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Resumo:

O acido valproico (AVP), quando admi-
nistrado intraperitonealmente em ratas pre-
nhas durante o fechamento do tubo neural dos
fetos, induz a ocorréncia de prole com trans-
torno de espectro autista (TEA). Este trabalho
visou o estudo de &reas cerebrais com altera-
¢bes ja conhecidas nesta disfuncdo cerebral,
como Amigdala e areas ainda nao estudadas:
Nucleo Rubro, Sunstancia Negra Compacta e
Substancia Negra Reticulada.

Ratas prenhas foram injetadas com
AVP (500 mg/Kg) no 12,5° dia gestacional. As
proles, com 7 semanas de vida, foram aneste-
siadas e perfundidas. Os cérebros foram cor-
tados em fatias de 40 micrébmetros de espes-
sura para o preparo de laminas histologicas e
foi realizada coloragéo de Nissl. Fotos foram
adquiridas digitalmente em microscopio éptico
e realizou-se andlise cega no programa Ima-
geJo.

A exposicdo in utero ao AVP causou
aumento do numero de células grandes no
Nucleo Rubro. Essa alteragdo pode ter ocorri-
do para uma compensacdo devido a diminui-
¢ao do cerebelo no TEA.
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Introducdo:

O AVP € um anticonvulsivante usado
para tratar varios tipos de epilepsia e transtor-
no bipolar (Martim et al, 2014). Quando admi-
nistrado in utero pode causar defeitos no tubo
neural, sendo esses congénitos e cognitivos
(Adans et al., 1990).

A injecdo de AVP durante o desenvol-
vimento intrauterino foi proposta como um mo-

delo para se estudar o TEA, visto que sua etio-
logia ainda nao esta clara e que existem diver-
sas possibilidades para seu desenvolvimento
(Bernardi et al, 2012; Perreira et al, 2012; Ga-
dad et al, 2013).

Atualmente o TEA engloba os seguin-
tes sintomas: deficiéncias intrinsecas para
estabelecer contato afetivo e interpessoal, de-
senvolvimento prejudicado da linguagem,
comportamentos estereotipados e limitada
gama de atividades e interesses, bem como a
Sindrome de Asperger e autismos atipicos
(Parellada et al, 2013). Em cérebros post-
mortem foram percebidas altera¢cdes morfol6-
gicas e estruturais (Gadad et al., 2013).

A Amigdala (AM) é essencial no pro-
cessamento afetivo, comportamento social,
reconhecimento facial e emocional. Pode ser
parte da etiologia do autismo, com um possivel
papel no caso de estereotipias (Wang et al.,
2015).

O Nucleo Rubro (NR) é um centro de
integracdo motor esferéide, que compreende a
regulagdo dos movimentos dos membros su-
periores. O NR conecta principalmente areas
motoras do cortex ao cerebelo e medula. Es-
tudos sugerem que ele esteja envolvido na
postura, porque é capaz de modular neurénios
motores y e movimentos de preensao junta-
mente com agarramento (Lent et al, 2010; Mi-
lardi et al., 2016).

JA a Substancia Negra Compacta
(SNc) e a Substancia Negra Reticulada (SNr)
sdo estruturas dos nucleos da base e locali-
zam-se no mesencéfalo. As funcbes dos nu-
cleos da base consistem, principalmente, em
controlar as fungdes motoras e cognitivas, a-
través de aferentes corticais e eferentes inibi-
torios para tdlamo e mesencéfalo (Lent et al,
2010).

O objetivo deste trabalho foi caracteri-
zar células de areas do Sistema Nervoso Cen-
tral com funcbes relacionadas ao TEA, por
meio da analise de areas cerebrais com alte-
ragOes ja conhecidas, como AM e areas ainda
nao estudadas: NR, SNc e SNr.
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Metodologia:

Ratos Wistar machos adultos foram co-
locados juntos a ratos Wistar fémeas durante
12 horas no periodo noturno a fim de que hou-
vesse copulacdo. O coito era confirmado pelo
achado de plug copulatério ou presenca de
espermatozoides no lavado vaginal, determi-
nando-se o dia O de gestacéo.

