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RESUMO

PEIXINHO; B. M. INFLUENCIA DO NMDAr NO PROCESSO DE SELECAO NEGATIVA
DE TIMOCITOS E SUA REPERCUSSAO NO MODELO MURINO DA ESCLEROSE
MULTIPLA. 2020. P40. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica —

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo, Sado Paulo, 2020.

Palavras-chave: Células T, receptor NMDA, Encefalomielite Autoimune Experimental

INTRODUCAO: A Esclerose Miiltipla é a principal autoimunidade do sistema nervoso central e
sua patologia deve-se a infiltrac@o de células imunes pela barreira hemato-encefélica, promovendo
inflamacédo local e a morte de células residentes. Ainda ndo ha cura para a doenca, apenas
medicamentos que visam a diminuig&o dos sinais clinicos ou que impec¢am a infiltracdo de leucocitos
no SNC. A despeito das evidéncias na literatura em relagédo as células T, as acdes das células
residentes do SNC e seus subprodutos na modulagdo destas células ainda ndo estédo
completamente esclarecidas. Dentre estes subprodutos, o glutamato, neurotransmissor excitatério
mais expresso no SNC, tem demonstrado exercer um papel ativador na resposta dos linfocitos T
por meio do seu receptor NMDA. Foi descrito que esta sinalizacdo também ocorre no timo,
auxiliando o processo de selecdo negativa, entretanto, a repercussdo dessa resposta no
desenvolvimento de clones autorreativos e seu impacto no desenvolver da Esclerose Mdltipla ainda
nao foi elucidado. OBJETIVO: Verificar a influéncia do glutamato no processo de tolerancia central
dos timdcitos, observando as diferencas entre as etapas de maturacao, sua distribuicdo em 6rgaos
linfoides secundarios e a repercusséo na clinica da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE).
MATERIAIS E METODOS: Camundongos C57BL/6 CD4°RE/Grin1" e C57BL/6 Grin1"" com idade
entre 6-10 semanas foram utilizados para extracao de células do timo, baco e linfonodo para andlise
de frequéncia e numero celular. Posteriormente, eles foram imunizados com MOGss.ss para
acompanhamento clinico da EAE, além de avaliagdo da frequéncia de células imunes e producao
de citocinas. RESULTADOS: Houve mudanca na proporc¢éo dos subtipos de linfocitos encontrados
no timo de animais naive, com aumento da populacdo de células simples positivas; fendmeno
observado também na periferia de animais CD4+ NMDA KO de 6 semanas, mas com uma
normalizacdo em animais com 10 semanas. Animais CD4+ NMDA KO de diferentes idades
apresentam respostas a EAE também diferentes entre si. Durante a EAE, observa-se uma menor
infiltrac&o celular no SNC em ambos, mas a reatividade linfocitaria e a capacidade de ativacao de
APCs é mais pronunciada com 6 semanas, em contraste com a propor¢éo de células Treg e sua
capacidade reguladora, que se apresenta mais evidente em animais mais velhnos. CONCLUSAO: A
auséncia do receptor NMDA influencia a selecdo negativa de timdcitos, alterando de forma mais

evidente a fisiopatologia da EAE em camundongos com 10 semanas.



1.0 INTRODUGCAO

1.1 Esclerose Mdltipla

A Esclerose Multipla (EM) € uma doenca neurodegenerativa em que células imunes
autorreativas promovem a desmielinizagdo dos neurdnios do sistema nervoso central
(SNC), levando a formacao de lesdes conhecidas como escleras (LASSMANN, 2018). Os
individuos que sofrem de EM podem ter lesGes em diversos eixos neuronais, o que leva a
uma multiplicidade de apresentacdes clinicas da doenca, sendo as mais comuns a neurite
Optica, parestesia, espasticidade, disfungéo urinéria e a fadiga (FILIPPI et al., 2018). Vale
mencionar, também, os disturbios psicolégicos que impactam negativamente as relacfes
interpessoais de portadores de doencas crbnicas, bem como sua pior qualidade de vida
(SHAPIRO, 2009).

Segundo a cartilha “Atlas of MS”, feita pela Multiple Sclerosis International Federation
(MSIF), em 2013, a prevaléncia de EM era, mundialmente, duas vezes mais alta em
mulheres do que em homens, além de ser uma doenc¢a mais incidente em paises de maior
latitude, como os Estados Unidos!. No Brasil, dados regionais reunidos pela cartilha
‘Recomendacgdes Esclerose Multipla®, feita em 2012 pela Academia Brasileira de
Neurologia (ABN), estdo de acordo com essa caracteristica, sendo maior a incidéncia no
sul e sudeste do pais?, e também em mulheres.

O diagnostico da EM é de alta complexidade. De acordo com a ABN, o diagnostico
deve ser feito por um neurologista usando o critério de exclusdo, com a eliminacdo da
possibilidade de outras doencas, junto ao acumulo de evidéncias clinicas, como historico
do paciente, exames clinicos, testes laboratoriais e de imagem. Tais critérios sao
necessarios uma vez que ainda ndo se tem um marcador especifico para a doenca e sua
evolucdo ndo é uniforme entre os pacientes, o que dificulta ainda mais sua identificacéo?.

A EM pode ser classificada em trés tipos principais de acordo com a sua evolucao:
Recorrente Remitente (RR), Primaria Progressiva (PP) ou Secundaria Progressiva (SP). Na
RR, o individuo tem um periodo de surto seguido por um periodo de recuperacdo, com
intervalos indefinidos entre os surtos; na PP, o individuo tem uma evolucdo constante da
doenca desde o inicio, tendo uma piora progressiva. Ja a SP ocorre quando o individuo que
possuia a forma RR para de se recuperar dos surtos e entra em um estado de progressao
continua do curso da doenca. Vale destacar que, caso o individuo apresente um episédio
isolado, ele é classificado como sindrome do caso clinico isolado (CIS - clinically isolated
syndrome) (Figura 1) (FILIPPI et al., 2018).
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O surto é a ocorréncia ou agravamento dos sintomas neuroldgicos por 24 horas ou
mais, podendo haver uma estabilizacdo com recuperacdo completa ou parcial, de acordo
com o subtipo da doenca de cada individuo. A forma mais predominante é a RR, na qual
os pacientes apresentam disfuncdes residuais ou melhora completa dos sintomas. Por
outro lado, 90% destes pacientes evoluem para a forma SP apos duas décadas do inicio
dos sintomas, apresentando aumento continuo da incapacidade clinica e déficit
neuroldgico. (CONFAVREUX et al., 2000, GOLD et al., 2010).

Pré-sintomatico Recorrente-Remitente
r WCIS “ Secundiriz Progressiva
. ) !

Recorrénciz
inflamztdriz

Inczpacidade
clinica (RR e
=P

Incepacidade
clinica (PP}

Limite para
manifestacio
clinica

Incapacidade clinica

Tempo

Figura 1. Representagdo grafica dos subtipos de Esclerose Mdltipla. Quando os sinais clinicos
ultrapassam a linha pontilhada tem-se o estabelecimento da EM. O aparecimento de um caso isolado
representa a Sindrome do caso isolado (CIS); ja os mltiplos surtos seguidos de melhora representam a
Esclerose Multipla Recorrente Remitente (RR). A linha vermelha de progressao da incapacidade clinica
com inicio apos a RR representa a Esclerose Mltipla Secundaria Progressiva (SP). A linha azul representa
um aumento da incapacidade clinica desde o inicio dos sintomas, representando a Esclerose Mdltipla
Primaria Progressia (PP). (Figura adaptada de FILIPPI et al., 2018).

A manifestacéo clinica decorre das lesbes causadas pela resposta inflamatéria no
SNC, em que células imunes ativadas atuam contra a bainha de mielina e as células que a
produzem, os oligodendrécitos, prejudicando o funcionamento normal do SNC (FROHMAN,;
RACKE; RAINE, 2006). Durante o processo inflamatério, ha a quebra da barreira hemato-
encefélica e aumento da expressao de adesinas no endotélio vascular, o que permite a
infiltragcdo de células inflamatdrias como linfocitos T auxiliares e citotoxicos, linfocitos B,
neutrofilos e mondcitos no SNC; culminando no desenvolvimento de um processo
inflamatorio local (FROHMAN; RACKE; RAINE, 2006).

As células infiltrantes do SNC ativam as células do sistema imune inato local, como
astrocitos, macrofagos e células da microglia, com a secrecdo de citocinas inflamatorias

como IL-17 e IFN-y. Tal ativacdo € acompanhada da liberagdo de mediadores inflamatérios,
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além de ativar o sistema complemento e liberar espécies reativas de oxigénio (ROS)
(FILIPPI et al., 2018, BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018).

