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RESUMO

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) representa um grupo de
desordens do neurodesenvolvimento, caracterizado por déficits na comunicacéo e
na interagdo social e comportamentos repetitivos e interesses/atividades restritas.
Dados epidemioldgicos indicam que fatores ambientais, como a exposicdo materna
ao acido valproico (VPA), aumentam o risco do nascimento de filhos com
TEA. Embora a etiologia do transtorno seja desconhecida e os comportamentos
observados advenham de alteragdes no sistema nervoso central, uma das hipotéses
mais recentes para o desenvolvimento e fisiopatologia do transtorno, envolve
componentes do sistema imunolégico. Considerando a possivel contribuicdo dos
linfocitos para a patofisiologia do TEA nés buscamos avaliar o perfil fenotipico de
linfocitos em 6rgéos linféides de camundongos do modelo animal de TEA induzido
por VPA. Camundongas prenhes receberam uma unica injecao intraperitoneal de
VPA (600 mg/kg) ou solugéo salina no 11° dia de gestacdo. Os machos da prole
foram posteriormente eutanasiados aos 60 dias de idade para remoc¢do do timo,
baco e pool de linfonodos inguinais, axilares e braquiais. A celularidade dos 6rgaos
foi avaliada em camara de Neubauer e a analise por citometria de fluxo foi realizada
com suspensdes das células incubadas com anticorpos anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE
e anti-CD8-PE-Cy7. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos em relacéo ao peso dos 6rgéaos. Nos linfonodos foram
encontradas redugdes das populagdes CD3+ CD4+ e CD3+ CD8+ nos animais do
grupo VPA, assim como redugdo do percentual de células CD4+ e aumento do
percentual de células CD8+. Além disso, também foram encontradas pequenas
alteragdes em relagéo a proporcao dessas células no timo e bago dos camundongos
VPA. No presente estudo fizemos a observacdo inédita da reducdo drastica de
linfécitos T nos linfonodos de camundongos do modelo animal de TEA induzido por
exposicao pré-natal ao VPA. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
caracterizar o perfil imunoloégico do transtorno e seu possivel papel no

desencadeamento do TEA.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Transtorno do Espectro do Autismo

O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) representa um grupo de
desordens do neurodesenvolvimento, caracterizado por 1) déficits na comunicagéo e
na interacéo social e 2) comportamentos repetitivos e interesses/atividades restritas
(American Psychiatric Association, 2013). Embora possam variar de intensidade,
ambas as caracteristicas sdo presentes durante toda a vida (Rapin & Tuchman,
2008).

O termo autismo é derivado do grego autos, que significa si préprio, e foi
utilizado pela primeira vez em 1911 pelo psiquiatra suico Paul Eugen Bleuler como
uma das caracteristicas necessarias para diagnosticar pessoas com esquizofrenia,
outro termo também cunhado pelo mesmo (Kuhn, 2004). Os primeiros usos do termo
autismo para descrever um transtorno separado da esquizofrenia foram feitos de
maneira independente e praticamente simultdneos: em 1938 por Hans Asperger, em
uma palestra no Hospital Universitario de Viena, seguida de uma publicacdo em
1944, descrevendo caracteristicas de “autistas psicopatas” em seus estudos de caso
(Lyons & Fitzgerald, 2007); e em 1943 por Leo Kanner, em Baltimore nos Estados
Unidos da América, para definir um grupo de onze criangas com diminuida

capacidade de estabelecer contato interpessoal e afetivo (Kanner, 1968).

A etiologia do TEA permanece desconhecida, embora seja evidente a
interacdo complexa de fatores genéticos e fatores de risco ambientais. Por se tratar
de uma desordem altamente heterogénea e multifatorial (Gottfried & Bambini-Junior,
2013), alem das duas caracteristicas anteriormente citadas necessarias para o
diagnostico, existem diversas caracteristicas adicionais associadas, como atrasos de
linguagem, inabilidade de interpretar emocgdes a partir de expressodes faciais (Sepeta
et al., 2012), maior circunferéncia e volume cerebral quando jovens (Casanova,
2007; Rapin & Tuchman, 2008; Skoyles, 2008) e altera¢des no sistema imunologico
(Onore, Careaga, & Ashwood, 2012b), tais como aumento de citocinas pro-
inflamat6rias e aumento na ativacado de linfocitos T (Ashwood, Krakowiak, et al.,

2011b). De fato, o transtorno pode se apresentar com manifestagdes tdo distintas
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que dificiilmente dois individuos compartihem o mesmo conjunto de sintomas e
comorbidades (Gadia, Tuchman, & Rotta, 2004).

1.2. Dados epidemiolégicos

Os primeiros estudos epidemiolégicos relacionados ao TEA foram conduzidos
no final dos anos da década de 1960 e inicio da década de 1970, nos quais a
prevaléncia estimada em estudos europeus foi de 1 a cada 2500 individuos na
populacao (Gillberg & Wing, 1999). No ano de 2000, o érgéo Centros de Controle e
Prevencdo de Doencgas dos Estados Unidos da América (em inglés, Centers for
Disease Control and Prevention — CDC), criou a rede Autism and Developmental
Disabilities Monitoring (ADDM) para coletar dados e estimar a prevaléncia de TEA
nos EUA. As primeiras estimativas, referentes aos anos de 2000 e 2002 foram de
aproximadamente 1 a cada 150 criangas de até 8 anos de idade acometida pelo
transtorno. Desde entdo a prevaléncia vem aumentando nos EUA (Centers for

Disease Control and Prevention (CDC)., 2014), conforme mostrado na tabela abaixo.

