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Resumo

Experimentos realizados na metade do século XX introduziram o conceito do
sistema nervoso central (SNC) como local “imunologicamente privilegiado”, pois o
parénquima cerebral possuia tolerancia a enxertos heterologos, diferentemente dos
tecidos periféricos. De fato, o SNC possui caracteristicas que o diferenciam
imunologicamente de outros tecidos e durante muito tempo acreditou-se que a
presenca de células e fatores sollveis imunologicos no SNC possuia apenas
consequéncias prejudiciais. Entretanto, a relacdo entre esses dois sistemas é mais
complexa do que inicialmente imaginada e ndo esta envolvida apenas em casos
deletérios, com recentes evidéncias apontando para um papel fundamental das
células T na funcdo encefalica adequada. O presente trabalho visa investigar 1) o
impacto da imunodeficiéncia de células T em camundongos atimicos nude sobre
comportamentos relevantes para o estudo de transtornos do neurodesenvolvimento
e nheuropsiquiatricos, e 2) avaliar parametros sindpticos de excitacdo/inibicao e
citocinas moduladoras de tais comportamentos no cortex pré-frontal medial. Foi
encontrado um padrdo complexo de alteracBes comportamentais em diferentes
dominios (repetitivo/estereotipado, nociceptivo e social), além de reducdo da
proteina sindptica excitatéria PSD-95 e diminuicdo da expressao génica de IFN-y,
uma importante citocina moduladora do comportamento social, no cértex pré-frontal
dos animais imunodeficientes. A reducdo da expressao génica de IFN-y no cortex
pré-frontal dos camundongos nude e uma potencial auséncia de células T secretoras
de IFN-y nas meninges poderiam estar relacionados com os déficits sociais
encontrados. A reducdo do imunoconteddo de PSD-95 no coértex pré-frontal nao
parece estar de acordo com as observacdes de prejuizos sociais causados por
hiperexcitabilidade, sugerindo que outros mecanismos podem estar envolvidos na
alteragcdo encontrada. Concluimos com presente trabalho que a linhagem BALB/c
nude oferece potencial para o estudo de interacdes neuroimunoldgicas, embora
ainda seja necessaria uma caracterizagdo comportamental mais completa e
avaliacdo da eletrofisiologia cortical desses animais para compreensao dos
mecanismos envolvendo o equilibrio excitatorio/inibitorio e a imunodeficiéncia de

células T nas alteracdes encontradas.



Abstract

Experiments performed in the mid-twentieth century introduced the concept of
the central nervous system (CNS) as an "immunologically privileged" site, since the
brain parenchyma had tolerance to heterologous grafts, unlike peripheral tissues.
Indeed, the CNS has features that immunologically differentiate it from other tissues
and it has long been believed that the presence of soluble cells and immune factors
in the CNS had only detrimental consequences. However, the relationship between
these two systems is more complex than initially imagined and is not involved only in
deleterious cases, with recent evidence pointing to a key role of T cells in adequate
brain function. In the present work, we aimed 1) to investigate the impact of T-cell
immunodeficiency on athymic nude mice on behaviors relevant to the study of
neurodevelopmental and neuropsychiatric disorders and 2) to evaluate
excitatory/inhibitory synaptic parameters and cytokines modulating such behaviors in
the medial prefrontal cortex. A complex pattern of behavioral changes was found in
different domains (repetitive/stereotyped, nociceptive and social), as well as a
reduction in the PSD-95 excitatory synaptic protein and a decrease in the gene
expression of IFN-y, an important social behavior modulating cytokine on the
prefrontal cortex of immunodeficient animals. Reduced IFN-y gene expression on the
prefrontal cortex of nude mice and a potential absence of IFN-y-secreting T cells in
the meninges could be related to the social deficits observed. Reduction of the PSD-
95 immunocontent on the prefrontal cortex does not appear to be in agreement with
observations of social impairment caused by hyperexcitability, suggesting that other
mechanisms may be involved in the that alteration. In conclusion, the BALB/c nude
strain offers potential to the study of neuroimmune interactions, although a more
complete behavioral characterization and evaluation of the cortical electrophysiology
of these animals is necessary to understand the mechanisms involving the
excitatory/inhibitory balance and the T cell immunodeficiency in the alterations

observed.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sistemaimunoldgico

O sistema imunologico € composto por uma rede de interacdes entre 0rgaos
linfoides, células, fatores humorais e citocinas, tendo como principal funcdo a
protecdo contra substancias estranhas, microrganismos, patdégenos e parasitas
(Kierszembaum, 2004). Os 6rgaos linfoides podem ser classificados em primarios e
secundarios. Orgdos linfoides primarios sdo os locais onde acontece o
desenvolvimento de células precursoras em linfécitos maduros, como a medula
0ssea, local de origem e diferenciacéo inicial dos linfocitos; e o timo, onde os
timocitos se diferenciam em linfécitos T maduros. Orgéos linfoides secundarios sio
locais onde os linfécitos interagem entre si ou com outras células para gerar

respostas contra antigenos, como o baco e os linfonodos (Kipps, 2010).

A imunidade pode ser dividida de forma geral em duas classificacoes,
inata/natural e adaptativa/adquirida. A imunidade inata € o mecanismo mais simples
e conservado na evolucao, constituindo uma resposta rapida e sem necessidade de
exposicdo prévia ao patdgeno. E composta pela barreira epitelial, células
dendriticas, macrofagos, neutréfilos, basofilos, eosindfilos, mastdcitos, células
natural killer (NK), proteinas do sistema complemento e citocinas. A imunidade
adaptativa é caracterizada por reacdes antigeno especificas envolvendo receptores
de células T e B, e € uma resposta mais demorada em comparacdo a imunidade
inata, porém mais especifica e com producdo de memdéria imunoldgica (Parkin &
Cohen, 2001). A imunidade adaptativa pode ainda ser dividida em imunidade
humoral, mediada por anticorpos secretados por plasmodcitos (linfocitos B
diferenciados), promovendo a acao fagocitaria de macrofagos e recrutamento de
granulécitos; e imunidade celular, que envolve a captacdo do patdgeno por uma
célula fagocitaria e apresentacdo de antigenos para os linfécitos T, cujo

reconhecimento é feito pelo receptor de linfocito T (TCR).

As células apresentadoras de antigeno internalizam possiveis patégenos e os
fragmentam em peptideos antigénicos que serdo expostos por moléculas de

superficie, denominadas de complexo principal de histocompatibilidade (MHC ou



HLA — antigenos leucocitarios de humanos — em humanos), para reconhecimento
pelo TCR dos linfocitos T. Existem dois tipos de MHC, variando na estrutura das
cadeias polipeptidicas que os constituem: MHC de classe |, expressado por todas as
células nucleadas; MHC de classe Il, expresso pelas células apresentadoras de
antigeno, células reticuloepiteliais do timo e células endoteliais (Kierszembaum,
2004).

Além do TCR, existem outras proteinas que atuam no reconhecimento do
MHC, chamadas de co-receptores, com funcdo de estabilizar a ligacdo das células
apresentadoras de antigeno aos linfocitos T. As moléculas CD4 e CD8 estédo
presentes na superficie das células T e fazem parte, respectivamente, da sinalizacéo
de linfocitos T auxiliares CD4+ e linfocitos T citotoxicos CD8+ no reconhecimento de

antigenos associados ao MHC de classe Il e de classe | (Kierszembaum, 2004).

