, pelo seu tamanho, não deveriam ter acesso ao SNC. Uma vez 

que estas macromoléculas conseguem entrar no SNC em maior quantidade, um 

mecanismo que poderia estar ocorrendo é o influxo de água por osmose, podendo 

levar a um quadro de edema e de maior tamanho encefálico, o que corrobora com 

os achados da literatura. O azul de Evans é um corante com alta afinidade de 

ligação pela albumina sérica, uma macromolécula com peso molecular em torno de 

66 kDa, cuja única forma de acesso ao SNC é através de transportadores 

especializados. Pode-se dizer, então, que quando o azul de Evans, ligado a 

albumina, consegue entrar no SNC, a BHE está comprometida. Nosso achado está 

em concordância com os únicos três trabalhos que fazem avaliação através do 
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corante azul de Evans em modelo animal de autismo, coincidentemente, no modelo 

VPA (Kumar et al., 2015; Kumar & Sharma, 2016a, 2016b). Porém, os artigos 

citados apresentam apenas uma avaliação macroscópica, mostrando somente a 

presença ou não da coloração azul no tecido encefálico. Não há, até nosso 

conhecimento, estudos que avaliem microscópica e quantitativamente essas 

alterações em diferentes regiões do SNC como descrito no presente trabalho, sendo 

a nossa descrição inédita na literatura. Esse importante resultado descrito acima não 

só evidencia a existência de uma maior permeabilidade da BHE, como também a 

severidade da mesma.  

A partir disso, considerando que existe uma maior quantidade de líquido no 

SNC e que o edema relatado na literatura é em decorrência disso, investigamos se 

existem alterações em canais de água expressos abundantemente no SNC (AQP1, 

AQP4 e AQP9) a fim de compreender esse maior influxo de água para o parênquima 

encefálico. Foi realizada a análise do imunoconteúdo das AQP por western blotting 

nas regiões encefálicas área somatossensorial primária, região da amígdala e 

hipocampo, uma vez que são regiões já descritas como alteradas em diversos 

parâmetros no estudo do TEA.  

Na área somatossensorial foi observada uma diminuição do imunoconteúdo 

de AQP1. Essa AQP é principalmente expressa no plexo coroide (em contraste com 

o resto do corpo, onde quase não é expressa), mas também há estudos mostrando 

sua expressão em alguns processos neuronais, além de já ter sido observada no 

corno dorsal da medula espinal e nos gânglios sensoriais do trigêmeo, locais onde 

especula-se que a AQP1 tenha um papel em vias de nocicepção, mas não no 

processamento da dor (Shields et al., 2007). Para excluir completamente a 

contribuição de AQP1 no processamento nociceptivo, seria necessário trabalhar com 

animais knockout para AQP1 ou com bloqueadores seletivos desse canal em 

neurônios aferentes primários; porém, esse dado é particularmente importante no 

contexto do TEA, pois há relatos de hipossensibilidade a estímulos nociceptivos 

tanto no modelo animal quanto em pacientes (T Schneider et al., 2008; Tomasz 

Schneider et al., 2001). Somado a isso, Dolman e colaboradores mostraram que a 

expressão de RNA mensageiro de AQP1 é reduzida em cultura de astrócitos, 

demonstrando que a influência astrocítica é importante na manutenção dos baixos 

níveis de AQP1 característico do endotélio da BHE. Sabe-se que os pés astrocíticos 
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expressam AQP4; dessa forma, podemos inferir há uma regulação inversamente 

proporcional na expressão dessas AQP, o que corrobora com o nosso achado de 

diminuição de AQP1 na área somatossensorial e aumento da AQP4 na mesma 

região (dado que será discutido a seguir).  