Tabela 1 — Dados de prevaléncia de TEA nos Estados Unidos da América.

Ano de monitoramento Ano de nascimento Prevaléncia
(1 a cada ‘x’ criangas)
2000 1992 1:150
2002 1994 1:150
2004 1996 1:125
2006 1998 1:110
2008 2000 1:88
2010 2002 1:68

Fonte: adaptado de CDC — Autism Spectrum Disorders: Data & Statistics.

A elevagao na prevaléncia se deve, em parte, a mudangas nos critérios de
diagnostico e maior conscientizagdo sobre o TEA, entretanto, esses fatos nao
explicariam por completo o aumento observado (Fombonne, 2009). Estudos
epidemioldgicos e com modelos animais indicam que fatores ambientais podem ser
responsaveis pelos aumentos na incidéncia do TEA (Christensen et al., 2013;
Fombonne, 2009). Tais estudos tém evidenciado que condigbes ambientais
adversas durante o periodo gestacional, como exposi¢cdo materna a teratbgenos (ex.

acido valproico e talidomida) ou a ativagdo imune materna (por infecgdes virais ou
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bacterianas) podem aumentar o risco de autismo na prole (Arndt, Stodgell, & Rodier,
2005; Dufour-Rainfray et al., 2011). Baseados nessas observagdes, foram propostos
diferentes modelos animais de TEA induzidos geneticamente, por lesdo, por
ativacdo imune materna durante a gestacdo e farmacologicamente (Blundell et al.,
2009; Murcia, Gulden, & Herrup, 2005; Rodier, Ingram, Tisdale, & Croog, 1997).

1.3. O modelo animal de TEA baseado na exposi¢ao pré-natal ao acido

valproico (VPA)

Conforme mencionado anteriormente, observacgdes feitas a partir de estudos
epidemioldgicos evidenciaram o envolvimento de teratdgenos como fatores de risco
ambientais possivelmente relacionados ao desencadeamento do autismo (Arndt et
al., 2005). Entre os teratdogenos, destaca-se o VPA, um anticonvulsivante e
estabilizador de humor, cuja administragdo durante a gestacdo esta associada a
malformagbes congénitas, atrasos no desenvolvimento, prejuizo cognitivo € maior
risco de TEA na prole (Florence | Roullet, Lai, & Foster, 2013). Um estudo
populacional realizado com todos os nascidos vivos entre 1996 e 2006 na
Dinamarca associou o uso de acido valproico durante a gestagdo com o aumento
significativo do risco de desenvolvimento de TEA nos filhos, mostrando de forma
contundente o papel desse fator ambiental na epidemiologia do transtorno
(Christensen et al., 2013).

Idealmente, modelos animais confiaveis devem apresentar trés caracteristicas
principais (Crawley, 2008): validade de construto, ou seja, o animal reproduz uma
circunstancia que, em humanos, leva a determinada condicdo; validade de face,
relacionada a habilidade do modelo de reproduzir padrbes encontrados na condi¢cao
estudada; e validade preditiva, a qual se refere a similaridade de reacgbes e
respostas fisiolégicas entre o0 modelo e o ser humano quando expostos a condigdes

correspondentes (por exemplo, um tratamento farmacologico).

Em 1997, apds observar redu¢cao no numero de neurénios motores em nervos
craneanos e anormalidades no cerebelo de ratos expostos pré-natalmente ao VPA,
Patricia Rodier sugeriu que tal exposi¢gao poderia resultar em um modelo animal de

autismo (Rodier et al., 1997). Apenas em 2005 foram relatadas as alteragbes
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comportamentais no modelo, como diminuicdo da sociablidade, estereotipias e

diminuigéo da atividade exploratoria (Schneider & Przewtocki, 2005).

O modelo animal de TEA induzido por VPA, portanto, satisfaz o critério de
validade de construto ao se basear na utilizacdo de um fator de risco conhecido para
o desencadeamento de TEA em humanos como agente indutor das caracteristicas
do tipo-autista em roedores (Bromley et al., 2013). Em relagcédo a validade de face,
testes comportamentais demonstram alteragcbes comportamentais correspondentes
tanto aos déficits sociais quanto a presencga de estereotipias nos roedores expostos
pré-natalmente ao VPA (Bambini-Junior et al., 2011; F | Roullet, Wollaston,

Decatanzaro, & Foster, 2010).

A tabela 2 lista as principais alteragdes comportamentais, as quais sao
necessarias para o diagnostico de TEA, similares entre roedores do modelo animal

de TEA e pacientes com o transtorno.

Tabela 2 — Alteragcdes comportamentais comuns a modelos animais e pacientes
com TEA.

