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RESUMO

Fickinger AMF. Papel dos Receptores de Glutamato tipo NMDA em linfdcitos T ativados in
vitro. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

A neuroimunologia € o ramo da imunologia que estuda a relagdo entre sistema imune e o
sistema nervoso. Muitos estudos tém demonstrado a capacidade direta de neurotransmissores
em modular a resposta imune, assim como de citocinas em influenciar fungdes cognitivas. Neste
contexto, o glutamato possui papel de destaque, por se tratar do neurotransmissor excitatorio
mais importante e mais abundante no sistema nervoso central dos mamiferos. Sua funcéo é
exercida por dois tipos de receptores principais: i) os receptores ionotropicos (iGIuR) e ii) o0s
receptores metabotropicos (mGIuR). A descoberta da expressao de receptores de glutamato em
células do sistema imune tem despertado interesse cientifico, levantando questfes acerca de sua
expressdo e fungdo. No presente trabalho, avaliamos pardmetros como viabilidade celular,
linfoproliferacdo e ativacdo de MAP quinase pelo receptor NMDAR esplendcitos totais e
linfocitos cultivados in vitro. Nossos resultados demonstram que linfocitos em repouso e
ativados apresentam diferentes perfis de expressdo do receptor NMDAR. O uso do antagonista
deste receptor, 0 MK801, foi capaz de reduzir a proliferacdo de linfécitos T CD4 e T CD8
estimulados com anti-CD3 em cultura de esplendcitos. Tal reducdo pode ser explicada por um
aumento na taxa de morte celular, o que foi avaliado por marca¢do com anexina-V, indicador
de apoptose, ou 7-AAD, indicador de necrose. Para entendermos um pouco a respeito da
sinalizagéo do receptor NMDAR no sistema imune, avaliamos a fosforilagdo da MAP quinase
ERK 1,2 em linfocitos T CD4 ativados na presenca do agonista (NMDA) ou do antagonista
(MK801) do receptor. Observamos um aumento na ativagdo desta quinase na presenca de
NMDA, o que é revertido na presenca do MK801. Ao avaliar o papel do receptor NMDAR in
vivo, verificamos uma reducdo significativa na gravidade da encefalomielite experimental auto-
imune em animais tratados com MK801. Mais interessante, esta reducdo se correlaciona
também com uma reducdo na fosforilacdo de ERK 1,2 em esplendcitos totais obtidos ao dia 7
pés-imunizacdo. Em resumo, nossos dados sugerem que o receptor NMDA possui o papel de
ativador de vias intracelulares importantes, como as da MAP quinase ERK 1,2; e que 0 seu
bloqueio resulta em morte celular in vitro. Logo, isso indica a importancia do glutamato como
modulador da intensidade da resposta e viabilidade de linfécitos T CD4 e T CD8 in vitro e in
vivo. Sendo assim, nossos resultados contribuem para um melhor entendimento dos fenémenos
de imunoregulacdo, especialmente aqueles no campo da neuroimunologia ou
neuroimunomodulacéo.

Palavras-chave: NMDAR. Glutamato. Receptores ionotrépicos de glutamato.
Neurotransmissores. Neuroimunomodulacgdo. Linfécitos. T CDA4.



ABSTRACT

Fickinger AMF. The role of NMDA Glutamate Receptors in T lymphocytes activated in vitro.
[Dissertation (Master thesis in Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo; 2013.

Neuroimmunology is a field within immunology which studies the relationship between the
nervous system and the immune system. Several studies have demonstrated the direct ability of
neurotransmitters in modulating the immune response, as for cytokines in influencing cognitive
functions. In this context, glutamate stands out for being the most important and abundant
neurotransmitter in the mammal central nervous system. Its role is exerted through two main
types of receptor: i) ionotropic receptors (iGIUR) and ii) metabotropic receptors (mGIuR). The
discovery of glutamate receptor expression in immune cells has led to scientific interest, raising
issues concerning its expression and function. In the present study, we evaluated parameters
such as cell viability, lymphoproliferation, and activation of the MAP quinase pathway by the
NMDA receptor on total splenocytes and lymphocytes cultured in vitro. Our results
demonstrate that naive and activated lymphocytes present different profiles of NMDA receptor
expression. The use of MK801, an antagonist for this receptor, was able to reduce the T CD4
and T CD8 lymphocyte proliferation stimulated with anti-CD3 in splenocyte culture. Such
reduction may be explained by the increase of the cellular death rate, evaluated by annexin-V
staining, indicator of apoptosis or 7-AAD, indicator of necrosis. With the intent of
understanding part of the NMDA receptor signaling in the immune system, we evaluated the
ERK 1,2 MAP quinase phosphorylation in T CD4 lymphocytes activated in the presence of the
agonist (NMDA) or the antagonist (MK801) of the receptor. We observed an increase in this
quinase activation in the presence of NMDA, which is reversed by the MK801. When
evaluating the role of the NMDA receptor in vivo, we verified a significant reduction in the
degree of experimental auto-immune encephalomyelitis in animals treated with MK801. More
interesting, this reduction also correlates to a reduction on the phosphorilation of ERK 1,2 in
total splenocytes obtained at the seventh day post-immunization. In sum, our data suggest that
the NMDA receptor has the role of activating important intracellular pathways, such as the
MAP quinases ERK 1,2; and that its blockage results in cellular death in vitro. As so, this
indicates the importance of glutamate as a modulator of the intensity of response and the
viability of T CD4 e T CD8 lymphocytes in vitro e in vivo. Thus, our result contribute for a
better understanding of the immunoregulation phenomena, especially those in the
neuroimmunology ou neuroimmunomodulation field.