A AQP4 é a aquaporina mais abundante no SNC e constituinte da BHE devido 

à sua expressão nos pés astrocíticos (Nagelhus & Ottersen, 2013; Papadopoulos & 

Verkman, 2007, 2013; Xiao & Hu, 2014). Observamos um aumento da expressão na 

área somatossensorial, sendo esse aumento totalmente prevenido pelo tratamento 

com RSV. Esse aumento pode ser explicado por uma maior expressão de astrócitos 

ancorando a AQP4, o que já foi demonstrado no contexto do autismo em diversos 

estudos (Laurence & Fatemi, 2005; Vargas, Nascimbene, Krishnan, Zimmerman, & 

Pardo, 2005), incluindo no nosso grupo de pesquisa no cerebelo e na região CA1 do 

hipocampo em ratos de 15 dias de vida (dados não publicados). Em um estudo com 

cultura de células foi observado que a interleucina 6 (IL-6) derivada da microglia 

estimulou a diferenciação de astrócitos (Nakanishi et al., 2007). Frequentemente, 

relaciona-se o aumento de interleucina 6 (IL-6, uma citocina pró-inflamatória) com os 

sintomas clássicos do TEA. Dessa forma, esse poderia ser um mecanismo envolvido 

no aumento da expressão de astrócitos no modelo animal e, consequentemente, de 

AQP4.  

Uma vez que a exposição ao VPA causou uma alteração no perfil das AQP 1 

e 4 na área somatossensorial e que houve prevenção pelo RSV somente no 

imunoconteúdo da AQP4, sugerimos que mais estudos sejam feitos a fim de elucidar 

o papel regulatório tanto do RSV, quanto de cada uma das AQP citadas. Outros 

trabalhos desenvolvidos no nosso grupo já demonstraram o papel preventivo do 

RSV na área somatossensorial primária em parâmetros inibitórios, não somente na 

prevenção de moléculas de ancoramento e organização de sinapses inibitórias, 

como também na própria organização cortical dessa região como um todo (Fontes-

Dutra, et al – under review), indicando um possível substrato de ação dessa 

molécula na prevenção de características chave do tipo autista, como os déficits 

sensoriais. Outros trabalhos na mesma linha tem mostrado que há rupturas na 

organização cortical que geram alterações importantes no processamento dessas 

regiões, em especial na área somatossensorial (Stoner et al., 2014). Sabendo disso, 

podemos supor que é possível que esses “patches” ou rupturas nessas regiões 
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possam ser acompanhadas de uma formação alterada da BHE, uma vez que é 

plausível que ela dependa da integridade da estrutura para sua formação.  

Além disso, anteriormente no nosso grupo de pesquisa, demonstramos que 

há uma alteração no metabolismo do glutamato em astrócitos dos animais do grupo 

VPA, com maior captação de glutamato, menor atividade de glutamina sintetase e 

aumento de glutationa (Bristot Silvestrin et al., 2013). Sabe-se também, a partir do 

presente trabalho, que o RSV foi capaz de prevenir a alteração na expressão da 

AQP4. Esse conjunto de achados nos leva a pensar que, uma vez que o glutamato é 

desviado no metabolismo astrocítico no sentido de formação de glutationa em 

animais do grupo VPA, pode representar uma condição aumentada de estresse 

oxidativo, já observado em pacientes (Ashwood et al., 2011; Emanuele et al., 2010; 

Enstrom, Onore, Van de Water, & Ashwood, 2010; Gottfried, Bambini-Junior, 

Francis, Riesgo, & Savino, 2015) – podendo afetar a permeabilidade da BHE 

(Theoharides, Stewart, Panagiotidou, & Melamed, 2016). Paralelamente, foi 

observado um efeito preventivo do RSV sobre comportamentos do tipo autista 

(Bambini-Junior et al., 2014) e sobre a desorganização cortical dos neurônios 

inibitórios na área somatossensorial (Fontes-Dutra et al., - under review) em animais 

do modelo VPA. Dessa forma, podemos inferir esses mecanismos citados acima 

como proposta para explicar o achado de prevenção do aumento da expressão de 

AQP4 na área somatossensorial primária.  

Por fim, na região da amígdala, o único efeito observado foi uma diminuição 

do imunoconteúdo de AQP9. A aquaporina 9 é encontrada na membrana plasmática 

e nas mitocôndrias dos neurônios (Akashi et al., 2015), células gliais e endoteliais  (J. 