Alteragées comportamentais em modelos animais de

Publicagcao
TEA

(Schneider & Przewtocki,
Diminuicao da sociabilidade.

2005)
(Tsujino et al., 2007) Alteracdes no ciclo sono-vigilia.
(Schneider et al., 2008) Aumento de padrdes comportamentais estereotipados.
(Bambini-Junior et al., 2011) Rigidez comportamental.

Além de alteragdes comportamentais, muitas alteragdes morfoldgicas e
neuroquimicas sdo encontradas no modelo animal em sistemas conhecidamente
afetados em seres humanos com TEA. Na tabela 3 estédo listados os principais

relatos nesse contexto.
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Tabela 3 — Alteragdes associadas ao diagnostico de TEA comuns a modelos

animais e pacientes.

Publicagcao Alterac6es em modelos animais de TEA

_ Mudangas na forma, niumero e volume das células de
(Rodier et al., 1997) .
Purkinje no cerebelo.

(Miyazaki, Narita, & Narita, Alteracdes na migracdo e maturagdo de neurdnios
2005) serotoninérgicos.
(Gogolla et al., 2009) Reducéo de neurdnios inibitérios no coértex.
(Banji et al., 2011) Elevacao de marcadores de estresse oxidativo.
(Lucchina & Depino, 2013) Niveis elevados de citocinas proé-inflamatorias.

1.4. Sistema imunoldgico e orgaos linfoides

1.4.1. Organizacéo do sistema imunoldgico

O sistema imunologico € composto por uma rede de interacbes entre érgéos
linfoides, células, fatores humorais e citocinas, tendo como principal funcdo a
protecdo contra substancias estranhas, microorganismos, patdbgenos e parasitas
(Kierszembaum, 2004). A imunidade pode ser dividida de forma geral em duas
classificagcdes, inata/natural e adaptativa/adquirida. A imunidade inata é o
mecanismo mais simples e conservado na evolugdo, constituindo uma resposta
rapida e sem necessidade de exposigdo prévia ao patégeno. E composta pela
barreira epitelial, células fagocitarias (macrofagos e neutréfilos), células natural killer
(NK), proteinas do sistema complemento e citocinas. A imunidade adaptativa é
caracterizada por reagdes antigeno especificas envolvendo receptores de células T
e B, e € uma resposta mais demorada em comparagdo a imunidade inata, porém
mais especifica e com produgéo de memoéria imunologica (Parkin & Cohen, 2001). A
imunidade adaptativa pode ainda ser dividida em imunidade humoral, mediada por
anticorpos secretados por plasmocitos (linfécitos B diferenciados), promovendo a
acao fagocitaria de macrofagos e recrutamento de granul6citos; e imunidade celular,
que envolve a captacdo do patdégeno por uma célula fagocitaria e apresentacéo de
antigenos para os linfécitos T, cujo reconhecimento é feito pelo receptor de linfécito
T (TCR).
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As células apresentadoras de antigeno internalizam possiveis patdégenos e os
fragmentam em peptideos antigénicos que serdo expostos por moléculas de
superficie, denominadas de complexo principal de histocompatilidade (MHC ou HLA
— antigenos leucocitarios de humanos — em humanos), para reconhecimento pelo
TCR dos linfécitos 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 fungédo de estabilizar a ligagdo das células
apresentadoras de antigeno aos linfécitos T. As moléculas CD4 e CD8 estédo
presentes na superficie das células T e fazem parte, respectivamente, da sinalizagéo
de linfocitos T auxiliares CD4+ e linfécitos T citotéxicos CD8+ no reconhecimento de

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

1.4.2. Organizacéo dos o6rgaos linfoides

Os orgaos linfoides podem ser classificados em primarios e secundarios.
Orgaos linfoides primarios sdo os locais onde acontece o desenvolvimento de
células precursoras em linfocitos maduros, como a medula 6ssea, local de origem e
diferenciacao inicial dos linfécitos; e o timo, onde os timécitos se diferenciam em
linfécitos T maduros. Orgaos linfoides secundarios sdo locais onde os linfécitos
interagem entre si ou com outras células para gerar respostas contra antigenos,

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

O timo esta localizado no mediastino superior e é dividido por uma fissura em
dois I6bulos principais assimétricos, cada um consistindo em varios Iébulos
incompletos. Cada Ibbulo possui uma regido cortical, externa, e uma regiao
medular, interna. Os progenitores de linfécitos T produzidos na medula éssea
chegam ao timo para se tornarem linfécitos T imunocompetentes CD4+ ou CD8+
(Kierszembaum, 2004). Essa maturagdo comecga na parte mais externa do cértex,
onde os timocitos duplo-negativos para CD4 e CDS8 iniciam sua proliferagdo e
reorganizagcdo génica para expressao de um pré-TCR e dos co-receptores. Na parte
mais interna do cértex os timoécitos em amadurecimento sdo duplo-positivos e é

onde acontece o processo de selegcdo positiva: apenas os timocitos capazes de
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realizar uma ligagéo entre o TCR e o MHC préprio continuarao o desenvolvimento.
Durante a migracdo dos timocitos duplo-positivos em diregdo a medula ocorre o
processo de selecdo negativa: apenas aqueles timocitos que néo se ligam com alta
afinidade ao MHC proéprio sobreviverdo (Kipps, 2010). Os timdcitos selecionados
entram na medula do timo onde amadurecem em linfocitos T simple-positivos para
CD4 ou CD8 e eventualmente saem do timo em direcdo aos 6rgaos linfoides
periféricos. Cerca de 95% dos timécitos morrem dentro do cértex do timo sem nunca

terem amadurecido (Kierszembaum, 2004).