Keywords: NMDAR. Glutamate. lonotropic Glutamate Receptors. Neurotransmitters.
Neuroimmunomodulation. Lymphocytes. T CDA4.
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1 INTRODUCAO

A neuroimunomodulagdo ¢ definida como “uma interagao bidirecional complexa entre o
sistema nervoso e o sistema imune, repercutindo em mudancas nas funcgdes bioldgicas de um
ou de ambos os sistemas” [1]. Sendo assim, estimulos ambientais ou fisioldgicos que afetam
um dos sistemas, invariavelmente acarretardo em alteracdes no outro. Uma grande parte dessas
descobertas foi alcancada apds a exposi¢cdo de animais experimentais a situacdes de estresse,
como sons altos, choques elétricos, exposicdo a luminosidade ou temperaturas extremas,
rompimento de condicbes de co-habitacdo, alimentagdo, isolamento, etc [1]. De fato, ja em
1936, Hans Selye cunhou o termo Sindrome Geral Adaptativa (do inglés: General Adaptive
Syndrome), mais tarde por ele renomeada de resposta ao stress (do inglés; Stress Response) [2,
3]. Esta comp&e um complexo quadro de altera¢des fisioldgicas, mais tarde caracterizado como
resultado da ativacdo do eixo chamado hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPA, por se referir a
hipotalamo-pituitaria-adrenal; pituitaria € outro nome dado a hipéfise), cuja principal molécula
efetora é o glicocorticoide, um potente imunossupressor endogeno [4]. Um exemplo
interessante da ativacdo deste eixo foi demonstrado em individuos submetidos ao salto de
bungee jump. Os individuos apresentaram minutos ap6s o salto um aumento abrupto nas
concentracdes de ACTH, noradrenalina e corticosteroides circulantes. A acdo sistémica desses
horménios resulta em uma reducéo de fatores importantes da imunidade inata e adaptativa, além
de uma leucopenia transiente [5]. Vale ressaltar que estas alteraces foram menos significantes
em individuos previamente tratados com um antagonista dos receptores adrenérgico 1 e 2
(B1Ar e B2Ar), o propranolol. Sendo assim, é inegavel o fato de que o sistema nervoso e o
sistema imune apresentam uma relacdo muito intima, e alteracdes em um dos sistemas, afetara
0 outro como consequéncia [1, 6, 7].

Ndo podemos negligenciar também a presenca de terminacdes nervosas eferentes do
sistema nervoso autbnomo simpatico (SNAS) nos érgdos linfoides, como medula 6ssea, timo,
baco e linfonodos [7]. Tais inervacgdes possibilitam interacfes diretas entre o sistema nervoso e
seus neurotransmissores com 0s leucdcitos residentes nestes Orgdos, como demonstrado
recentemente [8]. Além disso, demonstrou-se que animais tratados com LPS apresentaram um
menor aumento nos niveis sericos de TNF-a quando comparados a animais vagotomizados. Tal
fendmeno foi chamado de resposta anti-inflamatdria colinérgica (do inglés; Antiinflammatory

Cholinergic Response) [9].
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Mais recentemente, 0 mesmo grupo demonstrou que tal fenémeno é mediado pela ativacéo
vagal de ramos do nervo esplénico pois, mediante a a secrecdo de noradrenalina, ocorre a
inducdo da secrecao de acetil-colina por linfécitos T CD4. Sendo assim, 0 grupo descreve uma
populacéo de células T CD4 esplénicas colina acetil-transferase positiva [8]. Tais descobertas
possibilitam o estabelecimento de novos conceitos em neuroimunologia ou
neuroimunomodulacdo, ndo sO acerca do controle homeostatico do sistema imune, como
também na vigéncia de varias doencas, sejam essas de natureza infecciosa, inflamatoria ou auto-
imune.