1.2. Relagdes entre o sistema imunoldgico e o sistema nervoso central

1.2.1. Privilégio imunoldgico no sistema nervoso central

Experimentos realizados na metade do século XX introduziram o conceito do
sistema nervoso central (SNC) como local “imunologicamente privilegiado”, pois o
parénquima cerebral possuia tolerancia a enxertos heterélogos, diferentemente dos
tecidos periféricos (Widner & Brundin, 1988). De fato, o SNC possui caracteristicas
gue o diferenciam imunologicamente de outros tecidos, como auséncia de células
apresentadoras de antigenos profissionais, baixa expressdo de MHC | e Il e a
aparente auséncia de drenagem linfatica classica (Louveau, Harris, et al., 2015).
Alem disso, a existéncia de uma barreira hematoencefalica contribui para o
isolamento do SNC das respostas imunolégicas periféricas. A resposta imunolégica
no tecido do parénquima encefalico dependeria apenas da microglia, célula derivada

de macrofagos do saco vitelino primitivo (Ginhoux et al., 2010).

De forma surpreendente, Louveau e colaboradores (2015) demonstraram pela
primeira vez a presenca de vasos linfaticos nas meninges (dura-mater) capazes de
transportar fluido e células do sistema imunolégico do liquido cefalorraquidiano para

linfonodos cervicais profundos (Figura 1). Essa descoberta vem possibilitando a



investigagdo de novas rotas e mecanismos envolvidos em interagdes

neuroimunoldgicas.
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Figura 1 - Drenagem linfatica no sistema nervoso central. (A) Antes da
descoberta de vasos linfaticos meningeos, o entendimento da drenagem no SNC se
baseava na saida de liquido através das granulacbes aracnoideas, enquanto
macromoléculas e células imunoldgicas do SNC e liquido cefalorraquidiano eram
drenados através da placa cribiforme até a regido linfatica nasal e entdo para os
linfonodos cervicais profundos. (B) A nova descoberta demonstra um novo
mecanismo, no qual a drenagem de macromoléculas e células do parénquima
cerebral e do liquido cefalorraquidiano é realizada diretamente para os linfonodos
cervicais profundos através dos vasos linfaticos meningeos. Adaptado de Kipnis
(2016).



1.2.2. O envolvimento do sistema imunoldgico em alteragcbes comportamentais

Durante muito tempo acreditou-se que a presenca de células e fatores
soluveis imunolégicos no SNC possuia apenas consequéncias prejudiciais. O
exemplo mais classico € o comportamento de doenca (sickness behavior),
observado em casos de infeccéo periférica, a qual causa uma resposta imunoldgica
sisttmica acompanhada de elevagcdo de citocinas pré-inflamatérias que afetam a
funcdo encefalica, desencadeando alteragcbes comportamentais, tais como perda de
apetite, letargia e retraimento social (Filiano et al., 2015). Também podem ser
observados o0s efeitos devastadores de uma resposta autoimune contra
componentes do SNC como no caso da esclerose multipla, doen¢a desmielinizante
cujo complexo papel de células T CD4+ é certamente prejudicial (Kipnis, 2016). Além
disso, nas Uultimas duas décadas, foi evidenciada a importante influéncia de
componentes imunologicos em distirbios neurodegenerativos, e transtornos
neuropsiquiatricos e do neurodesenvolvimento, tais como doenca de Alzheimer
(Varley et al., 2015), esquizofrenia (Pasternak et al., 2015), depressao (Réus et al.,
2015) e transtorno do espectro autista (Gottfried et al., 2015; Onore et al., 2012). Em
especial, no caso do transtorno do espectro autista, cujas alteracdes
comportamentais envolvem diminui¢cdo da sociabilidade e presenca de estereotipias,
h& relatos da reducdo na proporcdo e quantidade de células T CD4+ e total de
linfocitos em pacientes (Yonk et al., 1990), além de ratos de modelos animais com
timo reduzido (Schneider & Przewitocki, 2005). A Figura 2 exemplifica alguns
mecanismos envolvidos em alteracdes comportamentais, as quais estdo presentes
em muitas das desordens citadas, causadas por desregulacBes no sistema

imunoldgico.
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Figura 2 - Interagdes entre sistema imunolégico e o SNC podem causar
alteraces comportamentais. Desregulacdo imunoldgica pode alterar componentes
do SNC através de: secrecdo de citocinas, as quais podem promover morte ou
proliferacdo celular; anticorpos reativos para proteinas do SNC; sistema
complemento, podendo opsonizar sinapses e estimular a poda sinaptica pela
microglia; e migracéo celular e neuroinflamacéo. Adaptado de Onore et. al (2012).

Entretanto, a relacdo entre esses dois sistemas é mais complexa do que
inicialmente imaginada e n&o estd envolvida apenas em casos deletérios.
Camundongos treinados em tarefas cognitivas apresentam elevagdo nos niveis de
células T CD4+ e interleucina-4 (IL-4) na regido das meninges, e 0 blogueio dessa
alteracdo é suficiente para causar prejuizos cognitivos (Derecki et al., 2010). Além
disso, a remocdo de linfonodos cervicais profundos, os quais drenam o sistema
nervoso central, interrompe o fluxo normal de células T meningeas e resulta em
prejuizos cognitivos (Radjavi et al., 2014).

Evidéncias sugerem que o recrutamento de células T e a ativagdo microglial
estdo associadas a manutencdo da neurogénese no hipocampo e a habilidade de

aprendizado espacial (Ziv et al., 2006). Interessantemente, linhagens de



camundongos gravemente imunodeficientes (auséncia de células T, B e NK)
apresentam déficits de aprendizado, memoria e comportamento social (Filiano et al.,
2015, 2016). Até mesmo o comportamento materno de camundongos gravemente
imunodeficientes difere de animais tipicos, com maes passando menos tempo

cuidando da prole e mais tempo afastadas do ninho (Quinnies et al., 2015).

Foi demonstrado em camundongos de modelo animal de doenca de
Alzheimer, que as células T promovem neurogénese hipocampal, através de um
mecanismo mediado por aumento da expresséo de células T periféricas e citocinas
microgliais, e que tal regeneracdo é bloqueada em animais imunodeficientes (Liu et
al., 2014). O comportamento ansioso e do tipo depressivo em camundongos também
parece ser modulado por células T regulatorias, pois uma deplecdo dessas células é
capaz de causar aumento de ansiedade e maior imobilidade no teste de nado
forcado, assim como diminuicdo dos niveis de serotonina no hipocampo e aumento

da concentracéo sérica de citocinas pro-inflamatorias (Kim et al., 2012).

Os mecanismos pelos quais as células T exercem seus efeitos no SNC ainda
nao estdo completamente elucidados. Entretanto, apesar dessas células né&o
estarem presentes no parénquima cerebral em condicdes fisioldgicas, sua presenca
nas meninges e na periferia € necessaria para o funcionamento encefalico
adequado, sendo os efeitos de sua auséncia tdo prejudiciais quanto uma ativagao

imunolégica exacerbada (Filiano et al., 2017).

1.3. Camundongos imunodeficientes BALB/c nude

Camundongos homozigotos para a mutacdo nude (Foxnl™) possuem
auséncia de pelos e também disgenesia congénita do epitélio timico, a qual resulta
em uma imunodeficiéncia primaria de células T maduras (Romano et al., 2012)
(Figura 3). O epitélio timico é necessario para a selecdo de células T maduras,
portanto tal atrofia resulta na deficiéncia de linfocitos T circulantes, tornando os
animais nude mais suscetiveis a quadros infecciosos e com reducao da expectativa
de vida (Boehm et al., 1995). Conforme envelhecem, o nimero de células T maduras
circulantes aumenta devido a mecanismos ainda ndo completamente elucidados de
maturagdo extra timica (Palacios & Samaridis, 1991). A populacdo de linfécitos €

guase totalmente constituida de células B, a funcdo de células NK e de macrofagos



aparenta ser mais elevada (Cheers & Waller, 1975; Hasui et al., 1989), enquanto a
funcdo de mastdcitos permanece normal (Wlodarski et al., 1982).