O bacgo esta localizado no quadrante superior esquerdo do peritbnio e é o
maior 6rgao linfoide secundario do organismo. Possui dois componentes principais:
a polpa vermelha, que atua como um filtro do sangue ao remover hemacias
envelhecidas e microorganismos através dos macrofagos residentes; e a polpa
branca, o componente imunolégico do bago, formada por ndédulos esplénicos com
linfocitos T e B, células apresentadoras de antigeno e plasmacitos (Kierszembaum,
2004).

Os linfonodos sdo uma rede de érgaos linfoides secundarios associados aos
vasos linfaticos e responsaveis por filtrar antigenos do intersticio e da linfa.
Conforme o fluxo da linfa através dos vasos, células fagocitarias internalizam
antigenos e os transportam para o interior dos linfonodos, onde sao apresentados
aos linfécitos T através do MHC (Kipps, 2010). A resposte imunolégica é dependente
da interagéo entre linfocitos T e linfocitos B, os quais proliferam e se diferenciam em

plasmacitos secretores de imunoglobulinas (Kierszembaum, 2004).

1.5. Relagao entre o sistema imunologico e o TEA

Embora a etiologia do TEA seja desconhecida e os comportamentos
observados advenham de alteragdes no sistema nervoso central, uma das hipotéses
mais recentes para o desenvolvimento e fisiopatologia do transtorno, envolve
componentes do sistema imunolégico (Gesundheit et al.,, 2013). Estudos
epidemiologicos relacionam a ativagdo do sistema imunoldgico materno durante a
gestagdo com o aumento do risco de TEA na prole (Atladéttir et al., 2010). Diversas

alteracgdes imunoldgicas podem ser observadas em individuos com TEA, tais como
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perfil de citocinas pré-inflamatérias elevado no soro, aumento de ativagdo de
linfocitos T (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011b), nimero elevado de mondécitos
circulantes (Sweeten, Posey, & McDougle, 2003) e ativacdo de macréfagos
periféricos e microglia (Morgan et al.,, 2010; Vargas, Nascimbene, Krishnan,
Zimmerman, & Pardo, 2005). Tais disfun¢gdes do sistema imunolégico podem ser
responsaveis por alteragdes neuronais e comportamentais encontradas no TEA
(Liblau, Gonzalez-Dunia, Wiendl, & Zipp, 2013).

Além disso, individuos com TEA podem apresentar anormalidades
linfocitarias, como reducéo da proporcao e quantidade de células T CD4+ e total de
linfocitos (Yonk et al., 1990). Outro estudo relata producédo alterada de citocinas e
diminuigdo na expressdo de marcadores de ativagdo em linfocitos de criangas com
TEA ap6s estimulacdo com fitohemaglutinina (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011a).
Embora ndo existam relatos de infiltracdo de linfécitos no sistema nervoso central de
pacientes com TEA, existe a possibilidade que isso ocorra durante a gravidez ou no
inicio do desenvolvimento poés-natal (Gesundheit et al., 2013). Existem, no entanto,
relatos de infiltracao linfocitaria no trato gastrointestinal de pacientes, com numeros
elevados de células T CD4+ e T CD8+, assim como aumento da produgao de
citocinas proé-inflamatorias por essas células (Ashwood et al., 2003).

A interacdo entre o sistema imunolégico e o sistema nervoso central é
complexa, podendo envolver secrecdo de citocinas, anticorpos, sistema
complemento e migracéo celular (Onore, Careaga, & Ashwood, 2012a). A Figura 1
ilustra possiveis mecanismos envolvidos no TEA, como, por exemplo: niveis
elevados das citocinas TNF-q, IL-1B8 podem inibir a neurogénese e aumentar a morte
celular; IL-6, principal citocina pré-inflamatéria relacionada ao transtorno, pode
promover o crescimento e proliferagcdo de neurénios e oligodendrécitos; moléculas
do sistema complemento podem opsonizar sinapses e promover a fagocitacéo pela
microglia; ativacdo microglial pode promover a poda sinaptica. Tais disfung¢des

imunoldgicas poderiam resultar em um fenétipo comportamental observado no TEA.
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Figura 1 — Interacdes entre sistema imunoldgico e sistema nervoso central no TEA.
Moléculas do sistema imunolégico, tais como citocinas, anticorpos e sistema
complemento, podem atravessar a barreira hematoencefalica e provocar alteragdes
no sistema nervoso central.