Apos a infiltracdo no CNS e estabelecimento de inflamacao local, as células T sao
re-ativadas pelas células apresentadoras de antigenos (APC) locais e a diferenciacao dos
linfocitos T é iniciada. Os principais perfis encontrados na EM s&@o os Thl e Th17, com
caracteristicas mais pré-inflamatérias. Para sua ativacdo sado necessarias as citocinas IL-2,
IL-6 e TGF-[3, e, ap0s polarizacdo, estas células passam a produzir IFN-y, IL-17, IL-2 € TNF-
a. Pode-se destacar o papel fundamental de algumas citocinas, como a IL-2, que auxilia na
proliferacdo dos linfécitos T, a IL-17, que atua no recrutamento de neutréfilos para o SNC
e o0 IFN-y, responsavel pelo aumento da expressdao de MHC (Major Histocompatibility
Complex) de classe Il em macréfagos e células da microglia, aumentando a apresentacao
antigénica e contribuindo com o processo inflamatério (LASSMANN; BRUCK;
LUCCHINETTI, 2001).

Apbs a instalacdo da resposta inflamatéria mediada pelas células T, ha o processo
de desmielinizacdo das bainhas de mielina, com a perda de oligodendrécitos e a
degeneracao dos axdnios neuronais, levando a formacao das placas focais, que podem ser
identificadas e monitoradas por ressonancia magnética (MRI) (LASSMANN, 2018). Essas
lesbes podem ocorrer tanto na matéria branca como na cinzenta, podendo estar ativas ou
inativas. As lesbes ativas sdo mais comuns nas fases iniciais da EM, caracterizadas por
alta infiltracéo de células imunes; e as lesdes inativas sdo mais caracteristicas da fase de
progressao continua, tendo menor presenca de células imunes e apresentando uma clara
desmielinizacdo, acompanhada de perda axonal e atrofia cerebral (BAECHER-ALLAN;
KASKOW; WEINER, 2018).

Além da formacéao de lesbes, pode ocorrer também o processo de remielinizacéo,
gue é variavel dependendo do paciente e do estagio da doenca, sendo relatado como um
mecanismo de recuperacao do surto. O tratamento também influencia na recuperacao do
surto, sendo a pulsoterapia - administracdo intravenosa de corticosteroides - o mais
indicado, pois diminui a inflamacdo no SNC; junto do manejo dos sintomas. Quanto aos
tratamentos modificadores da doenca, ha os de primeira linha, como o INF-B e acetato de
glatiramer; e os de segunda, como o natalizumab e fingolimode (FILIPPI et al., 2018).

O acetato de glatiramer induz uma resposta linfocitaria com caracteristica anti-
inflamatoéria enquanto o INF-B tém agao antiproliferativa e imunomoduladora (FROHMAN;
RACKE; RAINE, 2006). JA o natalizumab é um anticorpo monoclonal humanizado que
antagoniza o VLA-4, uma integrina expressa em linfocitos T efetores essencial para a

transmigracéo leucocitaria. Sua inibigdo reduz o extravasamento de linfécitos para tecidos
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periféricos e reativacdo no SNC (BENNETT, 2007); o fingolimode, por sua vez, é
antagonista do receptor de esfingosina-1-fosfato, presente nos vasos sanguineos, e que
permite a migracdo de linfocitos para a circulacdo sanguinea, e, ao ser inibido, evita a sua
saida dos o6rgaos linféides secundarios (CHUN; HARTUNG, 2010).

Devido a complexidade das manifestacfes clinicas e suas evolugdes, estudos em
modelos animais sdo necessarios para a compreensdo dos mecanismos da patogénese da
EM. O modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), € um dos mais utilizados
para estudo da EM e consiste na imunizacdo de camundongos com o peptideo da mielina
de oligodendrocitos (MOGss-ss5) e adjuvantes que induzem uma resposta inflamatéria e
quebra de barreira hemato-encefalica, havendo a autossensibilizacdo dos linfécitos T
desses animais contra a proteina da mielina seguida de infiltracdo no SNC e inicio da
resposta autoimune (COX et al., 2013; LASSMANN; BRADL, 2017).

Nesse modelo tem-se uma encefalopatia inflamatéria mediada por células T CD4+,
gue causam desmielinizacdo e dano aos axbnios, principalmente na medula espinal dos
camundongos. Apesar de apresentar algumas diferencas com relacdo a patologia da EM,
como menor ocorréncia de lesbes no encéfalo e producédo de anticorpos contra MOG,
segundo Lassmann e Bradl (2017), este ainda é o modelo animal mais usado para 0s
estudos sobre os mecanismos moleculares da doenga.

Por se tratar de uma doenca autoimune, diversos mecanismos podem estar
envolvidos no seu desencadeamento, tais como fatores exdgenos, como infeccdes virais e
poluicdo ambiental (HOWARD; TREVICK; YOUNGER, 2016); ou suscetibilidades
genéticas, como a dos genes do HLA (Human Leukocyte Antigen), sendo os haplétipos
HLA DRB1*1501, DQA1*0102 e DQB1*0602 os mais presentes em pacientes com
Esclerose Multipla (DYMENT; EBERS; SADOVNICK, 2004; INTERNATIONAL MULTIPLE
SCLEROSIS GENETICS CONSORTIUM, 2005). Os genes do HLA sao responsaveis por
codificar as proteinas do MHC humano que apresentarédo os antigenos para os linfcitos T,
interferindo diretamente na sua ativacdo e amadurecimento. Uma falha nessa
apresentacao durante a maturagdo dos timécitos, precursores dos linfécitos T, durante o
processo de tolerancia imunolégica, pode resultar no desenvolvimento de clones que
reconhegcam antigenos proprios e proporcionar o inicio de uma autoimunidade caso eles
sejam liberados para a periferia (INTERNATIONAL MULTIPLE SCLEROSIS GENETICS
CONSORTIUM, 2005).
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1.2 Tolerancia Central

Com o intuito de evitar o reconhecimento de estruturas proprias pelas células do
sistema imune e, consequentemente, o aparecimento das doencas autoimunes, 0
organismo se utiliza de um mecanismo conhecido por tolerancia imunolégica, que visa
eliminar ou suprimir as células autorreativas, podendo ser central ou periférica. A tolerancia
central € necessaria para que o desenvolvimento e amadurecimento dos linfécitos T
ocorram de modo apropriado, permitindo a sobrevivéncia dos linfocitos que séo tolerantes
aos antigenos proprios (TAKABA; TAKAYANAGI, 2017).

Nesse processo, precursores linfoides chegam ao timo como células duplo negativas
provenientes da medula 6ssea, sem apresentar seus correceptores CD4 ou CD8. Essas
células comecam, entdo, a modificar a expressao das moléculas CD44 e CD25, e a realizar
0 processo de recombinacgéo génica para formacao das cadeias do TCR (T Cell Receptor),
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos (PALMER, 2003).

Estes receptores sdo compostos pela combinacdo de duas cadeias, que podem ser
as cadeias y e 8, dando origem a uma linhagem de linfécitos T com menor especificidade
e prevaléncia, caracterizando no maximo 5% dos linfécitos totais; ou as cadeias a e 3,
dando origem a maioria dos linfécitos do organismo. Durante o rearranjo, as cadeias mais
complexas (B ou &) séo transcritas primeiramente. Muitas das cadeias formadas néo séo
funcionais, ndo sendo capazes de interagir com os MHCs de células no timo e, portanto,
sofrem apoptose pelo processo de negligéncia (ABBAS; LICHTMAN e PILLAI, 2008).

Somente passam a expressar as moléculas CD4 e CD8 os linfécitos com uma cadeia
B e uma cadeia pré-a que formem um TCR funcional. Neste estagio ha o rearranjo da cadeia
a, formando um linfécito TCRaB com ambos os correceptores, sendo assim, linfécito um
duplo positivo (TOURIGNY et al., 1997).

Em seguida, tém-se o processo de selecdo positiva, na qual os linfécitos duplo
positivos recebem sinais de sobrevivéncia e diferenciacédo caso tenham afinidade pelo MHC
apresentado pelas células epiteliais do cortex timico (CTECs). Este processo € essencial
para que, posteriormente, os linfocitos possam reconhecer e se ligar a estrutura do MHC
das células periféricas, realizando a sinapse imunoldgica. Caso nao ocorra esse
reconhecimento do MHC, a célula recebe sinais que levam a apoptose, impedindo sua
maturacdo e chegada a periferia (DALEY et al., 2017).