Ratas prenhas foram injetadas com
AVP (500 mg/Kg) no 12,5° dia gestacional
(controles = NAIVE). A gestag&o ocorreu nor-
malmente, o parto foi natural e sem qualquer
manipulacdo na prole ou na progenitora, evi-
tando canibalismo ou desprezo da mée pelos
filhotes. Os filhotes foram desmamados aos 21
dias apds o nascimento, sendo a partir de en-
tdo alimentados com racdo comercial e agua
ad libitum.

As proles, com 7 semanas de vida, fo-
ram anestesiadas com cetamina e xilazina
(120 e 12 mg/Kg, respectivamente) e perfundi-
das através do ventriculo direito com tampéo
fosfato-salina (PBS 0,1 M, pH 7,4), seguido por
paraformaldeido (PFA 4% p/v em PBS). Apés
a perfusdo, os cérebros foram colocados por 2
horas no fixador. Os cérebros foram transferi-
dos para solugfes tampéo com sacarose 15%
e 30% e congelados. Cortes de 40 microme-
tros de espessura foram obtidos em criostato.
As fatias foram transferidas para laminas histo-
l6gicas gelatinizadas, secas overnight, e trata-
das para coloracdo de Nissl. Adquiriram-se
fotos digitalmente em microscépio Optico e
realizou-se analise cega por 3 pesquisadores
independentes, no programa ImageJ©.

Resultados e Discusséao:

Resultados foram avaliados por teste t-
Student (distribuicdo normal; média + desvio
padrdo) ou Mann Whitney (distribuicdo n&o-
normal; mediana, percentis 25-75), com p <
0,05 indicando significancia estatistica (*). Fo-
ram avaliados namero (N) e tamanho (T) de
células grandes (CG), médias (CM) e peque-
nas (CP). AM: NCG (NAIVE 148,75 + 9,85,
AVP 131,70 + 17,99), NCP (NAIVE 59,12 +
14,64, AVP 61,60 + 14,51), TCG (NAIVE
12,69, 12,40-13,21; AVP 12,91, 12,40-15,38),
TCP (NAIVE 4,35 + 0,21, AVP 4,30 + 0,219);
NR: NCG (NAIVE 13,44 = 1,50, AVP 17,75 +
1,66, *), NCM (NAIVE 7,00 + 1,50, AVP 10,63
+ 3,79), NCP (NAIVE 129,44 + 7,26, AVP
115,17 + 19,33), TCG (NAIVE 20,81 + 1,078,
AVP 21,66 + 3,79), TCM (NAIVE 11,03 = 1,78,
AVP 11,33 + 1,83), TCP (NAIVE 3,36 + 0,14,
AVP 3,36 = 0,14); SNc: NCG (NAIVE 20,25 *
7,41, AVP 23,62 £ 15,22), TCG (NAIVE 20,03

+ 1,78, AVP 19,38 + 1,18), SNr: NCG (NAIVE
23,83 + 9,44, AVP 26,50 + 10,75), NCP tipo 1
(NAIVE 27,25 + 5,60, AVP 70,87 + 4,48), NCP
tipo 2 (NAIVE 78,62 + 12,55, AVP 70,87 +
4,48), TCG (NAIVE 20,65 + 2,10, AVP 19,19 +
1,32), TCP tipo 1 (NAIVE 4,90 + 0,24, AVP
4,60 + 0,52), TCP tipo 2 (NAIVE 6,12 + 0,29,
AVP 5,89 + 0,30).

A exposi¢ao in utero ao AVP causou
aumento do numero de células grandes no
NR, que tem funcdo motora apendicular, junto
ao cortex motor e ao cerebelo. Essa alteragéo
pode ter ocorrido como meio de compensacao
devido a diminuicdo do cerebelo no TEA. Ha
possibilidade de aumento da densidade de
células no NR sem aumento do seu numero
absoluto, pois néo foi realizado estudo do vo-
lume total desta estrutura. Nao se observou
alteracbes nas demais estruturas avaliadas.
Alteracdes no NR aqui encontradas, se confir-
madas, podem ter relagdo causal ou compen-
satOria ao TEA.

Conclusoées:

A administracdo in utero de AVP indu-
Ziu ao aumento do numero das células gran-
des do NR. Novos estudos, mais complexos,
sdo necessarios para a confirmacao dos resul-
tados aqui obtidos e sua relagdo com o TEA.
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