Fonte: (Onore et al., 2012a)
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2. JUSTIFICATIVA

Levando em conta as dificuldades de realizagdo de estudos com amostras
biolégicas de pacientes com TEA que n&o sejam sangue, o modelo animal de
autismo induzido por VPA torna-se um interessante método de estudo do sistema
imunoldgico e suas possiveis alteragbes no transtorno. Nosso grupo investiga o
modelo animal de autismo induzido por VPA desde 2008, conduzindo avaliagbes
comportamentais e analises moleculares sob uma perspectiva translacional de
estudo do TEA e é nesse contexto que fica clara a necessidade da avaliagédo de
células T em drgéos linfoides de camundongos do modelo animal de autismo e suas

possiveis implicagdes na etiologia desse transtorno.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Avaliar qualitativa e quantitativamente o perfil fenotipico de linfécitos em
orgaos linféides de camundongos do modelo animal de TEA induzido por VPA.
3.2 Objetivos especificos

Avaliar a celularidade total e as subpopulagdes de linfocitos T CD4+ e CD8+
em timo, baco e pool de linfonodos subcutdneos de camundongos do modelo animal

de autismo induzido por VPA.
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4. TRABALHO EXPERIMENTAL NA FORMA DE ARTIGO CIENTIFICO

(Formatado de acordo com as regras do periédico Neuroimmunomodulation,

disponivel no Anexo 1).

Prenatal exposure to valproic acid triggers quantitative and qualitative

alterations in T cells of murine lymphoid organs — implications to autism
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Abstract

Objective: Considering the potential role of lymphocytes in the pathophysiology
of Autism Specter Disorders (ASD) we aimed to evaluate possible alterations in
lymphoid organs of the animal model of autism induced by prenatal exposure to
valproic acid (VPA). Methods: Pregnant Swiss mice received a single
intraperitoneal injection of 600 mg/kg of VPA (VPA group) or saline (control
group) on day 11 of gestation. Male animals of the offspring were euthanized on
postnatal day 60 for removal of thymuses, spleens, and a pool of inguinal,
axillary and brachial lymph nodes. Cellularity was evaluated with a Neubauer
chamber and flow cytometry analysis was performed on cell suspensions
incubated with mouse antibodies anti-CD3-FITC (1:50), anti-CD4-PE (1:50) and
anti-CD8-PE-Cy7 (1:100). Results: In this study no differences between groups
were found in organ weight. Flow cytometry analysis revealed that both CD3+
CD4+ and CD3+ CD8+ subtypes were present in reduced amount in lymph
nodes of VPA-group animals. Also the CD4+ percentage was increased in the
lymph nodes of the VPA group, while the CD8+ percentage was diminished.
Also minor alterations regarding the proportions of these cells were detected in
thymuses and spleens from VPA group. Conclusion: In the present study, we
made the novel observation that the number of T-cells is drastically reduced in
lymph nodes of mice from the animal model of ASD induced by prenatal
exposure to VPA. Further research is necessary to both characterize the
immunological profile of ASD and investigate its connection with the etiology of

this disorder.
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Introduction

Autism spectrum disorder (ASD) is a complex developmental condition
characterized by impairments in social interaction and repetitive patterns of
behavior and interests [1]. Although its etiology is still unknown, both genetic
and environmental factors are likely to play key roles in ASD pathophysiology
[2]. In recent years, one of the more innovative hypotheses to explain the
mechanisms by which ASD develops, regards the involvement of immune
components [3]. In fact, many immunological alterations were already observed
in patients with autism such as microglial activation in postmortem brains [4],
family history of autoimmune diseases [5] and abnormal levels of inflammatory
cytokines [6].

In addition, subjects affected by ASD commonly present lymphocytic
abnormalities. Reduced proportion and quantity of CD4+ cells and total
lymphocytes, were found in a study with 25 patients [7]. Another study reported
altered production of cytokines and reduced expression of activation markers in
lymphocytes of children with autism, after stimulation with phytohemagglutinin
(PHA) [8]. Although there are no reports of lymphocytic infiltration in the central
nervous system (CNS) of patients with autism, there is a possibility that this
could happen either during pregnancy or during early postnatal development
[3]. On the other hand, lymphocytic infiltration was already reported in the gut of
patients, with elevated number of CD4+ and CD8+ subsets, as well as
increased production of proinflammatory cytokines by these cells [9], [10].

The prenatal exposure to valproic acid (VPA) in rodents triggers autistic-
like morphological and behavioral outcomes [11] and is based in the fact that
maternal use of VPA during pregnancy is associated with increased risk of ASD
development by the children [12]. Immunological alterations such as thymus
atrophy [13] and increased mRNA levels of proinflammatory cytokines in the
spleen (after LPS challenge) were already described in this model [14], but data
about cell-mediated immunity are absent. Considering the potencial role of
lymphocytes in the pathophysiology of ASD we aimed to evaluate possible
alterations in lymphoid organs of the animal model of ASD induced by prenatal

exposure to VPA. Here we report abnormal numbers of T cell subsets in the
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thymus, spleen and lymph nodes, suggesting that the behavioral changes are

accompanied or even related to a neuroimmune process.
Materials and methods

Animals

Female Swiss mice were obtained from Federal University of Pelotas
(Pelotas, RS, Brazil) and housed in a 12-h light-dark cycle, with controlled
temperature (22+1 °C), water and food ad libitum. The estrous cycle was
monitored and animals were mated. Pregnancy was determined by the
presence of vaginal plug, and that was considered the day O of gestation.
Pregnant mice received a single intraperitoneal injection of 600 mg/kg of VPA
(Acros Organics, New Jersey, USA) (VPA group) or saline (control group) on
day 11 of gestation. Male animals of the offspring were anesthetized with
isoflourane gas and exsanguinated on postnatal day 60. The experimental

groups consisted of five animals per group.