Doencas neuroinflamatorias sdo aquelas cujo processo inflamatorio se instala dentro do
sistema nervoso central ou periférico [10, 11]. Sendo assim, baseado no exposto acima, é
plausivel pensarmos que as células infiltrantes do SNC também sejam alvos da acdo dos
neurotransmissores ali presentes. Isso devido ao fato de que é cada vez mais frequente a
descricdo da presenca de receptores para neurotransmissores em células do sistema imune,
como receptores nicotinicos a7 [12], adrenérgicos B1AR e f2AR [13], serotoninérgicos 5-HTR
[14], dopaminérgicos D1 e D5 [15, 16], glutamatérgicos NMDAR [17] e mGIluR4 [18], entre
muitos outros [19]. Logo, estudos com a finalidade de compreender a capacidade
imunomoduladora dos neurotransmissores se mostram promissores, uma vez que podem
fornecer pistas importantes para o tratamento de doencas neuroinflamatorias crénicas, como

esclerose multipla, esclerose lateral amiotréfica ou Doencga de Alzheimer.

1.1 O Glutamato e sua biologia no Sistema Nervoso Central

Dentre as sinapses do SNC, 95% das mesmas sdo do tipo glutamatérgicas, tornando o
glutamato o principal neurotransmissor excitatério do SNC de mamiferos, como primeiramente
descrito em 1954 [20, 21]. O glutamato possui um papel crucial na grande maioria das funcées
neuronais, atuando em processos de plasticidade, aprendizado, consolidacdo da memoria e
cognicdo [22]; além de atuar no desenvolvimento do sistema nervoso central pela inducéo e
eliminacdo de sinapses, migracdo celular, diferenciacdo e morte de células neuronais [22].

Todavia, concentracBes altas desse neurotransmissor fora da fenda sinéptica podem
induzir uma ativacdo excessiva destes receptores, com grande influxo de célcio e posterior
morte celular por apoptose, num processo conhecido por excitotoxicidade [23]. A fim de
impedir 0 acumulo excessivo deste neurotransmissor e assim suas funcGes deletérias, 0 SNC
dispde de sistemas complexos de recaptacdo e conversdo do glutamato em componentes menos

nocivos. Existem duas vias principais de conversao do glutamato: i) a conversédo em glutamina
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pela enzima glutamina-sintetase, expressa principalmente em astrocitos; ii) e a conversdo para
a-cetoglutarato, através da desaminacgdo pela glutamato desidrogenase ou transaminagdo pela
acao de transaminases [24-26]. A glutamina ¢ o a-cetoglutarato podem ser utilizados em
processos metabdlicos diversos ou transformados novamente em glutamato para ser re-utilizado
como neurotransmissor [26]. J& os transportadores de glutamato possuem papel primordial na
recaptacéo ou transporte intracelular, sendo os mais importantes: GLAST/EAAT1 (do inglés;
Glial Glutamate and Aspartate Transporter; Excitatory Amino Acid Transporter),
GLT/EAAT2 (do inglés; Glial Glutamate Transporter; Excitatory Amino Acid Transporter 2),
o0 transportador bi-direcional SNAT3 (do inglés; System N Astrocyte Transporter) além do
transportador vesicular VGLUT (do inglés: Vesicular Glutamate Transporter) [26].

A funcdo bioldgica do glutamato é exercida pela ativacdo de duas familias de receptores
de membrana, chamados ionotropicos e metabotropicos, sendo os receptores ionotrépicos
(iGIuR) os primeiros a serem descobertos durante a década de 70 [21, 22, 26]. Os receptores
ionotropicos sdo denominados de acordo com seus agonistas principais: N-metil-D-aspartato
(NMDA), 2a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropoiénico (AMPA) ou kainato. Tais
receptores sdo multimeros protéicos transmembranicos arranjados na forma tetramérica ou
pentamérica, sendo que todos apresentam permeabilidade seletiva para Ca*™ e Na*, variando de
acordo com as subunidades presentes.

Na década de 1980, foi descoberta também a existéncia de receptores metabotrdpicos
de glutamato (mGIuR), caracterizados pelo acoplamento a proteinas G de membrana e pela
acao através da liberacdo de segundos mensageiros [27]. Sdo também divididos em trés grupos:
grupo I (mGIuR1 e mGIuR5), grupo Il (MGIuR2 e mGIuR3) e grupo 111 (mGluR4, mGIuR®,
mGIUR7 e mGIuR8) [27]. Os receptores dos grupos | e Il sdo ativados por 1l-amino-
ciclopentano-trans-1,3-acido dicarboxilico (trans-APCD), ao passo que receptores do grupo 1|
sdo ativados por L-2-amino-4-acido fosfobutirico (L-AP4). O grupo | esta acoplado a
fosfolipase C (PLC) e, portanto, estd associado a producdo de inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG), ao passo que os grupos Il e 111 sdo acoplados a proteina G inibitorias de
adenilato ciclase, reduzindo os niveis de AMPc intracelular [27].