Badaut & Regli, 2004), participando metabolismo energético da glicose nos 

astrócitos devido ao seu papel de facilitação do transporte de glicerol, além de ser 

permeável à água, ureia e outras moléculas (Badaut et al., 2014). Há uma crescente 

evidência do papel das disfunções mitocondriais no TEA (Filipek et al., 2003; Tsao & 

Mendell, 2007), sendo que um comprometimento do metabolismo energético 

mitocondrial tem sido proposto para desempenhar um papel no desencadeamento 

do TEA (Lombard, 1998; Pastural et al., 2009; Patowary, Nesbitt, Archer, Bernier, & 

Brkanac, 2017). Uma vez que um dos locais de expressão da AQP9 são as 

mitocôndrias, essa disfunção poderia estar relacionada com a diminuição do 

imunoconteúdo dessa AQP na região da amígdala. 
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 Considerando que o resultado mais promissor obtido no western blotting foi o 

imunoconteúdo de AQP4 devido ao papel preventivo do RSV, seguimos a análise 

dessa AQP na imunofluorescência. O único efeito observado através dessa técnica 

foi um possível efeito per se do RSV na área somatossensorial. Olhando para esse 

resultado isoladamente, é possível que o RSV esteja modulando funções astrogliais 

e, dessa forma, aumentando a expressão de AQP4 nos pés astrocíticos. Porém, 

analisando-se o conjunto de imagens obtidas pela imunofluorescência, nota-se em 

diversas imagens, principalmente do grupo RSV, um acentuado background nas 

imagens que pode ter prejudicado o sinal da real marcação durante a quantificação, 

mesmo utilizando uma função do programa de redução de background. Dessa 

forma, esse resultado de AQP4 por imunofluorescência precisa ser revisto. 

A fim de avaliar também a integridade da barreira hematoliquórica, 

investigamos o perfil de AQP1 no plexo coroide. Esses canais de água são 

expressos principalmente na superfície apical das células cúbicas do plexo e sua 

principal função é o transporte de água do estroma do plexo em direção à luz do 

ventrículo (no caso desse estudo, terceiro ventrículo) para formação do ultrafiltrado 

do plasma – o líquido cefalorraquidiano. Foi possível observar uma redução na 

expressão de AQP1 em ambos os grupos que receberam VPA, indicando que a 

exposição pré-natal ao VPA alterou a formação embrionária desses canais. Fazendo 

a interpretação desse importante resultado, podemos supor que, uma vez que tenha 

uma diminuição nos canais que fazem o transporte de água no sentido 

tecido/ventrículo, é possível que haja um acúmulo de líquido no estroma, o qual não 

está sendo drenado corretamente para formação do LCR, acarretando assim, na 

formação de edema encefálico. Essa hipótese poderia explicar a formação de 

edema que é relatada na literatura e também nosso achado de alteração morfológica 

que possivelmente indica uma região com acúmulo de líquido (indicado pelas setas 

brancas na Figura 6A). 

Sabe-se que o plexo coroide é um dos locais de liberação de mastócito no 

SNC, além de hipotálamo e outras regiões, como tálamo e dura-máter. Quando a 

liberação de mastócitos é estimulada, há liberação de histamina, a qual já é descrita 

por provocar aumento de permeabilidade nos vasos sanguíneos e no SNC é 

considerado um neurotransmissor excitatório (C. M. Smith, Marks, & Lieberman, 

2007). Já foi descrito que o tratamento com um antagonista de receptor 
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histaminérgico foi capaz de reverter comportamentos do tipo autista (Baronio et al., 

2015), evidenciando o envolvimento do sistema histaminérgico no TEA e, em última 

análise, um possível papel do plexo coroide nessa sinalização.  

Recentemente, se mostrou pela primeira vez, através de exames de imagem, 

uma possível correlação entre alterações no plexo coroide e o TEA (Chaddad, 

Desrosiers, & Toews, 2017). Em modelos animais, ainda não foi demonstrado na 

literatura; portanto, o nosso resultado de expressão de AQP1 no plexo coroide é 

inédito e inovador, além de ser promissor para futuras análises. 