This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Clinical Hospital of Porto Alegre (Porto Alegre, RS, Brazil) under project number
12-0433.

Tissue isolation and preparation

The thymuses, spleens, and a pool of inguinal, axillary and brachial
lymph nodes were removed. Tissues were weighted, and individually
dissociated, washed, centrifuged and resuspended in PBS solution for
subsequent evaluation of cellularity with a Neubauer chamber and flow

cytometry analysis.
Flow cytometry

Cell suspensions were incubated with mouse antibodies anti-CD3-FITC
(1:50), anti-CD4-PE (1:50) and anti-CD8-PE-Cy7 (1:100), (BD Biosciences, San
Jose, CA) for 20 min with 2% fetal bovine serum-PBS solution for 20 min at
4°C. After that, cells were washed and analyzed by flow cytometry for CD3+,

CD4+ and CD8+ cell identification using the Attune® Acoustic Focusing
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Cytometer (Life Technologies), equipped with the Attune® Cytometric Software
version 1.2.5.

Statistical analyses

Data were analyzed using SPSS for Windows (SPSS Inc., Chicago, lIl.,
USA) and graphs were plotted with GraphPad Prism software. Results were
expressed as means + standard error of the mean (SEM) and statistical
comparisons were performed using the Student's t-test. A p value <0.05 was

considered statistically significant.

Results

Lymph nodes

In the present work no differences between groups were found in organ
weight (Table 1). Interestingly, despite the fact that the lymph nodes weight was
similar in control and VPA groups, the number of lymphocytes was drastically
decreased in the later (control group: 23.16 x10° +4.53 x10°% VPA group: 4.9
x10° +£0.83 x10°) (Table 1). Our data showed that both CD3+ CD4+ and CD3+
CD8+ subtypes were present in reduced amount in lymph nodes of VPA-group
animals (Figure 1B). The analyses also showed an alteration of the proportion
of CD4+/CD8+ cells. While the CD4+ percentage was increased in the lymph
nodes of the VPA group, the CD8+ percentage was diminished (Figure 1A).

Thymus

We did not observe any sign of thymus involution, once there were no
differences between groups in organ weights, cellularity and absolute number of
thymocytes subsets analyzed (Tablel). However, the percentage of CD4+ cells
was lower (control group: 14.78 + 1.14; VPA group: 10.04 £+ 0.82) and double
negative (DN) was higher (control group: 2.33 = 0.11; VPA group: 4.01 = 0.29)
in the thymuses of VPA-group animals (Table 2). No difference was observed in
the percentage of double positive (DP) and CD8+ cells between groups (Table
2).
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Spleen

The spleen cellularity and weight did not differ significantly between
groups (Table 1). However, a 30% decrease was observed in the percentage of
CDB8+ cells in the spleens of the VPA-group (control group: 10.15% +0.63; VPA
group: 7.03% £0.38) (Table 2). VPA-group animals also have a lower proportion
of CD3+ CD8+ cells (control group: 23.32% +0.81; VPA group: 18.68% +0.86)
(Table 3).

Discussion

While the etiology of ASD remains unknown, the association between
ASD and immunological disturbances is becoming more evident due to studies
in both patients and animal models. In the 70’s, it was already reported that
patients with autism produce an abnormal immune response after stimulation
[15]. For example, lymphocyte cultures from patients with autism showed
reduced PHA-stimulated differentiation, when compared to cells from typically
developing subjects [15]. In the last decades, several other reports indicated a
probable role of immune alterations in the pathophysiology of this disorder,
including increased incidence of autism in children exposed to infections during
pregnancy [16] and a family history of autoimmune diseases being more
common in families of children with ASD [17]. In addition, patients with ASD
present a variety of abnormalities in cellular and humoral immune functions [16].

In the present study, we made the novel observation that the number of
T-cells is drastically reduced in lymph nodes of mice from the animal model of
ASD induced by prenatal exposure to VPA. Consequently, we also observed
reduced amount of CD3+ CD4+ and CD3+ CD8+ cells and alterations of the
cells proportions in this tissue. Also minor alterations were detected in thymuses
and spleens of these animals. Interestingly, no difference regarding the number
of T cells and their subsets (CD4+ and CD8+) was found when the blood of
patients and controls was compared [18]. On the other hand, T cell CD8+
effector memory and terminally differentiated CD4+ are reduced in children with
autism [19]. This could indicate a difficulty to properly activate and stimulate T

cells in the secondary lymphoid organs. As a consequence, the altered T cell
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expansion may result in impairments in both primary immune response and

memory T cell development [8].