—

Figura 3 - Imagem representativa de camundongos BALB/c nude heterozigoto
(+/-) com timo (animal da esquerda, com pelo) e homozigoto (-/-) sem timo

(animal da direita, sem pelo).

Apesar de utilizado ha décadas, principalmente em pesquisas com enxertos
tumorais, devido a auséncia de rejeicdo tecidual (Morton & Houghton, 2007), a
linhagem nude pode ser uma ferramenta interessante para o estudo do impacto da
imunodeficiéncia de células T no SNC. Os primeiros estudos sobre o SNC desses
animais revelaram uma reducdo na espessura cortical no lobo frontal/lateral e
reducdo no numero de oligodendrécitos no lobo occipital (Diamond et al., 1986),
assim como uma reducdo na espessura cortical no lobo frontal e frontal/parietal
(areas motoras e somatossensoriais), a qual pdde ser revertida ap0s enxerto de timo
(Gaufo & Diamond, 1997).

A exposicdo a pequenas doses de tolueno em camundongos induz um
aumento na expressao de RNAmM de genes relacionados a memoaria (CAMKII, CREB,
NMDAr) no hipocampo, assim como marcadores de células T CD3+.
Interessantemente, tais resultados ndo foram observados em camundongos nude,
sugerindo que a expressdo de genes relacionados a memaria induzida por tolueno é
dependente do recrutamento de células T no hipocampo (Win-Shwe et al., 2007).

Além disso, a auséncia de células T parece deixar os animais nude mais suscetiveis



aos efeitos deletérios de convulsdes induzidas por pilocarpina, elevando os niveis de
glutamato e morte celular no hipocampo (Vignoli et al., 2012).

Diante da imunodeficiéncia apresentada pelo camundongo BALB/c nude e do
conjunto de evidéncias demonstrando as relacfes entre células T e comportamento,
torna-se relevante 0 uso dessa linhagem para estudos de interacOes
neuroimunologicas. A avaliacdo de diferentes comportamentos possivelmente
alterados nesses animais, assim como potenciais mecanismos envolvidos, em
especial componentes sinapticos de excitacaol/inibicdo cortical e citocinas
moduladoras, pode contribuir para a elucidacdo da etiologia e envolvimento do

sistema imunoldgico em transtornos do neurodesenvolvimento e neuropsiquiatricos.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o impacto da imunodeficiéncia de células T em camundongos
atimicos nude sobre comportamentos relevantes para o estudo de transtornos do
neurodesenvolvimento e neuropsiquiatricos, assim como em parametros sinapticos
de excitacao/inibicdo e citocinas moduladoras de tais comportamentos no cortex pre-
frontal.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliar os comportamentos locomotor, repetitivo/estereotipado, de resposta a
nocicepc¢ao e social.

b) Quantificar os percentuais de células T CD3+ (linfécitos T) e B CD19+
(linfécitos B) no baco e pool de linfonodos subcutaneos.

c) Avaliar o imunoconteudo das proteinas sinapticas PSD-95 (componente pés-
singptico excitatorio), gefirina (componente pdés-sinaptico inibitorio) e
sinaptofisina (componente pré-sinaptico) no cortex pré-frontal.

d) Avaliar a expressao génica relativa das citocinas IFN-y e TNF-a no cortex pré-
frontal.

e) Observar a presenca de células T CD3+ nas meninges.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem BALB/c nude foram obtidos da colonia da
Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre(HCPA) com 28 dias de idade pdés-natais (P28) a partir do cruzamento de
machos homozigotos (-/-) com fémeas heterozigotas (+/). A partir de agora, sempre
gue a palavra nude fizer referéncia a linhagem, aparecera em italico (nude) e quando
fizer referéncia ao grupo homozigoto (sem timo), aparecera com a grafia normal
(nude). Dessa forma, 0s grupos experimentais compreendem o grupo controle
(heterozigotos +/- com timo e com pelo) e grupo nude (homozigotos -/- sem timo e
sem pelo). Os animais foram separados por ninhadas e mantidos em
microisoladores de policarbonato ventilados individualmente, temperatura (22 + 2°C)
e umidade (40-60%) controladas, sistema de exaustdo de ar e ciclo de claro:escuro
de 12:12 horas. Racgdo, sementes de girassol e agua previamente submetidos a
autoclavagem eram fornecidos aos animais ad libitum. Os camundongos de uma
ninhada eram mantidos em grupos de 3-4 animais (pelo menos 1 nude e 2 controles)

para randomizar a influéncia da hierarquia social.

Camundongos CF1 com 21 dias de idade foram utilizados como animais de
interacdo no teste de sociabilidade de 3 camaras. Os animais foram mantidos nas

mesmas condi¢des de biotério descritas.

3.2. Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados obedecendo aos preceitos éticos
gue competem a experimentacdo animal e estdo de acordo com o NIH Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, com as Ultimas resolu¢bes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA) e foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do HCPA (ANEXO 1). Foram
considerados os “Principios Internacionais Orientadores para a Pesquisa
Envolvendo Animais”, tais como a relevancia do projeto para a saude humana e
animal e avanco do conhecimento; uso da espécie e quantidade apropriada;
minimizacdo de desconforto e dor; e uso apropriado de sedacdo e anestesia

(National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide for the Care



11

and Use of Laboratory, 2011). Toda a manipulagédo animal foi realizada com base na
Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008 e na Resolugdo Normativa N.30 de 2 de
fevereiro de 2016 do CONCEA.

O procedimento de eutanasia dos animais seguiu as Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (Resolucdo
Normativa N. 13, 2013). A eutanasia foi realizada por sobredose anestésica com
isoflurano, fornecido em concentracbes 3 vezes maiores (6 a 9%) que a
concentracdo necessaria para obtencdo de plano anestésico-cirargico (2 a 3%). Os
sinais clinicos condizentes com 6ébito (auséncia de movimento respiratorio, auséncia
de batimentos cardiacos, auséncia de pulsacdo, mucosas palidas e perda do reflexo
corneal) foram monitorados por um periodo adicional de 10 minutos apés a parada

respiratéria.

3.3. Testes comportamentais

3.3.1. Procedimentos gerais

Cuidados especiais foram tomados com toda a manipulacdo animal devido a
imunodeficiéncia dos animais nude. Todos o0s testes comportamentais e as
manipulagdes foram realizadas no interior de uma capela de fluxo laminar com

objetos e superficies descontaminadas com alcool 70% e esterilizadas com luz UV.

Os testes foram realizados em salas de comportamento com temperatura
controlada (22 + 2°C), iluminacgéo proxima a 60 lux e durante o periodo da tarde (13h
— 17h). Os animais eram habituados por 30 minutos a sala antes do inicio dos

procedimentos de cada teste descrito.

Todos os animais foram submetidos a bateria de testes comportamentais na

sequéncia e no intervalo de idade indicados no desenho experimental abaixo:

Campo aberto  Enterramento

e autolimpeza  de bolinhas Retirada da cauda 3 camaras
A A A A
r A4 N\ ( \ [ \
P28 a P29 P30 ou P31 P32 o0u P33 P350uP36 P36ouP37 P37 ouP38 P38ouP39
I I I | | | I
Manipulacdo  Teste Teste Habituagéo Teste Habituagéo Teste

Figura 4 - Desenho experimental dos testes comportamentais.
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3.3.2. Campo aberto (open field)

A atividade locomotora dos animais foi avaliada em um monitor de atividades
automatico (Insight EP 149, Brasil) com dimensdes de 50 cm por 50 cm. Os
camundongos foram colocados individualmente no aparato para exploracao por 30
minutos. Os parametros de distancia total percorrida, velocidade média, tempo no
centro, frequéncia de rearings e movimentos instaveis foram gravados pelo aparelho.
O periodo de teste também foi gravado em video para a analise posterior do

comportamento repetitivo de autolimpeza.