Nomeado apds a descoberta de seu agonista mais potente, o N-metil-D-aspartato
(NMDA), o NMDAR ¢ um receptor ionotropico de maior afinidade, envolvido em inimeros
processos fisioldgicos (plasticidade sinaptica, plasticidade neuronal, aprendizado, memdria) e
patologicos do SNC (excitotoxicidade, neurodegeneracdo), como mencionado acima [28].
Como exemplo, a infusdo intracranioventricular (ICV) de antagonistas de NMDAR em ratos

demonstrou que o bloqueio cronico desse receptor prejudica o aprendizado espacial. Apés a
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publicacdo desses resultados, novos experimentos com animais deficientes para subunidades
de NMDAR especificas do hipocampo corroboraram tais achados [29].

O NMDAR € um canal idnico tetramérico, geralmente composto de duas subunidades
NR1 e duas subunidades do tipo NR2 (NR2A, NR2B, NR2C, NR2D ou NR2E). A subunidade
NR1 possui oito isoformas distintas resultantes de splicing, sendo esta presente em todos os
subtipos de NMDAR. A subunidade recém-descoberta NR3 (NR3A e NR3B), quando expressa,

¢ encontrada associada ao conjunto de NR1/NR2 [28, 30].
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Figura 1 — Esquema ilustrativo do receptor NMDAR. A figura mostra sua estrutura transmembrana e
seus sitios de ligacdo para glutamato e glicina. O receptor NMDAR é um canal iénico de célcio, mas
pode ser bloqueado por magnésio. Fonte: Witt A, Macdonald N, Kirkpatrick P. Memantine
hydrochloride. (2004) Nature Reviews Drug Discovery 3, 109-110 [31].

Funcionalmente, os receptores do tipo NMDAR sao voltagem-dependentes, resultando
em influxo de Ca?" e Na' e efluxo de K'. A ativacdo desses receptores depende da
despolarizacdo de membrana para o desacoplamento do magnésio e subsequente ligacdo de
glicina a subunidade NR1 e glutamato a subunidade NR2 ou NR3. A posterior abertura do canal
ibnico ocorre por meio de alteracdes conformacionais.

Intracelularmente, os receptores NMDAR podem ser fosforilados por serina/treonina
proteina quinase C (do inglés; Protein Quinase C), proteina quinase A (do inglés; Protein
Quinase A), proteina quinase Il Calcio/Calmodulina-dependente (CaMKII), e tirosina quinases
do tipo Src e Fyn. Tais fosforilagdes podem ser revertidas por serina e treonina fosfatases 1, 2A
e 2B (calcineurina) e outras tirosina fosfatases enddgenas [33].A inibicdo de proteinas tirosinas
fosfatases enddgenas resulta na potencializacdo da acdo do NMDAR, indicando que essas

modulam a funcionalidade deste receptor [27, 32].
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De fato, diversos subtipos de NMDAR ja foram identificados, e esses diferem quanto a
sensibilidade a ligantes enddgenos e exdgenos, permeabilidade e bloqueio por ions divalentes,
propriedades cinéticas e interacdo com proteinas intracelulares. Varios antagonistas, tanto
competitivos como ndo competitivos tém sido desenvolvidos e usados nos estudos do NMDAR.
Dentre estes podemos citar o0 antagonista competitivo AP-5 (D-2-amino-5-4cido
fosfopentandico), e os antagonistas ndo-competitivos dextrometorfano, pentazocina, ketamina,
memantina, amantidina, e MK-801 [30, 33].

1.2 Os Receptores de Glutamato NMDAR e o Sistema Imune

Receptores de glutamato do tipo NMDAR ja foram descritos em humanos e murinos
também fora do SNC, como em células renais, pulmonares, esplénicas, testiculares, ovarianas,
Osseas, pancreaticas e hematopoiéticas. Devemos citar o fato de que o NMDAR também é
expresso na membrana mitocondrial, adicionando ainda mais complexidade a sua biologia [34].
Acredita-se que a expressdao de receptores tipo NMDA em células imunocompetentes tem
importante papel imunomodulador sobre as mesmas, apesar de que uma grande parte dessas
informacdes serem apenas especulativas.

A expressao de receptores de glutamato também ja observada em células do sistema
imune. De fato, tanto células da resposta imune inata como adaptativa podem expressar algum
tipo de receptor de glutamato, seja metabotrépico ou ionotrépico. Todavia ainda foi pouco
explorado o potencial de tal receptor em células imunes, deixando um campo bastante rico a
ser explorado e compreendido.