Recent data suggests that histone deacetylase (HDAC) inhibitors, such
as VPA, possess potent immunomodulatory properties both in vitro and in vivo
[20]. Studies involving animal experimentation and VPA, other than the animal
model of autism, revealed that exposure to VPA may lead to impairments in the
proliferative process of lymphocytes in vitro [21], as well as to a drastic
reduction in the number of these cells in lymph nodes, spleen and peripheral

blood of an inflammatory disease model in mice [22].

Furthermore, rats exposed prenatally to VPA displayed thymic atrophy
[23]. In our work, no difference was found between thymuses weight and
cellularity in mice from VPA and control groups. The discrepancy between those
results can be ascribed to differences in the animal species studied and to the
use of animals twice as old by Schneider et al. [23]. On the other hand, we do
found an increased population of DN and a decrease in the percentage of CD4+
thymocytes. This result is supported by a study in mice overexpressing soluble
amyloid precursor protein a (SAPP-a) - a protein found in high levels in patients
with ASD - in which the T-cell subtypes proportions was also altered, with
increased DN and CD8+ thymocytes, and decreased DP population [24]. It's
tempting to hypothesize that thymic alterations in ASD start with subtle changes
in T-cell subsets proportion and then progress to major damage of the thymus,

thus accelerating its natural involution process.

A decrease in the percentage of CD8+ splenocytes was detected in the
present study. Another study previously showed that splenocytes of VPA rats
demonstrated decreased proliferative response to concanavalin A [23]. The
significance and causes of these alterations in splenocytes should be further
investigated, but there is already some evidence that metabolic changes could
be involved, since in mice prenatally exposed to viral mimic poly(l:C) - another
animal model of ASD - the splenocytes show lower ATP production due to

reduced complex | activity [25].

The analysis of data regarding immune system abnormalities in ASD is

complicated by differences in analytical techniques, age range of the patients,
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diagnostic criteria used and, sometimes, there is a lack of confirmation of the
absence of ASD or other neurodevelopmental disorders in the controls,
especially when using siblings as controls. Given the challenges of conducting
studies with biological samples, other than blood, of patients with ASD, the use
of animal models emerges as an important tool to understand the extension of
involvement of immune system modifications in ASD. In addition, they enable
researchers to test hypothesis about molecular mechanisms underlying this
changes and to investigate the cause-consequence relationship linking nervous

and immune systems alterations in ASD.

Further research is necessary to both characterize the immunological
profile of ASD and investigate its connection with the etiology of this disorder.
The landscape of immune alterations should yet be completed in patients and
animal models of ASD, as well as the assessment of possible molecular links
between those modifications and the core symptoms of ASD. It is worth noting
that an effect of VPA on the dams, not necessarily a direct action on the
fetuses, could be responsible for the outcomes in the offspring. These maternal
immunological perturbations could, in turn, influence the general fetal
development and trigger the autism-like features of the model. Thus, we
anticipate that assessment of immune system of female mice exposed to VPA
during gestation, as well as its offspring, and the correlations of these
alterations with the development of the central nervous system would advance

our understanding about the role of immune components in ASD.
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Figure 1. Qualitative and quantitative changes in cell
lymph nodes of VPA mice. (A) Changes in the proportion

s of subcutaneous

of each cell type can

be observed. (B) Moreover, there is a huge decrease in the cellularity and

number of all lymphocyte subtypes analyzed. ** p<0,01.

Table 1. Absolute and relative quantity of lymphocytes and relative mass

of different lymphoid organs from control and VPA
p<0,01.

mice. * p<0,05, **

Lymphocytes Lymphocytes
-6 -8 .
(x10 ) (x10 ) /g of tissue
Control VPA Control VPA
Thymus 67.43+12.23 64.68+1299 11+2.17 13.85+0.13
Spleen 82.71+11.81 106.67 +35.85 9.46+1.25 14.4+508
Lymph node 23.16 +4.53 49+083* 331+0.88 0.63+0.13*

Relative mass

(g tissuel/g animal)

Control VPA

0.18+0.019 0.14+0.013

0.24+0.009 0.21 +0.013

0.22+0.02 0.2 +£0.006
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Table 2. Quantitative and qualitative analysis of CD4+, CD8+, CD4- CD8-
(DN), CD4+ CD8+ (DP) lymphocytes subsets in thymus and spleen from
VPA and control mice. * p<0,05, ** p<0,01.

. Control
CD4
VPA
. Control
CD8
VPA
Control
DN
VPA
Control
DP
VPA

Thymus

Lymphocytes (x 10'6)

7.88+1.12

541+1.21

1.61+0.20

1.13+0.26

1.27 +£0.23

2.07£0.39

46.17 +10.74

43.47 + 8.94

Percentage

1478 £+ 1.14
10.04 + 0.82*
3.11+041
2.08 +0.12
2.33+0.11
4.01 + 0.29**
80.61 +2.21

83.87 +1.05

Lymphocytes (xlO'G)
7.74 +1.61
7.44 +2.14

2.71+0.54

2.48 £ 0.83

Spleen

28.82+1.74
22.44 +£2.02
10.15+ 0.63

7.03 £ 0.38**

Table 3. Quantitative and qualitative analysis of CD3+, CD3+ CD4+, CD3+
CD8+ lymphocytes subsets in spleen from VPA and control mice. * p<0,05,