3.3.3. Comportamento repetitivo de autolimpeza (repetitive self-grooming)

O comportamento repetitivo de autolimpeza espontanea dos animais foi
observado em video para avaliacdo das quantidades, tempos de duracao e tipo de
cada movimento (incompleto ou completo), adaptado de (Kalueff et al., 2007).A
autolimpeza incompleta é caracterizada por movimentos de limpeza no focinho,
orelhas e regido da cabeca, enquanto na autolimpeza completa esses movimentos

se estendem para regifes dorsais, ventrais e caudais.

3.3.4. Teste de enterramento de bolinhas (marble burying)

Os animais foram habituados individualmente por 10 minutos a caixa-teste
(caixa moradia, sem alimentos e agua) com 5 cm de altura de maravalha limpa.
ApoOs habituacdo, os animais foram removidos da caixa-teste e 20 bolinhas de vidro
foram colocadas em um arranjo 4x5 (largura x comprimento). Os animais retornaram
para a caixa teste contendo as bolinhas por um periodo de 10 minutos. Dois
observadores independentes contavam o numero de bolinhas enterradas(pelo

menos 50% da superficie coberta por maravalha) (Baronio et al., 2015).

3.3.5. Teste de retirada da cauda (tail-flick)

Os animais foram contidos manualmente com o auxilio de um pano e a cauda
colocada no filamento de aquecimento. A nocicepcao térmica foi avaliada pela média
de trés medidas da laténcia de retirada da cauda, registradas em intervalos de 30

segundos (Baronio et al., 2015). Para evitar respostas de ansiedade induzida por
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novidade, os animais foram habituados a conten¢cdo manual e ao equipamento no

dia anterior do teste.

3.3.6. Teste de sociabilidade de 3 camaras

A sociabilidade dos animais foi avaliada pelo teste de 3 camaras, conforme
descrito (Baronio et al., 2015). O aparato consiste em uma caixa de acrilico (628 mm
de comprimento x 456 mm de largura x 220 mm de altura) com trés compartimentos
(camaras). Os camundongos foram habituados a camara central do aparato por 10
minutos no dia anterior ao teste e por 5 minutos no dia do teste. Durante o teste,
uma das camaras laterais continha uma gaiola de contencdo vazia (chamada de
objeto), enquanto a outra camara lateral continha uma gaiola idéntica, porém
contendo um camundongo menor e desconhecido (chamado de animal
desconhecido) ao animal testado. O animal-teste era inserido no aparato, as portas
laterais eram removidas e o animal era livre para explorar as camaras por 10
minutos. O procedimento foi gravado em video para posterior avaliacdo do tempo

gasto em cada camara e do tempo gasto explorando o objeto/animal desconhecido.

3.4. Eutanésia e preparacao de amostras

Na idade de P40 os animais foram eutanasiados para a remog¢ao de amostras
biolégicas. O baco e pool de linfonodos subcutaneos (inguinais, axilares e braquiais)
foram removidos para a realizacdo da técnica de citometria de fluxo. O cortex pré-
frontal foi dissecado e o lado proveniente do hemisfério esquerdo foi imediatamente
congelado a -80°C até andlise de imunoconteudo de proteinas, enquanto o lado
proveniente do hemisfério direito foi homogeneizado em 200 pL de reagente TRIzol®

(Invitrogen) para posterior andlise de expressédo génica.

Para a técnica de marcacdo imunofluorescente nas meninges, antes da
remocao do tecido, os animais foram submetidos a perfusédo transcardiaca com PBS
para evitar a presenca de células T da circulacdo sanguinea. Conforme o protocolo,
(Louveau, Smirnov, et al., 2015) a cabeca do animal foi removida por decapitacao e
com auxilio de tesoura toda a pele e carne removidas para exposi¢cdo do cranio.
Utilizando tesoura foi realizado um corte em sentido horéario a partir da mandibula

para remover a porgcédo superior do cranio contendo as meninges. A estrutura foi
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armazenada em paraformaldeido 4% por 48h para pos-fixacdo. Em seguida o tecido

foi removido do interior da calota craniana com pingas e estendido em lamina.

3.5. Citometria de fluxo

As amostras de baco e pool de linfonodos foram pesadas, dissociadas em
solugédo PBS 0,1 M e centrifugadas a 1000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as amostras de linfonodos foram ressuspendidas em PBS, enquanto
as de baco em tampéao ACK (EDTA 0,1mM, NH4Cl 0,15 mM, KHCOs 1 mM) para lise
das hemécias. Ap6s 5 minutos, as amostras de baco foram centrifugadas

novamente, o sobrenadante descartado e entdo suspendidas em PBS.

O namero de células foi contado em uma camara de Neubauer para o preparo
de suspensodes contendo 10° células. As amostras foram bloqueadas com soro de
camundongo e incubadas com os anticorpos anti-CD3-FITC (1:50) e anti-CD19-
PerCp-Cy5.5 (1:100) (BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C. Os dados foram
obtidoscom a passagem das amostraspelo citbmetro Attune® Acoustic Focusing
Cytometer (Life Technologies). Primeiramente foi realizada a separacdo dos eventos
por forward x side scatter (FSC-A x SSC-A) para exclusdo de restos celulares e
selecdo da janela de leitura (gate) da populacdo compativel com linfécitos pelos
parametros de tamanho da célula x complexidade interna (FSC-A x SSC-A). Apds,
células isoladas (singlets) foram selecionadas a partir da geometria do pulso (FSC-W
x FSC-A) e entdo identificadas pelos marcadores utilizados (CD3+ para células T e
CD19+ para células B).

3.6. Eletroforese e andlise de imunoconteudo de proteinas

As amostras de cértex pré-frontal foram homogeneizadas em tampédo de
extracdo de proteinas contendo Triton X-100, centrifugadas a 14000 g por 20 min a
4°C e tiveram o sobrenadante coletado. As proteinas totais foram quantificadas pelo
método de Lowry (Lowry et al., 1951) e preparadas em tampao Laemmli para uma
guantidade de 40 ug de proteina por amostra.As amostras foram separadas por
eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (10%) e transferidas para
membranas de nitrocelulose para deteccdo do imunocontetdo de proteinas

sindpticas, conforme protocolo prévio (Bristot Silvestrin et al., 2013). Em resumo, as
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membranas foram bloqueadas em temperatura ambiente por 1h, utilizando 5% de
albumina sérica bovina (BSA) dissolvida em salina tamponada com tampé&o Tris
(TBS) adicionada de 0,1% de Tween-20 (TTBS). ApOs o bloqueio, as membranas
foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios anti-PSD-95 (sinapses
excitatorias), anti-gefirina (sinapses inibitorias), anti-sinaptofisina (sinapses) e anti- 3-
actina (controle enddgeno). Ap6s a incubacdo com os anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas 3 vezes com TTBS e incubadas em temperatura
ambiente por 2h com os anticorpos secundarios, seguida de mais 3 lavagens. O
substrato SuperSignal® West Pico (Thermo Fisher Scientific) foi aplicado nas
membranas e o0 sinal quimioluminescente foi detectado utlizando sistema
ImageQuant™ LAS 4000 (GE HealthCare Life Sciences). A quantificacao da
expressao relativa foi realizada com o software ImageJ (v. 1.51) e os dados foram

normalizados pelo marcador enddégeno.