A expressdo de NMDAR em neutrofilos ativados in vivo ja foi demonstrada por métodos
de imunofluorescéncia. Quando ativados na presenga de 500 uM de NMDA, os mesmos sdo
capazes de aumentar a sintese de ROS (do inglés; Reactive Oxygen Species), que é revertida
pela exposicdo ao MK-801. Infelizmente ainda ha pouca compreensdo dos mecanismos efetores
da ativacdo do NMDAR em neutréfilos, mas especula-se que podem iniciar-se cascatas pro-
apoptoticas ou anti-apoptoticas. Supde-se também que cascatas pré-apoptoticas geradas pela
ativacdo do receptor atuem de forma regulatoria, eliminando neutrofilos hiperativos e
potencialmente perigosos. De forma interessante, foi recentemente demonstrado que durante a
meningite por Neisseria meningitidis, a bactéria capta glutamato livre por seu transportador
GItT, e assim se evadindo da ag&o de espécies reativas do oxigénio produzidas pelos neutrofilos
infiltrantes [35].



21

No timo, um 6rgdo linfoide primério, acredita-se que 0 NMDAR esteja envolvido na
maturacéo e geracdo de linfocitos T. Recentemente foi demonstrado que os timdcitos expressam
as subunidades NR1, NR2A e NR2B do receptor NMDA. Além disso, a interacdo TECs (do
inglés; Thymic Epithelial Cells), uma rica fonte de glutamato, com os timdcitos, é capaz de
induzir um grande influxo de célcio, fendbmeno revertido pela adicdo dos antagonistas
memantina e MK801. Mais interessante, foi demonstrado por microscopia confocal que o
receptor tipo NMDA e o TCR (do inglés: T Cell Receptor) se colocalizam na sinapse
imunolodgica ap0s ativacao por beads ou apresentacdo de antigeno [37]. Todavia, tal trabalho
n&o avalia o papel funcional deste receptor, permitindo-nos somente supor 0s eventos celulares
e moleculares mediados pelo glutamato durante a ontogenia de linfécitos T.

Em linfocitos T maduros, a expressdo de NMDAR também ja foi observada, tanto em
humanos como em roedores, avaliado tanto através do mMRNA para grinl [20], como através da
utilizagdo de glutamato tritiado (H®). Tais resultados mostraram uma interagdo estavel com seu
receptor, sendo desfeita somente com o0 uso de quisqualato, antagonista para receptores
ionotrépicos. Todavia, o perfil de expressdo dos receptores tipo NMDAR, ainda nao é
conhecido por completo, restando algumas perguntas importantes: i) quais subunidades sdo
encontradas no sistema imune? ii) em quais populacBes celulares? iii) ha diferencas entre
células naive ou ativadas? Tais quebra-cabecas ainda devem ser desvendados.

Em relacdo a funcionalidade dos receptores de glutamato no sistema imune, apesar de
escassos, e na sua maioria realizados in vitro, apresentaram resultados interessantes. Por
exemplo, a incubacdo de linfocitos T com o agonista NMDA induz: i) superexpressao do
préprio receptor NMDAR, ii) aumento da concentracdo de célcio intracelular, iii) supressao da
linfoproliferacdo em resposta a fitohemaglutinina e iii) alteracdo no perfil de citocinas [17].
Vale ressaltar que todos esses efeitos foram revertidos pela adicdo dos antagonistas especificos
AP5 ou MK-801.

Além da importancia do glutamato na modulacéo de células inflamatérias do SNC, o
mesmo também pode exercer esse papel na periferia. Estudos recentes demonstraram que DCs
esplénicas sdo capazes de secretar grandes quantidades de glutamato durante apresentacdo
antigénica. Surpreendentemente, essa secre¢do € ndo vesicular, mas sim dependente do Xc
cistine/glutamate antiporter. Esse glutamato, agindo sobre os linfocitos T CD4 através do
mGLURS, foi capaz de modular a sintese de citocinas como IL-2, IL-6 e TNF-a, além de
reduzir a linfoproliferacdo, sendo que neste caso 0 receptor se mostrou 0 mais importante [38].

Experimentos utilizando linfocitos T humanos da linhagem JURKAT demonstraram

tambeém que a presenca de altas concentrag¢fes de glutamato promove a sintese de IL-10, o que



22

ndo é observado na presenca de baixas concentragdes. Ademais, apesar de ndo haver diferenca
na sintese de 1L-8 quando comparadas baixas e altas doses, 0 uso do antagonista pentazocina
reduziu a sintese desta citocina quando comparado ao grupo controle. Outro trabalho também
utilizando células JURKAT, demonstrou que o uso dos antagonistas MK801 e AP5 impediram
o ciclo celular e posteriormente induzindo apoptose, enquanto 0 uso dos agonistas glutamato
ou NMDA resultaram num aumento significativo na adesdo celular a fibronectina [39].

Alguns desses achados foram posteriormente corroborados in vivo. Utilizando o modelo
de lesdo por compressdo, demonstrou-se de fato que linfécitos T CD3™ infiltrantes da medula
espinhal expressavam NMDAR. Mais interessante, o uso do agonista NMDA induziu uma
reducao significativa na frequéncia de células secretoras de IFN-y [40].