** p<0,01.
Spleen
Lymphocytes (x10°) Percentage
Control 9.57 +2.04 35.8+2.76
CD3"
VPA 8.98 + 2.59 27.1+25
Control 6.83 + 1.48 71.25+0.83
CD3" CD4"
VPA 6.49+1.38 73.33+£1.09
. . Control 2.23 +0.47 23.32+0.81
CD3" CD8
VPA 1.72 + 0.53 18.68 + 0.86**
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

No presente estudo foi relatada pela primeira vez a redugdo de células T em
linfonodos de camundongos do modelo animal de TEA induzido por exposi¢cao pré-
natal ao VPA. Essa reducédo se mostrou em ambas as populagbes de células CD3+
CD4+ e CD3+ CD8+, acompanhada de alteracées na propor¢cdo das células nos
linfonodos. Apesar de uma diferenca no numero de células T nao ter sido
encontrada em sangue de pacientes com TEA (Ashwood, Corbett, et al., 2011),
existem relatos de reducéo de linfocitos T de memdédria CD8+ e linfocitos T CD4+
diferenciados em criancas com TEA (Saresella et al., 2009). Tais observagdes
poderiam indicar uma disfungdo para ativar e estimular células T em 6érgados
linfoides, resultando em prejuizos na resposta imunolégica primaria e
desenvolvimento de células T de memodria. Além disso, uma das caracteristicas do
TEA é a heterogeneidade dos sintomas (Gottfried & Bambini-Junior, 2013),

responsavel por algumas discrepancias entre estudos.

Cabe ressaltar que, apesar do papel dos linfécitos T na etiologia do TEA
permanecer desconhecido, muitas alteracbes imunoldgicas fazem parte do
transtorno, tais como perfil de citocinas proé-inflamatérias elevado no soro, aumento
de ativacao de linfocitos T (Ashwood, Krakowiak, et al., 2011b), presenca de auto-
anticorpos (Wills et al., 2007) e aumento de células NK (Ashwood, Corbett, et al.,
2011). De fato, estudos de transcriptoma revelam a existéncia de dois grandes
modulos de genes alterados no TEA, sendo esses genes de desenvolvimento neural
e genes de resposta imunoldgica (Gupta et al., 2014; Voineagu et al., 2011; Ziats &
Rennert, 2011).

Apesar de n&o terem sido encontrados sinais de involugéo timica como
Schneider e colaboradores (Schneider et al., 2008), isso pode se dever a diferenga
entre as espécies e idades dos animais utilizados em ambos estudos. Ainda assim
foram encontradas alteragdes como aumento da populacédo de células DN e
diminuicao percentual de células CD4+, talvez indicando um inicio sutil de mudancas

que podem progredir para altera¢gdes mais significativas em idades mais avangadas.

A reducdo do percentual de esplenocitos CD8+ também foi observada.

Schneider e colaboradores (Schneider et al.,, 2008) ja demonstraram que
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esplenécitos de ratos VPA possuem diminuicdo da proliferacdo em resposta a
concanavalina. O significado e causa dessas alteragbes permanecem
desconhecidos, embora existam evidéncias que apontem para alteracdes
metabolicas nessas células (Giulivi, Napoli, Schwartzer, Careaga, & Ashwood,
2013).

Interessantemente, inibidores de deacetilase de histonas (HDAC), uma das
propriedades do VPA, possuem ag¢des imunomoduladoras tanto in vitro como in vivo
(Arbez, Lamarthée, Gaugler, & Saas, 2014). A exposicao ao VPA em linfécitos in
vitro leva a prejuizos na proliferagéo (Zhang, Wu, & Schluesener, 2012), assim como
reduz drasticamente o numero de linfécitos em linfonodos, bago e sangue em
camundongos de modelo animal de doencga inflamatéria (Dowdell et al., 2009). Tais
evidéncias ajudam a desvendar o possivel mecanismo pelo qual o VPA exerce seus
efeitos deletérios na prole. E possivel também que os efeitos do VPA ndo sejam
diretos nos fetos, mas sim nas mées, causando disfun¢des imunoldgicas maternas
que podem influenciar o desenvolvimento dos fetos e serem responsaveis pelo

desencadeamento do fenétipo do tipo-autista no modelo.

Como possiveis perspectivas destacam-se a avaliagdo de linfocitos T e
citocinas circulantes nas roedoras expostas ao VPA para avaliagcdo de possiveis
alteragdes imunoldgicas que possam afetar a prole. Além disso, uma avaliacéo de
citocinas presentes no encéfalo de fetos em diferentes idades embrionarias poderia
contribuir para a descoberta do periodo em que ocorrem perturbagbes na
sinalizagdo neuroimunolégica dependente dessas moléculas. Como parte
complementar, porém nao apresentada nesse trabalho, analise por citometria de
fluxo de células CD3+ CD19+ ja foram iniciadas para avaliagcdo de possiveis

alteracdes em linfécitos B nos mesmos 6rgaos linfoides.
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