3.6.1. Anticorpos utilizados

Anticorpos primarios:

e anti-PSD-95 produzido em coelho, diluicdo de 1:500 em TTBS-BSA
(Abcam, ab18258);

e anti-gefirina produzido em coelho, diluicio de 1:500 em TTBS-BSA
(Abcam, ab32206);

e anti-sinaptofisina produzido em camundongo, diluicdo de 1:1000 em
TTBS-leite (SIGMA Aldrich, s5768);

e anti-B-actina produzido em coelho, diluicdo de 1:2000 em TTBS (Cell
Signaling, D6A8 #8457).

Anticorpos secundarios:

e anti-lgG de camundongo produzido em burro, diluicdo de 1:1000 em
TTBS-leite (Santa Cruz Biotechnology, sc2314);

e anti-IgG de coelho produzido em cabra, diluicdo de 1:2000 em TTBS
(Santa Cruz Biotechnology, sc2004).
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3.7. Andlise de expressdo génica

3.7.1. Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total das amostras de cortex pré-frontal armazenadas em
TRIzol® foi iniciada com a adicdo de cloroférmio na proporcdo 1.5
(cloroférmio:TRIzol®) para promover a separacdo de fases, seguido de
centrifugacéo a 12000 g a 4°C por 15 min. A fase aquosa foi coletada, o RNA total
precipitado com adi¢do de isopropanol na proporgao 1:2 (isopropanol:TRIzol®) e a
solucéo foi centrifugada novamente (12000 g, 4°C, 10 min). Apés, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi suspenso em etanol na propor¢éo 1:1 (etanol:TRIzol®)
para remocao de impurezas. Por fim, apds nova centrifugacéo (12000 g, 4°C, 5 min),
0 sobrenadante foi descartado, o precipitado contendo RNA foi ressuspendido em 30

pL de agua livre de RNases e armazenado a -80°C.

3.7.2. Transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase guantitativa
(RT-gPCR)

A partir do extrato de RNA obtido para cada amostra deu-se sequéncia a
sintese de DNA complementar (cDNA) pela técnica da transcricdo reversa.
Primeiramente foi avaliada a quantidade e a qualidade dos extratos de RNA por
espectrofotometria. Apenas amostras com indices Azso/230 € Az60280 maiores que 1,7

foram utilizadas.

Para a sintese de cDNA foram preparadas solu¢des contendo 2 pg de RNA
total, 1 pL de primer oligodT, 1 pL de mix de dNTP a 10 mM e agua para injetaveis
em quantidade suficiente para 12 pL. Essa mistura foi incubada a 65°C por 5 min no
termociclador. Apés, foram adicionados 4 puL de tampé&o da transcricdo reversa (M-
MLV concentrado 5x), 2 yL de DTT 0,1 M e 1 pL de inibidor de ribonucleases (40
unidades/pL), seguida de nova incubacao a 37°C por 2 min. Por fim, 1 yuL da enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) foi adicionado e uma incubacéo final a

37°C por 50 min seguida de inativacao da reacéo a 70°C por 15 min foi realizada.

Para a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR) foram
utilizados 10uL de cDNA (1:30)adicionados a0,2 pL ou 0,4 pL de cada primer

especifico (a 10 uM cada), dependendo da concentracao ideal testada para 0 RNAm
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avaliado, e 13 pL de mistura de reagao contendo: 2 pL de tampéao (10x) da enzima
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,8 pL de cofator MgCl2 (50 mM), 2 uL do
fluoréforo SYBR® green (Molecular Probes) (diluido 10000x), 0,5 pL de mistura de
cada dNTP (10 mM) e 0,1 uL da enzima Taqg DNA polimerase e agua para injetaveis

suficiente para 20 uL de reacéao.

A fluorescéncia de SYBR® green foi utilizada para detectar a amplificacdo do
cDNA, estimar os valores de ciclo limiar (Ct, thresholdcycle) e determinar a
especificidade da amplificacdo pela curva de fusdo (melting curve). As expressoes
relativas de cada RNAm foram calculadas considerando os valores de -AACt(Livak &
Schmittgen, 2001)e as eficiéncias obtidas pelo software LinRegPCR (Ramakers et
al., 2003). Como normalizadores foram utilizados Ibal (molécula adaptadora de
ligacdo de calcio ionizada 1) e GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase),
conforme analise de estabilidade de expresséo feita pelo algoritmo geNorm. Na

tabela abaixo estdo descritos os primers utilizados.

Tabela 1 - Sequéncias de primers utilizados

Gene Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3’)
IFN-y ACCATCCTTTTGCCAGTTCC TCTTCCTCATGGCTGTTTCTG
TNF-a TGTCTTTGAGATCCATGCCG AGACCCTCACACTCAGATCA
Ibal GTCCTTGAAGCGAATGCTGG CATTCTCAAGATGGCAGATC
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAG GGATGCAGGGATGATGTTC

3.8. Imunofluorescéncia

O tecido meningeo armazenado em laminas foi permeabilizado com solucéo
de PBS (0,1M) adicionado de Triton X-100 (0,4%) por 10 min e em seguida lavado
5x por 3 min com PBS. As laminas foram bloqueadas com BSA 5% diluida em PBS-
Triton por 1h. Apds, as laminas foram incubadas com o anticorpo anti-CD3-FITC
(1:500, BD Biosciences) por 48h, seguidas de 5 lavagens de 3 min com PBS. Foram
adicionados 30 pL do corante nuclear DAPI e realizada nova sequéncia de 5
lavagens de 3 min com PBS. Por fim, foram adicionadas duas gotas de meio de

montagem, a laminula foi colocada e a lamina selada com esmalte nas laterais.
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3.9. Cuidados de biosseguranca e descarte de materiais e residuos

Os equipamentos de protecéo individual, tais como luvas, méscaras e jalecos,
foram utilizados sempre que necessarios. O descarte dos materiais perfurocortantes,
bem como os cuidados de biosseguranca necessarios na manipulacdo animal e de
residuos quimicos e biologicos foram realizados conforme as rotinas estabelecidas

pela Comissado de Gestdo Ambiental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

3.10. Analise estatistica

Para andlise dos testes comportamentais, pesos de oOrgdos linfoides e
citometria de fluxo foi utilizado o modelo de Equacdes de Estimacdes Generalizadas
(GEE) para levar em conta tanto os grupos (controle e nude), quanto o efeito de
ninhada (utilizacdo de mais de um animal da mesma ninhada em um grupo) no
desfecho (Guimardes & Hirakata, 2012).As expressoOes relativas de RNAmM e do
imunocontetudo das proteinas sindpticas foram comparadas utilizando o teste t de
Student. Todos os dados estdo expressos como média + erro padrdo. As analises
foram realizadas com o software IBM SPSS Statistics (v.20) e supervisionadas pela
Unidade de Bioestatistica do HCPA.
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4. RESULTADOS

4.1. Locomocdao e comportamentos repetitivos/estereotipados

No teste de campo aberto ndo foram encontradas diferengas na velocidade de
deslocamento, distancia percorrida, tempo no centro, tempo em descanso e rearings
entre 0s grupos (dados ndo apresentados). Entretanto, o monitor de atividades
registrou um aumento significativo nos movimentos instaveis (indicadores de
estereotipias) dos animais nude (controle: 2320,90 + 88,89, nude: 3313,91 + 242,89,
p<0,001, Figura 5A). A partir disso, observadores treinados realizaram a avaliacéo
de videos do periodo de teste para classificacdo do comportamento repetitivo de
autolimpeza. O grupo nude apresentou elevacdo em diversos parametros, tais como
0 numero de episodios incompletos (controle: 5,59 + 0,48, nude: 8,25 + 1,12,
p<0,001, Figura 5B) e totais (controle: 20,68 + 0,98, nude: 22,50 = 1,10, p<0,05,
Figura 5B); duracdo de autolimpeza completa (controle: 283,81 s + 22,53, nude:
339,57 s + 33,02, p<0,05) e total (controle: 318,08 s + 22,68, nude: 389,47 s + 29,65,
p<0,01); e duracdo média de episddios completos (controle: 18,92 s + 1,29, nude:
24,97 s £ 2,79, p<0,05).
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Figura 5 - Alteracbes no comportamento repetitivo/estereotipado de

autolimpeza. (A) Movimentos instaveis quantificados por interrupcdes nos feixes do
monitor de atividade. (B) Numero de episédios de autolimpeza avaliados por
observacdo em video. (C) Duracdo de autolimpeza cronometrada por observacao
em video. (D) Duracdo média de cada episodio de autolimpeza calculada pela raz&o
entre a duracdo e o numero de episodios. Ncontrole = 20-22, Nnude = 11-12, Nninhadas =
11-12. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.