Resultados ainda mais interessantes foram descritos em um trabalho utilizando animais
deficientes para o receptor mGLURA4. Inesperadamente, esses animais apresentaram um
aumento da gravidade da EAE as custas de um desvio da resposta imune adaptativa de um perfil
tolerogénico para um perfil ativador. De fato, animais mMGLUR4 knockouts tém mais células
Th17, tanto em linfonodos e bago, como infiltradas no SNC dos animais com EAE. Além disso,
h& um aumento significativo na sintese de citocinas pré-inflamatoérias como IL-6, IL-12, IL-17,
IL-23, TNF-a e IFN-y [41]. Tal trabalho foi o primeiro a demonstrar a relevancia do fato de
que células do sistema imune infiltrantes do SNC sdo alvo de mecanismos de supressao mediada
por neurotransmissores dentro deste. 1sso mostra a importancia das interacbes neuro-imunes
entre as células residentes do SNC e aquelas presentes no infiltrado inflamatdrio,
principalmente se considerarmos que as células da microglia sdo importantes fontes de
glutamato, e que sob condicdes inflamatorias os astrdcitos cessam sua funcao de recaptacéo de
glutamato e transformacdo em glutamina, como revisto [26].

Vale ressaltar que ja havia sido descrito o potencial terapéutico de antagonistas de
glutamato, como 0 MK801, no modelo de EAE. Todavia, a época ndo era conhecida a expressao
de receptores NMDA em células do sistema imune, sendo que os resultados encontrados foram
interpretados como secundarios a a¢do destes em outras populac@es celulares, principalmente

em células endoteliais do barreira hemato-encefalica [42].
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Figura 2: Vias de sinalizacdo do NMDAR. O esquema mostra as vias de ativacdo utilizadas pelo receptor tipo
NMDA em neurbnios. Fonte: Synaptic plasticity in depression: molecular, cellular and functional
correlates.Marsden et al. 2013 [43].

Outro campo ainda pouco explorado acerca do receptor tipo NMDA em células do
sistema imune é o da sinalizacdo celular. Enquanto muito ja se sabe a respeito de quinases ou
fatores de transcricao ativados em neurdnios apds o acoplamento do glutamato com o NMDAR,
tais vias em células do sistema imune ainda sdo desconhecidas. Somado a isso, também sdo
pouco conhecidas as repercussdes desta ativacao sobre o sistema imune, ndo sendo claro ainda
se 0 glutamato possui um papel ativador ou supressor da resposta imune. Além desta, outras
vias importantes ja foram descritas apos a ativagdo do NMDAR em células neuronais, como a
via de ERK, CaMK e Akt [43], como ilustrado pela figura 2.

Por se tratar de um canal seletivo ao influxo de célcio, a maioria das vias de sinalizacao
ativadas pelo NMDAR sdo aquelas calcio-dependentes. Dentre estas podemos citar a via NF-
AT (do inglés; Nuclear Factor of Activated T Cells). Curiosamente, foi demonstrado que
durante o desenvolvimento do SNC a maioria dos receptores tipo NMDA s&o compostos pela
subunidade NR2b, a qual culmina na ativacdo das isoformas NF-ATc3 e NF-ATc4 do NF-AT
[44]. De forma interessante, a ativacdo de destas isoformas resulta na transcricdo do gene para
BDNF (do inglés; Brain Derived Neuronal Growth Factor), um importante fator anti-
apoptotico e de crescimento de neurdnios [45]. Se tal fenémeno se repete em linfdcitos T seria
um fato interessante a ser descoberto, principalmente durante a neuroinflamagéo.

Uma via importante, e também compartilhada por linfécitos T e neur6nios € a via de
sinalizacdo da proteina ERK (do inglés; Extracellular Signal-regulated Quinases). Enquanto

em linfécitos tal via é incluida na familia das MAP quinases, ou seja, quinases induzidas por
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mitdgenos como fitohemaglutinina, concanavalina A ou mesmo anti-CD3 [46], em neurdnios
avia da ERK é disparada apds ativacdo do receptor NMDA, como revisto [27]. Em um trabalho
recente, foi demonstrado porém, que a ativacdo do NMDAR pode resultar no disparo de MAP
quinase distintas, dependendo do estagio do desenvolvimento neural. O trabalho demonstrou
que em neurbnios jovens de 3 a 6 dias de desenvolvimento, o NMDAR dispara
preferencialmente a via da ERK, enquanto neurdnios maduros, de 9-12 dia, ativam outra MAP
quinase chamada p38. Tal dicotomia fornece informacgdes importantes, ndo somente na
compreensdo da ativacdo deste receptor, mas bembém para justificar o fato de que neurénios
jovens sdo muito mais resistentes a excitoxicicidade por glutamato do que neurdnios maduros.
Vale ressaltar que esses resultados foram corroborados in vivo apds a inoculagdo intra-
hipocampal de glutamato em camundongos jovens ou adultos [47]. E digno de nota que, assim
como ERK 1,2, p38 esta também presente em linfocitos T. Porém, assim como para o NF-AT,
é desconhecido o fato de que tais quinases, i.e. ERK e p38, sejam ativadas pelo glutamato nesta
populacgéo celular

