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O Transtorno do Espectro do Autismo (TEA) € uma desordem
do neurodesenvolvimento caracterizada por déficits na comunicacao e
na interacao social e presenca de comportamentos repetitivos e
Interesses/atividades restritas [1]. A etiologia do TEA permanece
desconhecida, embora em seu desencadeamento esteja explicita a
complexa interacdo entre fatores geneticos e fatores de risco
ambientais, como, por exemplo, o acido valproico (VPA) [2]. A
exposicao pré-natal ao VPA em murinos leva a comportamentos
similares ao autismo na prole, tais como déficits na interacao social e
comportamentos repetitivos/estereotipados [3]. Diversas alteracoes
Imunoldgicas podem ser observadas em individuos com TEA, tais
como perfil de citocinas pro-inflamatorias elevado no soro, aumento
de ativacdo de linfocitos T, numero elevado de monocitos
circulantes e ativacdo de macrofagos periféricos e microglia [4,5].
Alteracdoes imunologicas, tais como atrofia do timo e aumento dos
niveis de mRNA de citocinas pro-inflamatorias, ja foram descritas
nesse modelo animal [6], entretanto, dados sobre a imunidade
mediada por células ainda sao escassos.
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Figura 1: Alteracbes qualitativas e quantitativas nas ceélulas dos linfonodos de
camundongos do modelo VPA. Observa-se diminuicdo da celularidade e numero de células
T CD3+. ** p<0,01.

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil
fenotipico de linfécitos em orgaos linféides do modelo animal de TEA
Induzido por VPA.

*106 *108) /g de tecido g tecido/g animal
Controle Controle VPA Controle VPA

6743 +12.23 64.68+1299 11+217 13.85+0.13 0.18+0.019 0.14 +£0.013

82.71+11.81 106.67 £35.85 9.46+1.25 144 +5.08 0.24+0.009 0.21 +0.013

Hlgiielglelefey 23.16 £453 4.9+0.83* 3.31+0.88 0.63+0.13* 0.22+0.02 0.2 +0.006

Materiais e métodos

Camundongas prenhes receberam uma Unica injecao
Intraperitonial de acido valprocio (500 mg/kg — grupo VPA) ou solucéao
salina (grupo controle) no 11° dia de gestacao. Os animais machos da
prole foram anestesiados e exsanguinados aos 60 dias para a
remocao de timo, baco e pool de linfonodos inguinais, axilares e
braquiais. Os tecidos foram individualmente pesados, dissociados,
lavados, centrifugados e ressuspendidos em tampao PBS para
subsequente avaliacao da celularidade em camara de Neubauer e
Incubacao com os anticorpos anti-CD3-FITC (1:50), anti-CD4-PE
(1:50) e anti-CD8-PE-Cy7 (1:100) para analise em citometria de fluxo.
Tais anticorpos tém como alvo moléculas de superficie comum aos
linfocitos T (CD3) e expressas por subtipos diferentes de linfocitos T,
como T auxiliar (CD4) e T citotoxico (CD8). Os resultados foram
comparados através do teste-t de Student e expressos em média %
erro padrao da média. Valor de p<0,05 foi considerado como
estatisticamente significante.
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (n° de projeto: 12-0433).

Tabela 1. Quantidade relativa e absoluta de linfocitos e peso relativo de diferentes
orgaos linfoides de camundongos controle e VPA.

_

Linfocitos (*10) Porcentagem Linfocitos (*10) Porcentagem
Controle 7.88 £1.12 14.78 £ 1.14 7.74 £1.61 28.82+1.74
VPA 541 +1.21 10.04 £ 0.82* 7.44 +2.14 22.44 + 2.02
Controle 1.61 +0.20 3.11 +£041 2.711+0.54 10.15 + 0.63
VPA 1.13+0.26 2.08+£0.12 2.48 £ 0.83 7.03 £ 0.38**
Controle 1.27 £0.23 2.33+0.11
VPA 2.07 £0.39 4.01 £ 0.29**
Controle 46.17 + 10.74 80.61 £ 2.21
VPA 43.47 £ 8.94 83.87 £ 1.05

Tabela 2: Analise quantitativa e qualitativa de populacdes linfocitos no timo e baco de
camundongos controle e VPA. * p<0,05, ** p<0,01.

No presente estudo nao foram encontrados diferencas de peso relativo
entre os grupos nos orgaos linféides analisados. No timo, nao foi encontrado
sinal de involucao, pois ndo houve diferenca de peso, celularidade e numero
de timdcitos (Tabela 1). Entretanto, o percentual de células CD4+ foi menor
no timo dos animais do grupo VPA (Tabela 2).

Nos linfonodos, o numero de linfécitos reduziu drasticamente no grupo
VPA (Tabela 1). Houve uma reducao no numero de celulas CD3+ (células T
maduras). A analise dos subtipos dessas ceélulas revelou um reducao no
percentual de células CD8+ e maior porcentagem de células CD3+ CD4+ do
grupo VPA (Figura 1). No baco, foi observada uma diminuicao de 30% de
células CD8+ no grupo VPA (Tabela 2).

Evidéncias sugerem que alteracbes em populacoes de linfocitos T

Referéncias relacionada a prejuizos motores, ansiedade e comportamentos similares a
depresséo [8]. Por fim, sabe-se que alteracOes decorrentes de ativacao imune

materna promovem alteracoes no neurodesenvolvimento e no
comportamento, evidenciando o papel do sistema imunoldgico em alteracdes
comportamentais [9].
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estao relacionadas com prejuizos em funcGes executivas e comportamentos
estereotipados no TEA [7]. Aléem disso, diminuicdo de celulas CD4+ esta

] O presente estudo observou, pela primeira vez, a reducao de celulas T
Ap0|0 em linfonodos de camundongos do modelo animal de autismo induzido por
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exposicao pre-natal ao VPA. Tal observacao corrobora com os relatos de
diminuicao de proliferacdo e ativacao frente a um estimulo de linfocitos de
pacientes com TEA e ajuda a estabelecer a natureza neuroimune desse
transtorno. Estudos adicionais sao necessarios para caracterizar o perfil
Imunologico do TEA e sua conexdo com a etiologia do transtorno.