Os linfocitos se diferenciam para auxiliares, mantendo o correceptor CD4, caso
reconhecam o MCH de classe Il, e para citotoxicos, mantendo o correceptor CD8, caso
reconhecam o MCH de classe |, induzidos pela atuacdo de peptideos das cTECs (DALEY

et al., 2017). Ja diferenciadas, essas células passam a expressar o receptor de quimiocinas
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CCR7 e migram para a medula, onde sédo expressos os ligantes para esse receptor, 0
CCL19 e CCL21, pelas células epiteliais da medula timica (NTECs). As mTECs possuem
fatores de transcricdo capazes de produzir diversos peptideos extra-timicos, ou Tissue-
restricted Antigens (TRA), sendo exemplos destes fatores o AIRE (Autoimmune Regulator)
e 0 Fezf2 (Fez Family Zinc Finger Protein 2). Assim, no timo, Sdo expressos peptideos
proprios de diversos 6rgédos, como a insulina e a mielina, contra os quais os linfocitos ndo
podem ser reativos (TAKABA; TAKAYANAGI, 2017).

Uma interacdo de alta intensidade entre os receptores dos linfocitos T e 0 MHC com
um antigeno proprio resulta no aumento da sinalizacao intracelular para a ativacéo das vias
de apoptose, ocorrendo o processo de sele¢do negativa. Devido ao grande numero de
células que sofrem apoptose nesse processo, apenas 10% dos linfécitos T gerados na
medula 6ssea alcancam os 6rgaos linfoides secundarios. Além disso, o grande numero de
células mortas também serve como material de apresentacdo para 0s novos timacitos,
sendo utilizados na apresentacdo de peptideos tanto internos quanto externos (JANEWAY
JUNIOR; TRAVERS e WALPORT, 2007).

Ainda, pode ocorrer a formacéo de linfécitos T reguladores (Tregs), provenientes de
células com uma interagdo intermediaria a alta com um complexo de MHC e antigeno
proprio. Devido a mecanismos ainda ndo totalmente elucidados, mas provavelmente
relacionados com a presenca de IL-2 liberada por células dendriticas (DALEY, S. R. et al,
2017), estas células tém a expressao do fator de transcricdo FoxP3 (Forkhead Box P3)
aumentada e assumem um perfil regulador. Uma vez na periferia, sdo responsaveis por
regular a resposta de linfocitos T autorreativos que tenham escapado do processo de
selecdo negativa e manter a tolerancia periférica (HANDEL; IRANI; HOLLANDER, 2018).

Falhas no processo de selecao negativa, seja por uma baixa interacao entre TCR e
MHC, como ocorre nos haplétipos de HLA mencionados, ou por falta de apresentacéo de
antigenos proprios, como no caso de muta¢gdes no gene AIRE; resultam na diminuicdo da
intensidade dos sinais intracelulares responsaveis pela inducao de apoptose dos clones
autorreativos, 0 que permite sua passagem para periferia, aumentando a suscetibilidade
para o surgimento das autoimunidades (HANDEL; IRANI; HOLLANDER, 2018).
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Figura 2. Representac&o do processo de toleréncia central no timo. Os timocitos adentram o timo como
duplos negativos. Ao percorrerem o cortex timico iniciam a recombinacéo soméatica do seu TCR seguido da
expresséo de seus correceptores CD4 e CD8. Um timdcito duplo positivo passa pela Sele¢do Positiva no
cortex, interagindo com as cTEC (Células Epiteliais Timicas Corticais); migrando, depois, para a medula,
onde interage com as mMTEC (Células Epiteliais Timicas Medulares), que produzem os antigenos TRA
(Tissue-Restricted Antigen), e DCs (Células Dendriticas), passando pela Selecdo Negativa que resulta em
uma célula T convencional, reguladora ou em apoptose. (Figura adaptada de TAKABA; TAKAYANAGI,
2017.)

Para além das interacdes celulares descritas, diversos fatores sollveis sao
encontrados no timo e podem influenciar os processos de sele¢cdo positiva e negativa.
Dentre eles, podemos citar horménios como o glicocorticoide (MITTELSTADT et al., 2012)
e a timoglobulina (NA et al., 2013); e citocinas como a RANKL, que induz a expressao de
AIRE pelas mTECs (HIKOSAKA et al., 2008). Além destes, tém-se visto a relevancia da
interacdo de neurotransmissores na sinalizacdo das sinapses imunoldgicas durante a
apresentacdo antigénica no timo, como é o caso da adrenalina, que influencia a
diferenciacdo dos timécitos (LEPOSAVIC, et al., 2006), e do glutamato, que influencia a

viabilidade dos mesmos durante a selecdo negativa (AFFATICATI et al., 2011).

1.3 Glutamato e NMDAr

Sendo o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso, o glutamato tem
acao sobre dois tipos de receptores diferentes. Sao eles os receptores metabotropicos,
ligados a proteina G; e 0s receptores ionotropicos, canais de ions permeaveis a sodio e
célcio - AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico), Cainato e NMDA (N-
metil-D-aspartato) (PACHECO et al., 2007). Dentre estes, o NMDA é o principal receptor
glutamatérgico, envolvido tanto com a neuroplasticidade do SNC, principalmente nos

processos de memoria e aprendizado; como com mecanismos de excitotoxicidade, que
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ocorre por sua ativacao excessiva, culminando no desbalanco idnico e ativacdo de vias de
apoptose celular (VYKLICKY et al., 2014).

O receptor NMDA € um canal de membrana formado por quatro subunidades. Ha o
dimero GIuN1, de presenca obrigatéria, em conjunto com uma outra subunidade, que pode
ser um homodimero ou um heterodimero, formado por GIuN2A-D, GIuN3 ou GIluN4, sendo
0 GIuN2 o mais comum. Quando néo ativado, o receptor fica bloqueado por um ion de
magneésio e a sua ativacao depende tanto da ligacdo do glutamato, em conjunto com D-
serina ou glicina, como da despolarizacdo da membrana para haver a retirada do bloqueio
pelo ion de magnésio (FAN; JIN; WANG, 2014, KAHLFUSS et al., 2014).

Atualmente, tem sido descrito a presenca de receptores para neurotransmissores
em células que néo pertencem ao sistema nervoso (SN). Exemplos destes sdo a presenca
de receptores para acetilcolina em mondcitos esplénicos, controlando sua resposta
inflamatoéria e producdo de TNF-a (ANDERSSON U. e TRACEY K., 2012) e do proprio
receptor de NMDA em linfécitos T auxiliares, que atua no aumento da concentracao
intracelular de espécies reativas de oxigénio afetando proliferacdo e sobrevida destes
linfécitos (BOLDYREV; BRYUSHKOVA; VLADYCHENSKAYA, 2012).

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a administracéo da
dizocilpina (MK801), um antagonista do receptor NMDA, reduz a infiltracéo de linfécitos Thl
e Th1l7 no SNC de camundongos com EAE, assim como a capacidade proliferativa e de
sintese de IFN-y e IL-17 destas células in vitro; confirmando que o receptor NMDA tem
funcdo na ativacao e resposta dos linfocitos T (ROSSATO, 2016).

Em 2011, Affaticati e colaboradores mostraram que, durante a maturacdo de
linfocitos no timo, as células dendriticas timicas sédo capazes de, durante a apresentacao
antigénica, liberar glutamato e que este age no receptor NMDA presente nos timacitos,
aumentando o influxo de calcio para a célula e, como consequéncia, induz a apoptose pela
via de ativacdo da caspase-3. Contudo, ainda ndo esta claro qual a repercussédo dessa
sinalizacdo na geracao de clones autorreativos e suas consequéncias nas autoimunidades,
principalmente aquelas associadas ao SNC.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar qual influéncia que os receptores
NMDA exercem sob os linfocitos T durante a selecéo negativa no timo, e sua repercussao
na progressao da EAE. Para tanto, por meio do sistema Cre/Loxp, utilizou-se camundongos
knockout para o receptor NMDA exclusivamente em linfocitos T (C57BL/6 CD4CRE/GrinoX),
fornecendo uma resposta mais direcionada sobre a influéncia deste receptor nesse subtipo

celular.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia dos receptores NMDA na sele¢do negativa de timocitos e sua

repercussao na Encefalomielite Autoimune Experimental.

2.2 Objetivos especificos
e Verificar altera¢des na frequéncia de células simples positivas no timo e sua
viabilidade;
e Verificar a frequéncia de clones de linfocitos T especificos para MOG3s-ss;
e Avaliar a repercussao da auséncia do receptor NMDA no modelo de
Encefalomielite Autoimune Experimental por meio de escore clinico;
e Quantificar diferencas na producdo de citocinas pro-inflamatorias por

citometria de fluxo.