Mais recentemente, tem sido levantada a possibilidade de que o receptor NMDA possa
ser de natureza mista, ou seja, apresentanda tanto caracteristicas de um receptor ionotropico
como metabotrdpico. Isso devido ao fato da fosforilagdo das por¢des intracelulares das
subunidades NR1 e NR2b do NMDAR [48]. De fato, foi demonstrado que o aprendizado
espacial, ou seja, animais expostos a novos locais de habitacdo apresentaram uma maior
fosforilacdo destas porcBes no hipocampo, quando comparados a animais mantidos nas mesmas
condic¢des. Somado a isso, 0 grupo mostrou que tal fenbmeno se dava as custas de uma acao
sinérgica do NMDAR com o receptor de dopamina D1 resultando também na fosforilacéo de
ERK 1,2 e sua subsequente ativacédo [49].

No intuito de contextualizar e evidenciar a importancia da ativacdo do receptor NMDA
no SNC, recentemente foi demonstrado em 1548 pacientes com esclerose multipla que, SNPs
(do inglés; Single Nucleotide Polimorphisms) nos genes codificantes das subunidades NR1 e
NR2b alteram a afinidade pelo glutamato e consequentemente na capacidade de excitabilidade
neuronal. Mais interessantes, essas alteracdes repercutiram em diferencgas significativas do
quadro geral dos pacientes. Nesse contexto, a variante rs4880213 de NR1 foi a mais relevante,
estando relacionado a piora observada em pacientes com a forma priméria-progressiva (PP-MS
do inglés; Primary Progressive Multiple Sclerosis) [50]. No entanto, se tais alteracdes também
sdo relevantes em células do sistema imune, e se estas contribuem para os achados clinicos é

ainda um assunto a ser estudado.
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Atualmente, ainda h& poucos trabalhos que tiveram o objetivo de estudar a sinalizacéo
do NMDAR em células do sistema imune. Recentemente porém, foi demonstrado in vitro, que
0 blogueio do NMDAR com memantina reduz o influxo de célcio e subsequentemente a
ativagdo de importantes quinases, como ERK, p38, JNK, CaMKII e GSK-3p3, 0 que esta de
acordo com os achados em células neuronais [50]. Tais achados incitam uma nova interpretacédo
da capacidade imunomodulatéria ndo s6 do glutamato, mas também de varios outros
neurotransmissores, contribuindo em muito para a ampliacdo da neuroimunomodulacéo.
Corroborando a capacidade ativadora do glutamato, j& foi comprovado que o tratamento com
bloqueadores do receptor tipo NMDA in vivo, como MK801 ou memantina, foi eficaz na
reducdo da resposta inflamatéria e na melhora do aspecto clinico em modelo experimental de
EAE [42], artrite induzida por colageno (do inglés; Collagen Induced Arthritis) e mesmo na
asma [51]. Comum a todos esse trabalhos esta o fato de que o bloqueio do NMDAR ¢€ capaz de
reduzir parametros importantes da resposta imune, como células e citocinas inflamatorias.

Em resumo, apesar de ainda haver uma literatura escassa, os tabalhos encontrados
tornam inegavel o fato de que o glutamato possui uma capacidade importante na modulacéo da
resposta imune, tanto nos oOrgdos linfoides como dentro SNC durante processos
neuroinflamatdrios. Neste contexto, também pretendemos no presente trabalho avaliar o papel
do receptor tipo NMDA na biologia e funcdo de linfécitos T e sobre a modulacdo de alguns
parametros importantes da resposta imune, como viabilidade celular e linfoproliferacdo. Além
disso, buscamos corroborar os achados da literatura que mostram a ativagao das MAP quinases

ERK 1,2 através do NMDAR e se este possui relevancia na resposta imune no modelo de EAE.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo investigar as vias de modulacdo do NMDA sobre
linfécitos T e avaliar se o efeito da acdo do NMDAR sobre essas células provoca alteracdo na

patogénese da EAE (Encefalomielite Experimental Auto-Imune).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura celular e estimulacéo in vitro

Clones de linfocitos T CD4 especificos para ovalbumina (OVA) da linhagem DO11.10
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Jodo Gustavo Pessini Amarante-Mendes. As mesmas
foram mantidas e repicadas periodicamente em meio RPMI suplementado com 10 % de soro
fetal bovino (SFB) e 50 pg/mL de streptomicina. Utilizamos 5.10° células por poco em placas
de 48 pocos. As mesmas foram ativadas mediante estimulo com 1 pg/mL de anti-CD3 em
placas de 48 pocos previamente sensibilizadas. As culturas foram mantidas na presenca ou nao
de 10 uM de NMDA (N-metil-D-aspartato) e 100 uM de MK801 durante 24 horas. Apds esse
periodo as células foram extraidas e preparadas de acordo com protocolos especificos para PCR,
Imunofluorescéncia ou Western Blot.

