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Ratas Wistar prenhes (CEUA-HCPA 130047) foram separadas em 4 grupos experimentais (Controle,
RSV, VPA e RSV+VPA), de acordo com o tratamento recebido. Foram administradas doses diarias
de 3,6 mg/kg de RSV ou DMSO via subcutanea do dia embrionario 6,5 (E6,5) até E18,5 e no dia
E12,5 foi administrada uma dose intraperitoneal de 600 mg/kg de VPA ou solucao salina (0,9%) 5.
No dia pos-natal 30 (P30) os animais foram eutanasiados apos sobredose anestésica e o encéfalo foi
removido e seccionado para a analise da permeabilidade da BHE ao corante azul de Evans (n=4-7)
e para a imunofluorescéncia de células GFAP* (astrocitos) e de AQP4 (n=3-4) das camadas
superficiais (up) e profundas (down) de trés regides do CPFm (cortex cingulado — CC, pre-limbico -
PrL e infralimbico - IL).
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O Transtorno do espectro autista (TEA) e caracterizado por prejuizos na comunicagao
e interacao social e por comportamentos repetitivos e interesses restritos [*l. Embora
sua etiologia seja desconhecida, sabe-se da importancia de fatores genéticos e
ambientais, como a exposicao ao antiepileptico acido valproico (VPA) durante a
gestacao 2. Além das questdes comportamentais, uma altera¢do clinica de interesse é
o aumento do volume encefalico nos primeiros anos de vida 3. Dessa forma, a barreira
hematoencefalica (BHE) se torna um importante alvo de estudo, bem como os
astrocitos e os canais de agua aquaporina (AQP), principalmente AQP4, presente em

maior densidade em pés astrociticos, em torno do vaso sanguineo. O resveratrol (RSV) £0,5 E6,5 £12,5| |E185 PO P30
é uma molécula anti-inflamatodria, antioxidante e neuroprotetora 4 conhecida por .
prevenir comportamentos sociais no modelo VPA de autismo [5]. l VPA ou salina 0,9% (i.p.) l Eutanésia

Permeabilidade da BHE ao azul
de Evans ou imunofluorescéncia

RSV ou DMSO (s.c.)

Avaliar os efeitos do VPA sobre a permeabilidade da BHE, sobre os astrocitos e sobre a
fluorescéncia de AQP4 no cortex pré-frontal medial (CPFm) de ratos machos de 30 dias
e o possivel efeito protetivo do RSV.

Os animais avaliados para a permeabilidade da BHE ao corante azul de Evans foram injetados via
intraperitoneal com uma solucdo de azul de Evans 2% diluido em salina (4 mg/kg) 2h antes da
eutanasia. A analise estatistica foi feita por ANOVA de uma via.
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(down) . Na razao de astrocitos foi visto um aumento no numero relativo nas camadas
profundas e uma diminuicao nas camadas superficiais do CC e do PrL no grupo VPA e o RSV
foi capaz de prevenir essa alteracdo no PrL. Também foi observado uma diminuicao no
conteudo de fluorescéncia de AQP4 em todas as regides analisadas do CPFm no grupo VPA.

Flgura 1: Permeabilidade da BHE ao corante azul de Evans. A) Imagens representativas das camadas superficiais do CC;
em azul marcacao com DAPI, em vermelho fluorescéncia do azul de Evans. Barra de escala: 50 pm. B) Quantificagdo da
fluorescéncia do corante azul de Evans nas camadas superficiais e profundas do CC, PrL e IL. ** p <0.01; *** p <0.001; ****
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Figura 3: Quantificacdao de astrdcitos e fluorescéncia de AQP4 no CPFm. A) Numero de astrdcitos no CC, PrL e IL (up e down). B) Razao de astrdcitos nas camadas superficiais e profundas em relacdao ao numero total
na regiao. C) Quantificacao da fluorescéncia de AQP4 nas mesmas regides. *p<0,05.

O aumento da permeabilidade da BHE observado no CPFm no grupo VPA é um indicativo de dano na BHE. Para investigar o que poderia estar relacionado com essa alteracao foram analisados astrécitos e
AQP4. Foi observado um aumento no numero absoluto de astrdcitos no PrL (down) nos grupos que receberam VPA e um efeito sinérgico do RSV e do VPA no CC (up), no PrL (up) e no IL (down), podendo
este efeito estar relacionado com a atuacdo de ambas as moléculas na cromatina. Na razao de astrdcitos foi visto um aumento no numero relativo nas camadas profundas e uma diminuicao nas camadas
superficiais do CC e do PrL no grupo VPA e o RSV preveniu essa alteracao no PrL, o que poderia estar associado com a desorganizacao cortical observada em estudos prévios. Também foi demonstrada uma
diminuicao na fluorescéncia de AQP4 no grupo VPA; a AQP4 é importante tanto para a entrada quanto para a saida de agua do tecido encefalico, sendo necessarios mais estudos para compreender o seu
papel no contexto do TEA. O RSV foi capaz de prevenir o aumento da permeabilidade da BHE e apresentou diferentes efeitos nas outras analises, demonstrando ser uma importante ferramenta no estudo

de mecanismos que possam estar envolvidos na fisiopatologia do TEA.
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