3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Para este trabalho foram utilizados camundongos STOCK Tg(Cd4-cre)1Cwi/BfluJ
(https://www.jax.org/strain/017336) (C57BL/6-CD4CRE) cruzados com camundongos
B6.129S4-Grin1tm2Stl/J  (https://www.jax.org/strain/005246) (C57BL/6-Grin"X)  para
geracdo de camundongos C57BL/6-CD4CRE/GrinFlox, Os experimentos foram realizados
com animais com a idade entre 6-12 semanas, provenientes do Biotério de Matrizes de
Camundongos, Departamento de Imunologia da Universidade de Sdo Paulo. Todos os
procedimentos e protocolos utilizados no estudo foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) - 103/ 2017.

3.2 Genotipagem dos animais
Para confirmar as modifica¢cdes genéticas dos camundongos, foram feitas analises

de PCR dos genes de interesse a partir do DNA extraido das caudas dos camundongos.

3.2.1 Extracdo de DNA
Um pedaco da cauda dos camundongos foi cortado e colocado em um tubo cénico
de 1,5mL com 400pul de solugao de lise (1ml de NaCl 200mM, 1ml de Tris HCL ph 8,0
100mM, 100ul de EDTA 5mM, 200ul de SDS 0,2%, 667ul de proteina K 5g/ml e 7ml de
agua DPOC) e incubado a 56°C e 750rpm no Thermomixer por 2,5 horas ou overnight.

Depois, os tubos foram centrifugados a 1.500 rpm, por 5 minutos a 4°C, e 0 sobrenadante
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foi transferido para um novo tubo, em que foi adicionado 400ul de isopropanol e
homogeneizado manualmente até visualizacdo da nuvem de DNA. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12.000rpm, por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado, foi feita a lavagem com 500ul de alcool 70% e novamente centrifugado a
12.000rpm, por 5 minutos a 4°C. Finalmente, o sobrenadante foi descartado e as amostras

ressuspendidas em 50ul de agua DPOC para quantificagéo.

3.2.2 PCR Cre
Para realizar a reacao de PCR, foram usados 8ul do mix de corrida, constituido de
Buffer 10x (1ul), MgCI2 (0,28ul), dNTP mix (0,11pl), Tag Polymerase (0,04pl), H20 Milli Q
(4,57l) e 0,5ul de cada primer (IMR 1084, IMR 1085, IMR 7338, IMR 7339). Depois, foram
adicionados 100ng de DNA da amostra de interesse em uma concentragao de 50ng/ml,

seguida pela corrida no termociclador baseada no Jackson Laboratory.

Comando Temperatura do Ciclo Tempo
1 94°C 3 minutos
2 94°C 30 segundos
3 51,7°C 1 minuto
4 72°C 1 minuto
5 Ir para 2 - 35x
6 72°C 2 minutos
7 4°C On hold

Ao final da reacéao de PCR, as amostras foram colocadas para correr em um gel de
agarose a 3% contendo o corante de DNA Sybr Safe (Synapse®) em concentracdo de
1:10.000. No final da corrida, o gel foi levado para um transluminador para visualizacdo das
bandas, sendo o controle na altura de 354bp e o Cre na altura de 100bp. Neste protocolo,
nao é possivel diferenciar animais homozigotos e heterozigotos, pois a apresentacao das

bandas é a mesma.

3.2.3 PCR Grin
Para realizar a reacao de PCR, foram usados 8ul do mix de corrida, constituido de
Buffer 10x (1ul), MgClI2 (0,28ul), dNTP mix (0,11ul), Tag Polymerase (0,04pl), H20 Milli Q
(4,57ul) e 0,5ul de cada primer (11467 e 11466). Depois, foram adicionados 100ng de DNA
da amostra de interesse em uma concentragdo de 50ng/ml, seguida pela corrida no

termociclador baseada no Jackson Laboratory.
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Comando Temperatura do Ciclo Tempo
1 94°C 2 minutos
2 94°C 20 segundos
3 65°C (-0,5°C por ciclo) 15 segundos
4 68°C 10 segundos
5 Ir para 2 - 10x
6 94°C 15 segundos
7 50°C 15 segundos
8 72°C 10 segundos
9 Ir para 6 por - 28x
10 72°C 2 minutos
11 10°C On hold

Ao final da reacao de PCR, as amostras foram colocadas para correr em um gel de

agarose a 3% contendo o corante de DNA Sybr Safe (Synapse®) em concentracédo de

1:10.000. No final da corrida, o gel foi levado para um transluminador para visualizacdo das

bandas, sendo a do animal controle wild na altura de 250bp e do Flox na altura de 400bp.

Neste protocolo, o animal heterozigoto apresenta duas bandas de menor intensidade em

ambas alturas.

Cabdigo Descricao Sequéncia

11466 Ginl reverse GTG CTG GGATCC ACATTC AT

11467 Ginl Forward AAA CAG GGC TCA GTG GGT AA
IMR 1084 Cre Transgene Forward GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
IMR 1085 Cre Transgene Reverse GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT

IMR 7338 | Cre Endogenous Control Forward

CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT

IMNR 7339 | Cre Endogenous Control Reverse

GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATC
C

Para os experimentos, foram utilizados camundongos homozigotos Griniflox

negativos para a presenca do gene Cre como controles, e camundongos homozigotos

Grinlf°x positivos para a presenca do gene Cre.
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Al A2 HT Flox WT H20 Al A2 CRE WT H20

Figura 3. Genotipagem para os genes Grinl e Cre. Resultados da corrida em gel de agarose para
genotipagem dos animais para os genes GrinlFlox 3 esquerda, e Cre, a direita. Representacéo do animal 1
(controle, s6 Grin1FloX), animal 2 (CDNR1 KO, positivo para Cre e Flox) e controles positivos.

3.3 Citometria de fluxo

Foram plaqueadas 1x10° células e posteriormente ressuspendidas em 25ul de Fc
Block (1:100) para impedir a ligacdo inespecifica, sendo a incubacao realizada por 20
minutos a 4°C. Logo apds este processo as células foram centrifugadas a 4509, por 5
minutos a 4°C e ressuspendidas com os anticorpos especificos: anti-CD4 FITC, anti-CD4
PERCP, anti-CD8 PE, anti-CD8 PERCP, anti-VB311 PE, na diluicdo de 1:100. As células
foram entéo incubadas pelo periodo de 20 minutos a 4°C, seguidas de duas lavagens com
200ul de PBS e ressuspendidas em 200pul de PBS.

Para marcacdo intracelular, foi usado o kit Foxp3/Transcription Factor Staining Buffer
Set (eBiosciene®). As células foram centrifugadas, tiveram o sobrenadante descartado e
foram vortexadas. Adicionou-se 50yl da solugdo Foxp3 Fixation/Permeabilization
(combinacdo de uma parte de Fixation/Permeabilization concentrate e 3 partes de
Fixation/Permeabilization diluente), e foi deixado por 20 minutos em temperatura ambiente
e protegido da luz. Depois, as células foram ressuspendidas em 150uL do Permeabilization
Buffer 1x e centrifugadas a 4509, por 5 minutos a 22°C. Em seguida o anticorpo anti-FOXP3
APC diluido em solucdo Permeabilization Buffer 1x (1:100) foi adicionado e as células foram
entdo incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente e protegidas da luz.
Posteriormente, adicionou-se 200uL do Permeabilization Buffer 1x para serem
centrifugadas com 0s mesmos parametros anteriores, terem o sobrenadante descartado e
serem ressuspendidas em 100ul do Flow Cytometry Staining Buffer para leitura.

A aquisi¢éo e andlise das amostras foram realizadas em citdbmetro de fluxo C6® (BD

Pharmingen®) ou Attune® (Thermo Fisher Scientific®).
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3.4 Ensaio de viabilidade

Para andlise da viabilidade dos timdcitos foi feita uma citometria de fluxo com
marcacao por anexina V e iodeto de propideo (IP). Como a anexina V tem afinidade pela
fosfatidilserina e o IP marca células com perda de integridade de membrana, essa
marcacao permite diferenciar células vidveis, em apoptose inicial, e em apoptose tardia ou
necrose. Apos maceracédo do timo, as células foram lavadas e ressuspendidas em tampé&o
de ligacdo (10mM Hepes pH 7,4; 150mM NaCl, 5mM KCI, 1mM MgClz e 1,8mM CacClz)
contendo anexina V FITC e Pl PERCP na diluicdo 1:20 e incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. Apés esse periodo, foi acrescentado o volume de 80ul
do tampao de ligacdo, seguida da analise no citbmetro de fluxo FACS Accuri C6® (BD

Pharmingen®).