O teste de enterramento de bolinhas (marble burying test) foi realizado como
avaliacao adicional de outro comportamento repetitivo/estereotipado. Curiosamente,
animais do grupo nude enterraram menos bolinhas em comparagdo ao grupo
controle, ndo indicando estereotipias (controle: 35,45% + 4,89, nude: 5,07% + 2,94,
p<0,001, Figura 6). Dessa forma, camundongos nude apresentaram alteracoes

divergentes em diferentes testes de comportamento repetitivo/estereotipado.
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Figura 6 - Alteracdo no comportamento de enterramento de bolinhas. Grupo
nude apresentou reducdo do comportamento repetitivo de enterramento de bolinhas.
Ncontrole = 22, Nnude = 12, Nninhadas = 12. ***p<0,001.

4.2. Resposta anocicepcao térmica

No teste de retirada da cauda (tail flick test) camundongos nude apresentaram
maior sensibilidade a estimulos nociceptivos térmicos, conforme demonstrado pela
menor laténcia para retirada da cauda (controle: 6,47 s £ 0,31, nude: 4,99 + 0,29,
p<0,001, Figura 7).

*kk

8- I {
— 6-
o —
© e
2 4
Q
3

2-

0- r

Controle Nude

Figura 7 - Limiar de nocicepcgéao térmica. Diminuicdo da laténcia para retirada da
cauda € observada em camundongos nude. Ncontrole = 21, Nnude = 11, Nninhadas = 11.
***n<0,001.
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4.3. Comportamento social

No teste de sociabilidade de 3 camaras nenhum dos grupos apresentou
diferenca significativa para o tempo permanecido em cada uma das camaras (Figura
8A). O grupo controle apresentou maior tempo de investigacdo do animal
desconhecido em comparacdo ao objeto desconhecido, demonstrando preferéncia
por interagcdo social com coespecifico. Entretanto, tal preferéncia ndo foi
demonstrada pelo grupo nude, um indicativo de prejuizos sociais (controleanimal
desconhecido. 170,14 s + 15,34, control€objeto desconhecido: 101,23 s + 9,27; nudeanimal
desconhecido: 132,83 + 31,09, nudeobjeto desconhecido: 74,50 s + 20,29; p<0,001, Figura 8B).
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Figura 8 - Alteracdo no comportamento social. (A) Tempos de permanéncia em
cada camara. (B) Tempos de investigacdo do objeto e animal desconhecidos.
Animais nude ndo demonstraram preferéncia por interacdo social com coespecifico,

conforme o grupo controle. Ncontrole = 22, Nnude = 12, Nninhadas = 12. ***p<0,001.

4.4. Andlise de 6rgaos linfoides e perfil de células Te B

Na idade em que foram eutanasiados (P40) os animais e as estruturas
removidas foram pesados. N&o houve diferenca significativa nos pesos absolutos
dos 6rgéos linfoides entre os grupos (Tabela 2). Entretanto, animais do grupo nude
apresentaram um menor peso corporal em comparagdo aos Sseus irmaos
heterozigotos do grupo controle (controle: 26,03 g + 0,40, nude: 21,39 g + 0,67,
p<0,001, Tabela 2). Dessa forma, o peso relativo (mg de 6rgdo por g de peso

corporal) de cada orgéao foi calculado, evidenciando um maior peso relativo no grupo
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nude (bagocontrole: 3,47 = 0,06, bagonude: 4,25 + 0,21, p<0,001; linfonodocontrole: 0,08 £
0,003, lifonodonude: 0,14 + 0,02, p<0,01, Tabela 2).

Tabela 2 - Pesos absolutos e relativos de 6rgéos linfoides

Parametro Controle Nude

Peso absoluto

Corpora| (g) 26,03 £ 0,40 21,39 + 0,67***
Baco (mg) 90,55 + 1,50 90,64 £ 4,57
Linfonodo (mg) 2,20 £ 0,09 2,88+£0,42

Peso relativo (6rgao / corporal)
Baco (mg/g) 3,47 £ 0,06 4,25 + 0,21***

Linfonodo (mg/g) 0,08 + 0,003 0,14 + 0,02**

Ncontrole = 17-21, Nnude = 11, Nninhadas = 11. ***p<01001, **p<0;01-

O perfil de linfécitos T e B analisado por citometria de fluxo no baco e no pool
de linfonodos confirmou a imunodeficiéncia de células T (CD3+) esperada para
camundongos nude (bagocontrole: 42,41% =+ 3,10, baconude: 6,19% + 1,64, p<0,001;
linfonodocontrole: 80,67% + 2,89, linfonodonude: 4,80% + 1,13, p<0,001; Figura 9). Além
disso, foi observado um aumento no percentual de células B (CD19+) em ambos os
6rgaos no grupo nude (bagocontrole: 41,95% + 3,38, baconude: 62,19% + 7,51, p<0,01;
linfonodocontrole: 7,10% £ 1,61, linfonodonude: 51,59% =+ 9,85, p<0,001; Figura 9).
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Figura 9 - Quantificacdo dos percentuais de células T (CD3+) e B (CD19+) em
baco e pool de linfonodos. O grupo nude apresentou reducdo percentual de CD3+
e aumento de CD19+ em (A) baco e (B) pool de linfonodos subcutaneos. Ncontrole =
10-11, Nnude = 7, Nninhadas = 7. ***p<0,001, **p<0,01.

4.5. Imunoconteudo de proteinas sinapticas

Parametros do equilibrio excitatério/inibitério do cértex pré-frontal, conhecido
pela regulacdo do comportamento social (Yizhar et al., 2011), foram avaliados pela
analise do imunoconteddo de proteinas sinapticas. Foi observada uma reducédo da
proteina de ancoramento PSD-95, presente no terminal pds-sinaptico de sinapses
excitatérias, no grupo nude (controle: 1,48 + 0,03, nude: 1,02 £ 0,15, p<0,05, Figura
10). N&o houve diferenca significativa no contetudo de sinaptofisina (presente em

vesiculas sinapticas) e gefirina (ancoramento de sinapses inibitérias).
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Figura 10 - Imunoconteudo de proteinas sinapticas. Animais nude apresentaram
uma reducdo no imunoconteudo da proteina PSD-95 no cortex pré-frontal. Ncontrole =

6, Nnude = 6, Nninhadas = 6. *P<0,05.