  



34 
 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 

No presente trabalho, avaliamos a permeabilidade da BHE através do corante 

azul de Evans e a expressão dos canais de água do tipo aquaporina em diferentes 

tecidos encefálicos a fim de compreender e tentar elucidar alguns dos mecanismos 

envolvidos na formação de edema e acúmulo de água no SNC de indivíduos com 

TEA. 

Primeiramente, em relação á permeabilidade ao corante azul de Evans, 

observou-se maior fluorescência vermelha nas imagens dos animais do grupo VPA, 

principalmente nas regiões do plexo coroide, área somatossensorial e região da 

amígdala (apesar de nessa região só ter sido observado uma tendência de diferença 

estatística). Coincidentemente, essas regiões são as mesmas em que 

demonstramos alteração no perfil de 3 tipos de AQP: i) por western blotting, 

mostramos a diminuição da expressão de AQP1 e aumento da expressão de AQP4 

(que foi prevenido pelo tratamento pré-natal com RSV) na área somatossensorial 

primária, e diminuição da expressão de AQP9 na região da amígdala, e ii) por 

imunofluorescência, mostramos diminuição da marcação fluorescente de AQP1 no 

plexo coroide, além da alteração morfológica observada em ambos os grupos que 

receberam VPA. Já a marcação de AQP4 não confirmou o resultado obtido no 

blotting, além de parecer ter bastante background. Dessa forma, podemos traçar um 

paralelo entre a maior permeabilidade e o perfil de AQP vistos no presente trabalho 

com os dados descritos na literatura de edema e maior volume encefálico em 

indivíduos com TEA. 

 Coincidentemente também, mostramos diminuição na AQP1 tanto na área 

somatossensorial quanto no plexo coroide (por diferentes técnicas) e aumento de 

AQP4 na área somatossensorial. Esse fato corrobora com estudos mostrando essa 

modulação inversamente proporcional dessas AQP (Dolman, Drndarski, Abbott, & 

Rattray, 2005). Os mecanismos envolvendo esse perfil de expressão alterado no 

contexto do TEA permanecem desconhecidos. 

Por fim, tomando os dados obtidos nesse trabalho em conjunto, concluímos que 

os animais do grupo VPA possuem um evidente aumento de permeabilidade 

encefálica e um perfil alterado na expressão de distintas AQP em diferentes regiões 

do SNC.  
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7. PERSPECTIVAS 

Considerando os resultados obtidos nesse trabalho e evidências de que todo 

o sistema de barreiras neurais está comprometido nos animais do modelo animal de 

TEA, surgem algumas perspectivas para que se continue a investigação dos 

mecanismos envolvidos: 

 Analisar a marcação fluorescente de AQP1 e AQP9 nas mesmas estruturas 

que foram analisadas por western blotting como foi feito com a AQP4;  

 Analisar parâmetros de BHE, incluindo marcação de pericitos, endotélio, 

astrócitos e AQP4, a fim de investigar a cobertura de vasos constituintes da 

BHE e fazer uma reconstrução 3D; 

 Analisar AQP4 e AQP9 no epêndima do terceiro ventrículo e no plexo coroide, 

buscando entender completamente de que forma se organiza a barreira 

hematoliquórica no TEA; 

 Analisar possíveis alterações de microglia, uma vez que se sabe do 

envolvimento dela na secreção de IL-6, que por sua vez estimula a 

diferenciação de astrócitos; 

 Analisar a expressão gênica e proteica de IL-6 e do seu receptor (IL6R); 

 Analisar presença de células sanguíneas no SNC, incluindo leucócito, linfócito 

T, macrófago, mastócito e linfócito B para entender se há infiltrado 

inflamatório e de que forma ele contribui para a formação do edema e do 

aumento do volume encefálico; 

 Analisar medidas de edema cerebral, a fim de visualizar no modelo animal o 

achado clínico; 

 Por fim, realizar novas imunofluorescências para melhorar o resultado obtido 

nesse trabalho. 
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