3.5 Encefalomielite Autoimune Experimental - EAE

Camundongos fémeas C57BL/6 CD4CRE/GrinFox receberam uma injecéo
subcutdnea de 150ug de MOGssss (mielina de oligodendrécito de sequéncia
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK, sintetizado por Proteimax Biotecnologia - Sdo Paulo - SP
- Brasil) emulsificado em CFA (Complete Freund Adjuvant) (v/v), contendo 500ug de M.
tuberculosis H37Ra (BD®). Apoés a injegdo com MOGss-s5, 0s camundongos receberam
duas doses de 200ng da toxina de Bordetella pertussis por via intraperitoneal, nos periodos
de 0 e 48 horas ap6s a imunizacdo. Todos os animais foram acompanhados diariamente
por 15 a 45 dias e o grau de doenca foi dado como descrito a seguir: 0 - Nenhuma doenca,
1 - Cauda flacida, 2 - Dificuldade de locomocado, 2,5 - Patas traseiras parcialmente
paralisadas, 3 - Uma pata traseira completamente paralisada, 3,5 - Ambas patas traseiras
completamente paralisadas, 4 - Paralisia completa das patas traseiras junto a paralisia
parcial das patas dianteiras, 5 - Paralisia completa ou morte.

3.6 Extracdo de células do SNC

Apbs sacrificio dos camundongos, o cérebro e a medula espinhal foram dissecados,
dissociados, colocados em tubos conicos de 15ml contendo uma solugéo de 2,5mg/ml de
colagenase D (Roche®) (10mg de colagenase D em 4ml de DMEM) e mantidos por 45
minutos em estufa de CO2 a 37°C. Apoés a incubagédo, as amostras tiveram a atividade da
colagenase bloqueada por 10ml de solucéo de bloqueio (HBSS sem Ca/Mg contendo 2mM
de EDTA). Posteriormente, o tecido foi processado em cell strainers e transferido para
novos tubos cénicos de 15ml. Os tubos foram entdo centrifugados a 450g por 5 minutos a
4°C, e o pellet formado foi ressuspendido em 6ml de Percoll (Sigma®) a 25%. Esta

suspensao foi lentamente vertida em novos tubos de 15ml contendo 2ml de Percol 75%
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seguindo-se de centrifugagéao a 900g por 20 minutos a 22°C com o freio desativado. Ao fim
da centrifugacéo, a fase superior, composta por uma grande concentracdo de mielina, foi
coletada por succdo e desprezada e o anel, formado por células mononucleares na
interseccéao das solucdes de Percol 25% e Percol 75%, foi coletado e transferido para novos
tubos de 15ml contendo DMEM gelado. As células foram centrifugadas a 450g por 5
minutos a 4°C e o pellet foi ressuspendido em 1ml de meio DMEM completo (Meio DMEM
Hans F12 contendo 10% soro fetal bovino e 1% de vitaminas, aminoacidos ndo essenciais,
L-glutamina, piruvato de sédio e penicilina/estreptomicina), contabilizadas pelo citbmetro de
fluxo FACS Accuri C6® (Becton & Dickinson, Mountain View, CA) e plaqueadas de acordo

com 0s experimentos a serem realizados.

3.7 Ensaio de citocinas por Cytometric Bead Array - CBA

As células do SNC foram obtidas conforme descrito e plaqueadas a 5x10°
células/poco em placas de 96 pocos de fundo redondo. Para a deteccéo de citocinas, as
células foram mantidas em meio DMEM Completo e estimuladas ou ndo com anti-CD3
(Lug/ml-Biolegend®) e anti-CD28 (2ug/ml-Biolegend®) por 5 dias. Apos este periodo o
sobrenadante foi coletado e as citocinas avaliadas por meio do kit Cytometric Bead Array
for mouse Th1/Th2/Th17 populations (BD®), seguindo as especificacbes do fabricante. A
aquisicao foi feita no citbmetro de fluxo FACS Accuri C6® (Becton & Dickinson, Mountain
View, CA) e analisado pelo FCAP Array Software (BD®).

3.8 Histologia das medulas espinais

Os camundongos que tiveram suas medulas espinais usadas para a histologia foram
sacrificados pela administracdo dos anestésicos cetamina e xilazina na circulacao
sanguinea por via retro-orbital. Em seguida, foi feita a perfusdo destes animais
primeiramente com PBS (para minimizar a contaminac¢ao com células circulantes) e depois
com paraformolaldeido 4% (para fixacdo do tecido). Posteriormente, suas medulas foram
retiradas separando-se a espinha 6ssea do cranio e extraindo a medula espinal, sem
danifica-la, por meio da retirada das vértebras por acdo mecéanica e auxilio de pincas
cirdrgicas. As partes distais das medulas espinais foram cortadas, e mantidas em
paraformaldeido a 4% overnight em geladeira. Depois, foram crioprotegidas em uma
solucéo de sacarose a 30% em PBS a 4°C e congeladas em gelo seco. As amostras foram
seccionadas no plano coronal em tamanhos de 20um em um criostato semiautomatico
(1850 UV, Leica®) e montadas em superfrost plus slides (VWR International®). As amostras
foram deixadas para secar por 48 horas, lavadas com &gua destilada por 2 minutos,

incubadas com hematoxilina de Harris por 2 minutos e entdo lavadas em agua corrente
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para remover residuos em excesso por 4 minutos. Em seguida, foram incubadas em eosina
por 2 minutos, desidratadas em solucao etandlica, diafanizadas com uma solucao de xilol
por 5 minutos e cobertas com D.P.X. Mounting medium (Sigma®). Imagens foram

adquiridas com um EVOS XL Core Microscope (Thermo®).

3.9 Analise estatistica

A analise dos escores clinicos de EAE foram analisados pelo two-way ANOVA teste,
seguido pelo Bonferroni post-test. Outras andlises utilizaram o one-way ANOVA seguido
pelo Tukey ou T-test. Todas as analises foram feitas no software Graphpad Prism 7®.

Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
4.0 RESULTADOS

4.1 Analises em camundongos haive

A primeira analise feita foi para verificar se a auséncia do receptor NMDA
influenciava de alguma maneira a selecdo negativa de timdcitos, observando como as
subpopulacdes das diferentes fases de amadurecimento se distribuiriam no timo. Verificou-
se, nas analises por citometria de fluxo, um aumento da frequéncia de timécitos simples
positivos nos animais CD4CREGrinfox (CD4+ NMDA KO) em relac&o aos controles, como é

possivel observar na figura 4.
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Figura 4. Animais CD4+ NMDA KO tém maior frequéncia de células simples positivas no timo. Analise
por citometria de fluxo das células timicas. A esquerda, estratégia de gates de células para as populacdes
CD8+, CD4+ e duplo positivas. A direita, quantificacéo das popula¢des escolhidas marcadas por CD8-PE,
CDA4-FITC e CD4-FITC+CD8-PE (Duplo) em timécitos de animais CTRL (C57BL6 Grinlf) e CD4 NMDA
KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1Flox), Andlise estatistica T-student, *p<0,05, ** p<0,01.

A fim de avaliar se o aumento de células simples positivas estava relacionado com
uma maior viabilidade celular, foi feita uma marcacéo com anexina V e iodeto de propidio
(IP). A fim de mimetizar a sinalizacdo de ativagdo do TCR que ocorre durante a selecéo

negativa, adicionou-se um grupo estimulado com anti-CD3 por 24 horas.
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Os resultados mostram que o estimulo por CD3 diminui a viabilidade celular nos
animais controle, porém este fendmeno ndo pode ser visualizado nos animais CD4+ NMDA
KO, o que pode ser verificado com a menor propor¢cdo de células com marcagcdo para
necrose, indicando uma diminuicdo na amplitude do processo de morte celular nesses

animais em relagéo aos animais controle (Figura 5).
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Figuras 5. Animais CD4+ NMDA KO apresentam menor morte celular apés ativagdo com anti-CD3.
Andlise no citdmetro de fluxo, a esquerda, com os gates marcando necrose (lodeto de Propidio-PERCP+
Anexina-FITC+), apoptose (Anexina-FITC+) e células vivas (lodeto de Propidio-PERCP- Anexina-FITC-)
estando somente em meio celular ou tendo sido ativadas por anti-CD3 (Lug/ml) por 24h, e as porcentagens,
a direita, de ambas marcagdes em WT (C57BL6 Grinlf>*) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1Flox),
Andlise estatistica One way anova, *p<0,05, ** p<0,01.

O préximo passo foi observar as alteragfes causadas pela falta do receptor NMDA
nos o6rgaos linfoides secundéarios, como baco e linfonodos, para averiguar a extenséo dos
fendmenos observados. Foram analisados camundongos com duas idades distintas: 6 e 10
semanas, e pode-se observar que os resultados obtidos em relacéo a quantidade de células
de cada subtipo de linfécito dependem do tempo de vida dos animais.