4.6. Expresséao génica

Foram avaliadas as expressdes génicas relativas das citocinas IFN-y e TNF-q,
envolvidas com alteracbes no comportamento social (Filiano et al., 2016) e
repetitivo/estereotipado (Fiore et al., 1996), respectivamente. Foi observada uma
reducdo de IFN-y no coértex pré-frontal de camundongos do grupo nude (controle:
1,26 + 0,33, nude: 0,47 + 0,10, p<0,05, Figura 11). Nao foi encontrada diferenca nos
niveis da citocina TNF-a.
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Figura 11 - Expressdo génica relativa de IFN-y e TNF-a. Reducdo da expressao
génica relativa da citocina IFN-y no cértex pré-frontal de animais nude. Ncontrole = 7,

Nnude = 8, Nninhadas = 8. *p<0,05.
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4.7. Células T meningeas

A presenca de células T nas meninges de roedores vem sendo relacionada a
modulacdo de comportamentos sociais (Filiano et al., 2016), cognicdo e memoéria
(Derecki et al., 2010). Recentemente foi demonstrado o papel crucial do IFN-y
secretado por células T meningeas para o controle do equilibrio excitatério/inibitorio
cortical e comportamento social (Filiano et al., 2016). Considerando a
imunodeficiéncia de células T caracteristica dos animais nude, 0 prejuizo social
(Figura 8) e a reducédo na expressao génica de IFN-y no cortex pré-frontal (figura 8)
demonstrados nesse trabalho, avaliamos por imunofluorescéncia, em um estudo
piloto, a presenca de células T CD3+ nos grupos controle e nude (Figura 12).
Podemos observar no animal do grupo controle a presenca de células T CD3+
(verde) co-localizadas com o corante nuclear DAPI (azul) na area do seio superior
sagital do tecido meningeo, local de concentracdo desse tipo de célula (Louveau,
Smirnov, et al., 2015). De forma inédita, demonstramos que o grupo nude nédo

apresenta marcacéao para células T CD3+ no tecido meningeo.

Controle Nude

Figura 12 - Células T CD3+ nas meninges. Imagens representativas da marcacéo
imunofluorescente de células T CD3+ (em verde) na regido do seio superior sagital
de meninges de animais dos grupos controle e nude. Pode-se observar a auséncia

de marcacao positiva no animal nude. Aumento: 40x. Barra de escala: 25 pm.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho realizamos diversos testes comportamentais
considerados importantes no estudo de transtornos neuropsiquiatricos e do
neurodesenvolvimento, buscando avaliar o impacto da imunodeficiéncia de células T
sobre eles. Foram utilizados camundongos BALB/c nude cujos niveis baixos de
células T nos animais homozigotos sem timo foram confirmados por citometria de
fluxo, sendo a populacdo de células B o predominante componente linfocitario. O
peso relativo dos 6rgdos linfoides desses animais se encontrara alterado,
possivelmente devido ao menor peso corporal, caracteristica dos homozigotos
(Vidal, 1996), em relagéo aos heterozigotos do grupo controle.

Iniciamos a bateria de testes comportamentais pelo teste de campo aberto,
pois é um teste essencial para avaliar padrdes exploratérios e locomotores basicos
entre os grupos. N&o foram encontradas diferengas na velocidade de deslocamento,
distancia percorrida, tempo no centro, tempo em descanso e rearings. Esse
resultado é importante para a interpretacao de outros testes comportamentais (e.g.,
o teste de sociabilidade de 3 camaras), pois descarta a interferéncia de alteracdes

motoras nos resultados encontrados.

Entretanto, foi encontrado um aumento de movimentos instaveis no grupo
nude. Os movimentos instaveis sao medidos pelo monitor de atividades como
interrupgdes repetitivas nos feixes de luz infravermelha que cruzam o aparato sem
gue haja o deslocamento do centro de massa do animal. Baseados nessa indicacéo
de estereotipias, fizemos a analise em video para classificagdo do comportamento
repetitivo de autolimpeza dos animais, no qual foram encontradas elevacbes em
multiplos parametros no grupo nude. A principio, 0 aumento no numero de episodios
de comportamentos de autolimpeza incompletos e totais e 0 aumento na duracéao de
autolimpezas completas e totais poderiam ser considerados como manifesta¢cdes de
comportamentos repetitivos/estereotipados (Kalueff et al., 2007; Wohr & Scattoni,
2013). Porém, tais resultados devem ser interpretados com cautela. Nado podemos
descartar que, devido a auséncia de pelos, 0s animais nude possam apresentar um
padrédo de autolimpeza diferenciado. De fato, quando avaliado o comportamento
repetitivo/estereotipado pelo teste de enterramento de bolinhas, o grupo nude

demonstrou uma taxa reduzida de enterramento em comparacdo ao grupo controle.
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Divergentemente, camundongos com imunodeficiéncia de células T e B (RAG -/-)
apresentam um maior numero de bolinhas enterradas no teste, além de aumento no
comportamento de escavacdo (digging), os quais sdo indicativos de estereotipias
(Rattazzi et al., 2013). A reducdo do imunocontetdo de PSD-95 encontrada no
cortex pré-frontal de camundongos nude poderia estar correlacionada com o0s
resultados encontrados, visto que camundongos com dele¢cdo do gene codificante
dessa proteina apresentam tanto aumento do comportamento de autolimpeza
guanto reducdo do comportamento de enterramento de bolinhas (Feyder et al.,
2010).

A avaliacdo da resposta a nocicepcao térmica realizada pelo teste de retirada
da cauda revelou uma maior sensibilidade nos animais nude, representada pela
menor laténcia para retirada da cauda. Resultados similares ja foram demonstrados
em uma linhagem imunodeficiente semelhante (NMRI nu/nu), na qual foi encontrada
maior sensibilidade térmica no teste de placa quente (Vermeirsch & Meert, 2004). A
resposta basal a nocicepcdo de origem mecanica ndo parece estar alterada em
camundongos imunodeficientes nude, entretanto € apresentada hiperalgesia quando
imunizados com ovoalbumina (Boué et al., 2011). A auséncia de células T afeta
também a nocicepcdo visceral, conforme observada pela hiperalgesia visceral
presente em camundongos gravemente imunodeficientes (BALB/c SCID), a qual
pode ser revertida com o repovoamento de células T CD4+ (Verma-Gandhu et al.,
2006).

O comportamento social dos animais foi analisado através do teste de
sociabilidade de 3 camaras, no qual a preferéncia de interacdo com um objeto
desconhecido ou um animal desconhecido € comparada dentro do grupo
experimental. Os animais do grupo controle apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa entre o tempo de investigacdo do objeto e do animal,
passando mais tempo interagindo com o animal — um comportamento tipico de
roedores (Crawley, 2007) — embora o tempo permanecido nas camaras nao tenha
sido diferente. No grupo nude, apesar do tempo de interagdo com o animal
desconhecido também ter sido maior, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa, indicando possiveis prejuizos sociais nesses animais. Diversos
transtornos neuropsiquiatricos e do neurodesenvolvimento sdo caracterizados por

prejuizos no comportamento social e envolvimento do sistema imunolégico, como
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esquizofrenia, depressao e principalmente transtorno do espectro autista (Coyle,
2011; Kaidanovich-Beilin et al., 2011). O transtorno do espectro autista é mais
prevalente em individuos do sexo masculino do que feminino (Gottfried et al., 2015)
e, de maneira semelhante, roedores fémeas do modelo animal de autismo induzido
por exposicdo pré-natal ao &cido valproico ndo exibem o0s prejuizos sociais
presentes em machos (Schneider et al., 2008). Interessantemente, reducdo da
interacdo social com um coespecifico no teste de sociabilidade reciproca (realizado
com os dois animais livres em um aparato de campo aberto) foi demonstrada apenas
em camundongos imunodeficientes nude machos, enquanto fémeas possuem
sociabilidade normal (Vidal, 1996).