Os animais com 6 semanas de idade apresentam um aumento das populacdes de
linfocitos T CD4+ e CD8+, em conjunto com o marcador V311 (cadeia § do TCR especifica
para MOGss.s5), nos 0rgdos periféricos - linfonodos subaxilares, inguinais superficiais e
periadrticos, e baco - neste ultimo sendo uma tendéncia de aumento de células T
CD4+VB11+, apenas. Isto é observado principalmente no numero total de células quando
comparado com os animais controle, ndo havendo alteragcdo na porcentagem celular em

ambos os grupos (Figura 6).
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Figuras 6. Animais CD4+ NMDA KO apresentam maior nimero de linfécitos nos 6rgaos linfoides
secundéarios com 6 semanas. Avaliacdo da porcentagem e numero de células T CD8+ e CD4+,
especificas ou ndo para MOG (V[111+) por citometria de fluxo em camundongos CTRL (C57BL6 Grin1flox)
e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1FoX), As células foram extraidas dos (A) linfonodos, ou (B) bago.
Andlise estatistica T-student, *p<0,05, ** p<0,01.
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Figuras 7. Animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas restauram nimeros normais de linfécitos T nos
o6rgdos linfoides secundérios. Avaliagdo da porcentagem e numero de células T CD8+ e CDA4+,
especificas ou ndo para MOG (VB11+) por citometria de fluxo em camundongos CTRL (C57BL6 Grinlflox)
e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin17o), As células foram extraidas dos (A) linfonodos, ou (B) baco.

Analise estatistica T-student, *p<0,05, ** p<0,01.
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J& os animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas nao apresentam aumento no nimero
de linfocitos, seja nos linfonodos (Figura 7A), ou no baco (figura 7B). Tal fendmeno indica
gue o efeito do aumento do numero de células T devido a auséncia do receptor NMDA nao
€ permanente. A partir desses resultados, avaliou-se o efeito das alteracdes nos animais
com EAE em ambos periodos, de 6 e 10 semanas, para verificar a influéncia dessa

mudanca nos linfécitos dos animais em uma doenga autoimune.

4.2 Anélises em camundongos com EAE

Ao induzir a EAE, a resposta clinica dos camundongos CD4+ NMDA KO de 6
semanas foi parecida com a dos animais controle, iniciando os sinais clinicos por volta do
décimo dia e tendo o pico da doenca proximo ao 17° dia - algo esperado de acordo com a
evolucado da doenca; porém, houve uma regressdo mais acelerada nos animais CD4+
NMDA KO. Ja nos animais com 10 semanas, observou-se uma maior resisténcia a doenca,
com sinais clinicos reduzidos. Vale destacar que ndo ha diferenca na area sob a curva dos

animais de 6 semanas em relacdo aos controles (Figura 8).

4-

(4.
(=]
H
*

]
-

[}
(=]
N

= CTRL
-« NMDA 10 Semanas
NMDA 6 Semanas

_|

Area sob a curva

-
o
1

Escore Clinico

o

DIAS

Figuras 8. Escore clinico dos animais controle e animais CD4+ NMDA KO, com duas idades
diferentes. Avaliacdo da evolugéo clinica dos camundongos, a esquerda, com escores clinicosde 0 a5 a
partir do dia da imunizac&o (0) até o dia 25. A direita, area sob a curva de cada grupo de animais, CTRL
(C57BL6 GrinlfX) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1F°x) com 6 e 10 semanas. Andlise estatistica
One way anova, *p<0,05, ** p<0,01.

A fim de compreender os mecanismos envolvidos nas diferencas clinicas
encontradas entre os animais, avaliou-se a resposta imune no SNC. Com analises
histolégicas da medula espinal marcadas pela coloracdo de hematoxilina e eosina,
observou-se menor infiltrado celular na medula espinal dos camundongos CD4+ NMDA KO
de ambas idades, porém, nos animais de 10 semanas € possivel verificar um infiltrado ainda
menor, caracterizado por um aglomerado de células nas bordas dos cortes de medula

espinal (Figura 9).
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Figura 9: Histologia da medula espinal, em diferentes aumentos. Cortes coronais das medulas dos
animais CTRL (C57BL6 GrinlfoX) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1F°X) com 6 e 10 semanas, nos
aumentos de 4, 10 e 20 vezes. Com 6 semanas, ha uma infiltracdo celular (indicado pelas setas) ainda
significativa, mesmo que menor do que a dos animais controle, mas animais CD4+ NMDA KO de 10
semanas quase nao apresentam infiltrados celulares (destacados).

Para avaliar diretamente a resposta dos linfécitos nestes animais, foram realizados
ensaios de citometria de fluxo. Ao quantificar as células extraidas do SNC, percebeu-se um
menor numero de leucdcitos infiltrantes, marcados com CD45, nos animais de 6 e 10
semanas (Figura 10), o que corrobora o menor infiltrado celular verificado na histologia.

Ao quantificar os subtipos de linfécitos, foi possivel observar que os animais com 6
semanas apresentaram um numero menor de linfocitos T CD4+ em relacdo aos animais
controle, enquanto os animais de 10 semanas apresentam apenas uma tendéncia deste
fenbmeno; porém, com relacdo a porcentagem das células infiltrantes, os animais de 10
semanas apresentam uma maior proporcdo de células T CD4+ em relacdo aos outros
grupos. Quando se verifica as células T CD8+, ha a diminuigdo do numero de células em
animais mais novos e, como visto nos linfocitos T CD4+, ha um aumento na porcentagem
de células T CD8+ nos animais de 10 semanas.

Dentre os resultados, o que chama a atencao é a diferenca na frequéncia de células
autorreativas ao MOG (VB11+) entre os grupos. Nos animais de 6 semanas observamos
um aumento na proporcao destas células dentro do grupo dos linfécitos T CD4+ em relacéo
aos animais controle. Por sua vez, apesar do aumento na frequéncia de células CD4+ e
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CD8+, os animais de 10 semanas apresentaram uma proporcado igual de células

CD4+VB11+ em relagédo ao grupo controle e uma menor porcentagem de CD8+V[11+ em

comparacao aos demais grupos (Figura 10).
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Figuras 10. Animais CD4+ NMDA KO de 6 semanas apresentam maior reatividade ao MOG em células
T CD4+ no SNC. Avaliagcdo da porcentagem e nimeros totais de células TCD45+, T CD8+ e CD4+
especificas ou ndo para MOG (VB11+), por citometria de fluxo em camundongos CTRL (C57BL6 Grinlfox)
e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grinl1Flx) com 6 e 10 semanas. As células foram extraidas do SNC.

Analise estatistica One way anova, *p<0,05, ** p<0,01.

Foram quantificadas, também, as células apresentadoras de antigenos (APCs) do

SNC (Figura 11), para verificar seu estado de ativacdo. Foi observado que, nos animais

CD4+ NMDA KO de 6 semanas, ha menos células CD11b+, marcador de células da

microglia e mondcitos, do que nos animais de 10 semanas e nos controles. Apesar de

estarem em maior quantidade nos animais mais velhos, nestes ha menor expressao do

correceptor CD86+ e de MCH Il em relacdo aos animais de 6 semanas e controle, o que

indica menor ativagao das APCs.
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Figura 11. Animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas apresentam APCs menos ativadas no SNC.
Avaliacao da porcentagem e niimeros totais de APCs CD11b+, com CD86 ou MHCII, por citometria de fluxo
em camundongos CTRL (C57BL6 Grinlf>x) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1F%X) com 6 e 10
semanas. As células foram extraidas do SNC. Andlise estatistica One way anova, *p<0,05, ** p<0,01.

Ao analisar o perfil de citocinas liberado pelas células do SNC re-estimuladas in vitro,
com ou sem anti-CD3 e anti-CD28, nos animais de 10 semanas vé-se uma tendéncia de
menor expressao de citocinas como IL-17, IL-10, IFN-y e TNF-a, além de maior expressao

de IL-6, o que também é encontrado em animais de 6 semanas.
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Figura 12. Animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas apresentam diferencas mais acentuadas na
expressao de citocinas. Avaliagdo da concentracéo de citocinas por citometria de fluxo em camundongos
CTRL (C57BL6 Grinlfox) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1FlX) com 6 e 10 semanas. As células
foram extraidas do SNC e mantidas em cultura celular por 5 dias, sem ou com o estimulo por anti-CD3 e
anti-CD28. Andlise estatistica One way anova, *p<0,05, ** p<0,01.
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Andlises no baco mostraram resultados com poucas diferencas entre 0s grupos, com
um destaque maior para animais CD4+ NMDA KO apresentando menor proporcdo de
linfocitos T CD4+ autorreativos ao MOG, com a proporcéo geral de T CD4+ praticamente
inalterada. Animais de 10 semanas apresentaram, ainda, uma tendéncia de aumento na
propor¢éo de células T CD8+, ainda que com frequéncia reduzida de autorreativos ao MOG
(Figura 13).
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Figuras 13. Animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas apresentam menos células reativas ao MOG na
periferia. Avaliacdo da porcentagem e nameros totais de células T CD8+ e CD4+, especificas ou ndo para
MOG (VB11+), por citometria de fluxo em camundongos CTRL (C57BL6 GrinlfX) e CD4 NMDA KO
(C57BL6 CD4CRE:Grin1FlX) com 6 e 10 semanas. As células foram extraidas do bago. Andlise estatistica
One way anova,, *p<0,05, ** p<0,01.

Também na periferia, os animais CD4+ NMDA KO apresentaram uma tendéncia de
menor numero de linfécitos T Reguladores (Tregs), caracterizados pela marcagao positiva
para o fator de transcricdo FoxP3, em relacdo aos animais controle (Figura 14). Ao observar
0S grupos separadamente, vé-se que 0 grupo de 6 semanas apresentou uma menor
distribuicdo destas células, bem como uma expressdo menor do fator de transcricdo FoxP3
por célula em relacdo aos animais de 10 semanas - 0 que pode ser observado a partir do

MFI (Median Fluorescence Intensity) (Figura 14).
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Figuras 14. Animais CD4+ NMDA KO de 6 semanas apresentam menos FoxP3. Avaliacdo da
porcentagem, nimeros totais e MFI da expressdo de FoxP3 em linfécitos T por citometria de fluxo em
camundongos CTRL (C57BL6 Grin1fox) e CD4 NMDA KO (C57BL6 CD4CRE:Grin1F°x) com 6 e 10 semanas
e a estratégia de gate utilizada para avaliacdo das células Treg (abaixo), sendo sele¢do de Singlets,
Células, Vivas, CD4+ e FOXP3+. As células foram extraidas do baco. Andlise estatistica One way anova,
*p<0,05, ** p<0,01.

Assim, vé-se que animais CD4+ NMDA KO tém alteracbes na maturacdo dos
timécitos em relacdo a proporcao de subtipos de linfécitos encontrados no timo; fenémeno
observado também na periferia de animais CD4+ NMDA KO de 6 semanas, mas nao em
animais de 10 semanas. Com isso, animais CD4+ NMDA KO de diferentes idades
apresentam respostas a EAE também diferenciadas. De forma geral, hA menor ativacao
dos linfécitos T frente & EAE, mas a infiltracéo celular no SNC, a reatividade linfocitaria e a
capacidade de ativacdo de APCs s&o mais pronunciadas na idade de 6 semanas, em
contraste com a propor¢ao de células Treg e sua capacidade reguladora, que se apresenta

mais evidente em animais de 10 semanas.
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5.0 DISCUSSAO

A Esclerose Mudltipla € uma doenca neurodegenerativa com mecanismos
patofisioldgicos ainda ndo totalmente elucidados, tendo origem multifatorial com fatores
genéticos e ambientais (BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018). Estudos em
modelos animais se fazem muito importantes para melhor compreensao da sua evolucéo e
busca por alternativas de tratamento (FILIPPI et al., 2018). Dentre estes modelos, um dos
mais usados é o de Encefalomielite Autoimune Experimental (LASSMANN; BRADL, 2017),
com uma evolucdo de encefalopatia aguda, monofésica, auto resolutiva e de pefrfil
inflamatorio causado principalmente por linfocitos T CD4+ (BITTNER et al., 2014).

Sua inducdo pode ser passiva, com transferéncia de células T e/ou anticorpos
autorreativos; ou ativa, com a utilizacdo de um antigeno do SNC, como a proteina de
mielina, em conjunto com adjuvantes para estimular a resposta inflamatoria. Apesar de
induzir uma desmielinizacdo primaria escassa, com desmielinizacdo proveniente, em sua
maioria, da perda de oligodendrdcitos, e ter, portanto, uma fisiopatologia diferente da EM
(LASSMANN; BRADL, 2017); a sensibilizacdo ativa com MOGssss, CFA (Adjuvante
Completo de Freud) e toxina pertussis € muito utilizada para o estudo de mecanismos
moleculares da EAE e foi o modelo utilizado neste trabalho.

Sabe-se que ha grande participacéo do subtipo de linfécitos Th17, além dos Thl, na
encefalopatia da EAE. Contudo, o impacto do microambiente do SNC na modulacédo da
resposta linfocitaria ainda é pouco compreendido. Nos ultimos 20 anos, novos estudos tém
focado no papel de neurotransmissores atuando na resposta imune, inclusive durante a
EAE (FILIPPI et al., 2018, BAECHER-ALLAN; KASKOW; WEINER, 2018; PACHECO et al.,
2007). Na mesma linha de raciocinio, nosso grupo se perguntou como o glutamato, principal
neurotransmissor excitatério do SNC, poderia modular a resposta imune a partir da
sinalizacdo em receptores NMDA (ROSSATO, 2016; BRANDAO, 2017).

Dentre os principais achados do nosso grupo de pesquisa, viu-se que o bloqueio
farmacoldgico dos receptores NMDA pelo MK 801 diminui os escores clinicos da EAE, bem
como a resposta fagocitaria e a producéo de citocinas inflamatdrias de macrofagos e células
da microglia, além de promover menor ativacao e proliferacéo de linfécitos T (ROSSATO,
2016). Todavia, estudos mais recentes vieram a demonstrar que a atuacao do MK801 se
da ndo apenas pelo bloqueio da fenda do receptor NMDA, como também poderia
comprometer outros canais de calcio, sendo eles o Kv1.3 e Kca3.1. (KAHLFUSS et al.,

2014), o que poderia comprometer a interpretagcéo desses resultados.
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Nesse sentido, desenvolveu-se um modelo de delegéo génica com bloqueio direto
da presenca do receptor NMDA em linfécitos T CD4+, célula que mais teve seus numeros
alterados nos trabalhos anteriores. Para isso, foi utilizado o sistema de cre-lox em que, por
meio da expressdo da enzima Cre recombinase proveniente do bacteriofago P1, ha a
recombinacédo de duas regides de DNA flanqueadas por sitios LoxP, 0 que causa a inversao
ou delecéo dessas regides, permitindo o nocaute ou superexpressédo do gene alvo. Neste
trabalho, o gene Grinl, responsavel pela transcricdo da subunidade NR1 do receptor
NMDA, foi “floxeado” e a enzima Cre foi associada ao gene da molécula CD4, resultando,
assim, em células T CD4+ com o gene Grinl deletado.

Com animais sem a expressao do receptor NMDA, buscou-se avaliar, inicialmente,
qual seria a influéncia desta delecdo na selecéo timica de animais naive. Para resultados
com maior acuracia, utilizou-se como controle animais que tinham o gene Grinl floxeado,
mas nao expressavam a enzima Cre, buscando, assim, a eliminacdo de uma possivel
interferéncia que os sitios LoxP pudessem causar.

Primeiramente, foi identificado um aumento nas células simples positivas nos timos
dos camundongos C57BL/6-CD4CRE/GrinFlx, denominados CD4+ NMDA KO. Esse
fendmeno pode ser resultante de dois processos diferentes: 1) aumento da viabilidade
celular ou 2) menor emigracéo timica (PALMER, 2003).

Nos experimentos subsequentes, observou-se diminuicdo da viabilidade celular nos
animais controle em relacdo aos CD4+ NMDA KO quando estimulados com anti-CD3. Os
receptores NMDA nos timdcitos em processo de amadurecimento tém a funcédo de manter
a entrada de ions de célcio na célula durante a sinapse imunolégica. Apés ocorrer a
liberacdo de ions de calcio de vesiculas intracelulares e o influxo pelo canal de calcio
ativado por deplecdo (CRAC), mantém-se um plateau que dispara respostas celulares as
altas concentracdes do ion, que, durante o processo de maturacéo, estado relacionadas com
a morte celular (PAPADIA, S., HARDINGHAM, G. E., 2007, AFFATICATI et al., 2011).

Ja foi relatado em experimentos com camundongos quiméricos, que apresentavam
a molécula MHC somente em TECs, e ndo em APCs, uma selecéo negativa deficiente, com
aumento do numero de células simples positivas, corroborando o fato de que uma falha no
processo de reconhecimento e eliminagéo das células com alta afinidade pelo complexo
MHC-peptideo préprio pode resultar em um aumento das células simples positivas
(PALMER, 2003).