A expressdo do comportamento social € extremamente dependente do
equilibrio excitatério/inibitério cortical, principalmente do cortex frontal, visto que o
predominio de excitacdo nessa regido ja foi demonstrada como fator causal de
déficits na sociabilidade em animais (Yizhar et al., 2011). Dessa forma, buscamos
avaliar parametros de excitacdo/inibicio no cortex pré-frontal através do
imunoconteldo de proteinas sinapticas presentes em terminais pré-sindpticos
(sinaptofisina), poOs-sinapticos excitatorios (PSD-95) e pds-sinapticos inibitorios
(gefirina). Conforme mencionado anteriormente, nossos resultados revelaram uma
diminuicdo do imunocontetddo de PSD-95 em animais nude, indicando uma reducéo
do componente excitatério, o que desafia a hip6tese inicial de prejuizos sociais
correlacionados com predominio da excitagcdo. Anormalidades em componentes
excitatérios ja foram descritas em camundongos nude, tais como reducdo nos niveis
basais de glutamato (principal neurotransmissor excitatério no SNC) no cortex e
maior susceptibilidade aos efeitos deletérios de convulsdes induzidas por pilocarpina
(Vignoli et al., 2012).

Recentemente, um novo mecanismo relacionando o equilibrio
excitatorio/inibitorio cortical e células T foi descrito em estudos com animais
severamente imunodeficientes (SCID) (Filiano et al., 2016). Camundongos SCID
apresentam hiperconectividade entre multiplas regides do cortex frontal e prejuizos
sociais. A analise do transcriptoma celular e encefalico, em resposta a citocinas
secretadas por células T, revelou uma forte interacao entre o comportamento social
e respostas dependentes de IFN-y. O bloqueio da migracado de células T para as

meninges ou nocaute dos genes de IFN-y ou do receptor de IFN-y produzem os
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mesmos déficits sociais e hiperconectividade observados inicialmente. Foi
demonstrado que a manutencdo do comportamento social pelas células T
meningeas ocorre pela secrecdo de IFN-y, o qual atua em receptores IFN-y R1 de
interneurdnios no cortex pré-frontal, aumentando a inibicdo tbnica GABAérgica e
prevenindo a hiperexcitabilidade cortical. Baseados nessa recente descoberta,
realizamos a andlise da expressao génica de IFN-y e TNF-a — que assim como IFN-y
€ uma citocina derivada de uma resposta Thl e que esta envolvida na progresséao de
doencas neuroldgicas (Benveniste & Benos, 1995) e presenca de estereotipias
(Fiore et al., 1996) — no cortex pré-frontal dos grupos controle e nude. Dessa forma,
encontramos uma reducdo da expressdo génica de IFN-y nos animais nude,

enquanto os niveis de TNF-a permaneceram inalterados.

Apesar da analise por citometria de fluxo ter demonstrado a auséncia quase
total de células T nos camundongos nude desse trabalho, nos pareceu necessaria a
confirmacdo da auséncia dessas células nas meninges dos animais, para assim
relacionarmos imunodeficiéncia, reducado da expressao génica de IFN-y no cértex
pré-frontal e os prejuizos sociais encontrados. Como avaliacdo inicial na forma de
piloto, observamos por marcacao imunofluorescente a presenca de células T CD3+
na area do seio superior sagital do tecido meningeo de um animal controle e um
animal nude. Células T CD3+ foram encontradas apenas no animal controle, de
acordo com o esperado. Para confirmacdo desse resultado ainda serd necessario
um aumento do namero experimental e quantificacdo de células/area, além de uma
imunomarcacédo adicional para células de vasos linfaticos para assegurar que as

células T ndo estdo contidas no endotélio vascular.

Em resumo, animais homozigotos nude possuem um padrdo complexo de
alteracbes comportamentais em diferentes dominios, além de reducdo de uma
proteina sinaptica excitatdria e diminuicdo dos niveis moleculares de uma importante
citocina moduladora do comportamento social. Os testes de comportamentos
repetitivos/estereotipados apresentaram resultados contraditorios, entretanto, a
mesma incoeréncia pode ser encontrada em animais com dele¢éo do gene da PSD-
95 (Feyder et al., 2010). A maior sensibilidade a nocicepcao térmica esta de acordo
com observagdes semelhantes realizadas com outras metodologias (Verma-Gandhu
et al., 2006; Vermeirsch & Meert, 2004) e fortalece o papel da imunidade celular na

modulag&o da nocicepgao (Ren & Dubner, 2010), embora n&o tenhamos avaliado se
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essa influéncia acontece em nivel central ou periférico. O prejuizo social encontrado
no grupo nude esta de acordo com as recentes demonstracdes do papel central das
células T para o comportamento social (Filiano et al., 2017). Nossos resultados
demonstram que esses animais possuem uma reducéo da expressao génica de IFN-
y no cortex pré-frontal e uma potencial auséncia de células T secretoras de IFN-y
nas meninges, o0 que poderia estar correlacionado com os déficits sociais
encontrados (Filiano et al., 2016). A reduc&o do imunocontetdo de PSD-95 no coértex
pré-frontal ndo parece estar de acordo com as observacfes de prejuizos sociais
causados por hiperexcitabilidade (Yizhar et al.,, 2011), sugerindo que outros

mecanismos podem estar envolvidos na alteragdo encontrada.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Considerando o crescente numero de evidéncias do envolvimento de
componentes do sistema imunolégico nos principais transtornos que acometem o
sistema nervoso central, é imprescindivel a busca de novos métodos e ferramentas
gue contemplem a interface entre esses dois sistemas. No presente trabalho,
investigamos na linhagem BALB/c nude as consequéncias da imunodeficiéncia
congénita de células T em diferentes comportamentos relevantes para o estudo de
transtornos neuropsiquiatricos e do neurodesenvolvimento e quais 0s possiveis
mecanismos sinapticos e moduladores neuroimunoldgicos estariam contribuindo

para as alteracdes observadas.

A avaliacdo dos orgaos linfoides confirmou a esperada imunodeficiéncia de
células T no grupo nude, além do maior peso relativo desses 6rgaos, devido ao
menor peso corporal desses animais. Apesar da caracterizacdo comportamental dos
animais homozigotos nude ter sido realizada em diversos dominios, ainda
permanecem duavidas, em especial sobre a origem do aumento de comportamento
de autolimpeza observado. Além disso, testes comportamentais para avaliacdo de
ansiedade (labirinto em cruz-elevado, claro/escuro) e memoéria (reconhecimento de
objetos, esquiva inibitéria) poderiam revelar o envolvimento da imunodeficiéncia de
células T com outras estruturas encefalicas relevantes, como a amigdala e o
hipocampo. Adicionalmente, se faz necessaria também a avaliagdo de parametros
de ansiedade e possiveis deficiéncias olfatérias para o descarte da interferéncia

desses fatores na exploracéo social dos roedores.

Os mecanismos envolvendo a auséncia de células T, o componente estrutural
sinaptico do equilibrio excitatorio/inibitério e o prejuizo social nesses animais ainda
precisam ser completamente elucidados. Apenas com estudos eletrofisiol6gicos
poderemos compreender o verdadeiro significado da reducdo do imunoconteudo de
PSD-95 e se a reducao de IFN-y é o fator causal e preponderante para a alteragéo

do comportamento social observada no grupo nude.

Concluindo, a linhagem BALB/c nude oferece potencial para o estudo de
interacdes neuroimunoldgicas, principalmente ao considerarmos as dificuldades de

obtencdo e manutencdo de linhagens transgénicas mais especificas. Como
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perspectivas interessantes podemos destacar a analise de outras citocinas
(baseadas em resposta Th1/Th2/Th17) presentes nas meninges ou no cortex, além
do repovoamento do sistema imunolégico dos animais com diferentes

subpopulacdes de células T CD4+ e seu impacto nos diferentes comportamentos.
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