Verificou-se que a alteracdo da viabilidade nos animais CD4+ NMDA KO estava
associada a morte por necrose, contudo, este tipo de morte ndo € muito relatado na selecéo

negativa. Vale ressaltar, no entanto, que o iodeto de propidio (IP) € um marcador de perda
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de integridade de membrana e, apesar da sua marcacgéo ser geralmente usada para indicar
morte por necrose, ela também pode ser relacionada com o processo de apoptose tardia,
em que também ha desintegracdo da membrana (QUAGLINO; RONCHETTI, 2001). Outro
mecanismo a ser considerado sao aqueles decorrentes da disfuncdo mitocondrial, os quais
podem ter sinalizado para a ruptura da membrana celular a partir do desbalancgo energético
celular (QUAGLINO; RONCHETTI, 2001).

Na sequéncia, analisou-se os 6rgédos linfoides secundarios a fim de avaliar se a
emigracao timica estaria comprometida. Inicialmente, observou-se que camundongos de
aproximadamente 6 semanas apresentavam um maior numero de linfécitos T no baco e
linfonodos e que ndo havia diferenca de linfocitos que expressavam a molécula CD31,
caracteristica de linfécitos recém emigrados do timo (resultado ndo apresentado) (HANDEL;
IRANI; HOLLANDER, 2018). Em conjunto com os dados anteriores, esses resultados
apontam para um maior processo de escape da selecédo timica.

No entanto, ao avaliar os camundongos algumas semanas mais velhos, percebeu-
se que animais de 10 semanas haviam normalizado o niamero de linfécitos, ndo possuindo
mais diferenca em relagcdo aos animais controles. Tal resultado pode ser decorrente de
mudancas na resposta hormonal, a qual ja é descrita como moduladora da resposta timica
(TAKABA; TAKAYANAGI, 2017) e envolvida com o desenvolvimento da esclerose multipla
(YSRRAELIT; CORREALE, 2019).

Uma vez que o bloqueio da sinalizacdo do receptor NMDA j& tinha sido associado
com menor atividade dos linfécitos T, bem como menor severidade no modelo de EAE
(ROSSATO, 2016), o préximo passo deste trabalho foi avaliar o impacto dessa diferenca
de idade no desenvolvimento da EAE em camundongos CD4+ NMDA KO. Assim, a inducao
da EAE foi feita em dois grupos de animais além dos controles, buscando possiveis
diferencas nas populacdes celulares e producao de citocinas.

Nota-se que camundongos de 6 semanas alcancaram o0 mesmo escore clinico dos
animais controle, porém com recuperag¢ao mais rapida, enquanto os de 10 semanas tiveram
escores menores a todos os momentos da evoluco clinica. E possivel que essa alteracio
ocorra pela diferenga na quantidade de linfocitos na periferia, j& que a ativacdo e migracao
dessas células para o0 CNS é essencial para o desenvolvimento da doenga (LEGROUX;
ARBOUR, 2016). Assim, o aumento de células T dos camundongos mais novos pode ter
compensado a menor ativacdo do glutamato por auséncia do receptor NMDA, levando a
uma doencga mais grave do que animais de 10 semanas.

Com a histologia das medulas espinais e analises por citometria de fluxo, viu-se que

camundongos CD4+ NMDA KO tém um menor infiltrado linfocitario. No entanto, nos animais
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de 6 semanas essas células foram mais reativas para MOG do que nos de 10 semanas, 0
gue também pode ter contribuido para que sua resposta clinica fosse maior.

Outro ponto é a menor ativacdo de APCs no SNC dos animais de 10 semanas, que
apresentam maior numero de células, mas menos sinais de ativacao, como a expressao de
MHC Il e do correceptor CD86. Esse resultado € possivelmente decorrente de uma menor
capacidade de liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias destes (ROSSATO, 2016).

Sabe-se que, sem a sinalizacdo do receptor de NMDA, os linfocitos T periféricos
produzem menos citocinas devido ao bloqueio da via celular das MAP quinases
(BOLDYREV; BRYUSHKOVA; VLADYCHENSKAYA, 2012). Em 2014, Kahlfuss et al.
demonstrou como antagonistas de NMDA diminuem a secrec¢éo de IL-2 e IFN-y de células
T de perfil Thl, mas aumentam citocinas dos linfocitos de perfil Th2, como IL-10 e IL-13.

A IL-6 ajuda na diferenciacao de linfécitos T para o perfil Th17 (YANG et al., 2009),
importante no desenvolvimento da EAE, no entanto, mesmo com tendéncia de aumento de
sua expressao nos animais CD4+ NMDA KO, este efeito ndo se reflete na producgéo de IL-
17, sugerindo que a sinalizacdo pode estar comprometida pelas vias intrinsecas dos
linfocitos. Além disso, o IFN-y pode atuar de forma protetora na EAE (YANG et al., 2009),
e sua diminuicdo foi menos relevante se comparada as outras citocinas, sendo possivel
gue a sua funcgéo tenha sido preservada.

Em 2019, Salingrama et al. demonstraram que os linfocitos T CD4+ com
especificidade para o antigeno MOG possuem um papel mais patogénico na doencga,
enquanto os linfécitos CD8+ exercem um papel regulador, principalmente por eliminar os
clones autorreativos pelo uso de perforina e granzima (SALIGRAMA, N. et al., 2019). Neste
trabalho, os animais CD4+ NMDA KO de 10 semanas apresentaram maior quantidade de
células CD8+ no SNC, porém com menor expressao de V311, indo de acordo com o papel
regulador proposto, ja que sua doenca foi mais branda.

Os linfécitos T reguladores (Treg) sé@o produzidos durante o processo de tolerancia
central e se mostram essenciais para o controle da reagéo imune na periferia, limitando a
acao de células T efetoras e citotdxicas, assim como das natural killers e macrofagos,
evitando a exacerbacéo da inflamacédo (LEGROUX; ARBOUR, 2016). Na EAE, as células
Treg se encontram com niveis aumentados na fase de recuperacédo da doenca, o que leva
a sua resolucdo espontanea, fato que ndo ocorre, por exemplo, em camundongos
timectomizados (HANDEL; IRANI; HOLLANDER, 2018). As Treg sdo capazes de diminuir
a acdo de linfécitos T efetores ao inibir seu contato com APCs, além de inibir sua

polarizacéo para um perfil inflamatério (KOUTROLOS et al., 2014).
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As Tregs séo principalmente identificadas pela presenca do FoxP3, um fator de
transcricdo necessario para que exercam sua funcdo supressora do sistema imune
(DALEY, S. R. et al, 2017). Em animais CD4+ NMDA KO, elas estdo em menor nhimero na
periferia, e com 6 semanas ha uma diminuicdo mais expressiva na proporcao dessas
células, além da expressao de FoxP3, podendo ser mais um motivo para a doenca nesses
camundongos alcancar escores clinicos parecidos com os do grupo controle.

Essa diminuicdo nas células reguladoras pode ser atribuida a menor sinalizagéao
timica durante a selecdo negativa, ja que a diferenciacdo para uma célula Treg ocorre
guando, apos ter passado pela selecdo positiva, a célula recebe uma sinaliza¢éo de forte
ligacdo do TCRall com o MHC e peptideo proprio, mas, ao invés de sofrer apoptose, sofre
a upregulation do gene FoxP3 e se diferencia para Treg (DALEY, S. R. et al, 2017). Apenas
algumas células passam por essa diferenciacdo, porém, sem a sinalizacdo do receptor
NMDA, essa quantidade reduz ainda mais.

Uma diminuicdo no niumero de Tregs também pode ser observado em camundongos
KO para o gene AIRE (HENDEL, A. 2018), nesse caso, devido a diminuicdo de expressao
de TRAs, o que prejudica a identificacdo de linfocitos T CD4+ autorreativos. Nas duas
situacdes, uma desregulacdo no processo de selecao negativa, responsavel por direcionar
alguns linfocitos para a linhagem de linfécitos reguladores naturais, altera o nimero normal
de células esperadas em cada subpopulacgéo.

Assim, esses resultados mostram como o receptor NMDA tem um papel no
desenvolvimento da EAE, com os resultados anteriores do grupo sendo corroborados pelos
deste trabalho, mas mostrando, também, uma influéncia da idade dos camundongos nas

populacdes de linfocitos que ndo havia sido detectada anteriormente.
6.0 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a auséncia do receptor NMDA em linfécitos T leva a uma
alteracdo na selec¢do timica, com aumento de células simples positivas e maior viabilidade
celular perante ao estimulo com anti-CD3. Esta alteracdo parece estar relacionada com
aumento do numero de células T nos érgéos periféricos, incluindo clones autorreativos que
se normalizam no periodo de 10 semanas. Por fim, o bloqueio da sinaliza¢do do receptor
NMDA diminui o infiltrado leucocitario em animais com EAE com diferencas nas

subpopulacdes de linfécitos e na clinica da doenca dependendo de qual idade do animal.
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