Para os experimentos ex vivo, linfocitos T CD4 e T CD8 foram extraidos de bago de
camundongos fémeas C57BI/6 de 6-8 semanas. Para tanto foram utilizados Kits de separacdo
por beads magnéticos com o kit L3T4 (MACS Miltenyl Biotec, Bergish Gladbach, NW.,
Alemanha) especificos para separar linfocitos T CD4. Ap0s a separacao, o grau de pureza foi
verificado através de marcacao das células com anticorpo anti-CD4 e leitura por aparelho FACS
Accuri C6 Cytometer da marca BD (BD Bioseciences, San Diego, CA., Estados Unidos). O
grau de pureza das células, aferido pelo aparelho, foi proximo a 90%. Em seguida, as células
foram colocadas em placas de 96 pogos, numa quantidade de 4.10° células por pogo com meio
RPMI suplementado com SFB a 10%. Ao meio, foram adicionados ou ndo os seguintes
estimulos: NMDA a 10nuM, MK a 100nuM, ou NMDA a 10nuM com MK a 100 uM. A placa
foi posta para incubar por 6 horas e, ap0s esse tempo, as células foram removidas e submetidas

a preparo de acordo com protocolos de PCR, Imunofluorescéncia ou Western Blot.

3.2 PCR em Tempo Real

Células de linhagens DO11.10 e T CD4 ex vivo foram homogenizadas e mantidas em
temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Apds esse tempo, adicionou-se 200 pL de
cloroférmio seguido de incubacdo de 2 a 3 minutos em TA. Esta solucdo foi centrifugada a
12000 g, 15 minutos, 4 °C e o sobrenadante transferido para um tubo novo ao qual adicionou-
se 0,5 mL de isopropanol. O eppendor foi agitado em vértex por 10 segundos. Em seguida, a
solugdo foi incubada a TA em um periodo de 45 minutos a 1 hora, e entdo centrifugada
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novamente a 12000 g, 15 minutos, 4 °C tendo o seu sobrenadante removido cuidadosamente,
evitando o contato com o precipitado de RNA. Posteriormente, adicionou-se 1ml de etanol 75
% e centrifugado a uma temperatura de 4 °C, 5 minutos a 7500 g e entdo deixado na bancada
para que pudesse secar e posteriormente ressuspendido em 25 uL de agua livre de RNAse e
DNAse (Gibco).

A sintese de cDNA foi feita pela utilizacéo da transcriptase reversa SuperScript 111, onde
adicionou-se a eppendorfs isentos de RNAse/DNAse, devidamente identificados, 1 uL de
Oligo (DT) 50 uM, 1 uL de dNTP mix 10 mM contendo (10 mM de dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), 1 a 5 ng de mRNA em 13 uL de &gua isenta de RNAse/DNAse, misturando-0s com a
pipeta. Posteriormente, estes tubos foram aquecidos no termociclador a 65 °C por 5 minutos
seguidos de uma incubacdo no gelo por, no minimo, 1 minuto. Apds este processo, foram
adicionados aos tubos 4 uL de 5X First-Strand Buffer, 1 uL de DTT 0,1 M, 1uL de SuperScript
11 RT 200 U/uL, misturados com pipeta e vortex rapidamente. Em seguida os tubos foram
incubados a 50 °C por 60 minutos. Para inativar a reagéo, os tubos foram aquecidos a 70 °C por
15 minutos e entdo o cDNA foi guardado em freezer a -20 °C. (Todos os reagentes para PCR
sdo produtos da empresa Life Technologies, Carlsbad, CA., Estados Unidos).

Para a realizagdo do PCR em Tempo Real, foi utilizado 1 puL de 20X TagMan Gene
Expression Assay, 9 uL de cDNA, 4gua RNAse/DNAse free e 10 uL de 2X TagMan Gene
Expression Master Mix colocados em tubos eppendorf, totalizando um volume de 20 pL para
cada solu¢édo que foram entéo levadas ao termociclador Applied Biosystems 7900HT Real-Time
PCR System®. As curvas foram normalizadas a expressdo de Beta Actina.

Primers utlizados para experimentos de PCR em Tempo Real:

- PCR de células DO11.10: grinl, IL-2, IL-10, SOCS-3, RORc

- PCR de células T CD4 ex vivo: grinl

3.3 Imunofluorescéncia

Células de linhagem DO11.10 e T CD4 ex vivo foram depositadas em laminas comuns
de comuns por citospin. As laminas foram postas para secar por cerca de 2 minutos e area ao
redor de onde as células se depositaram foi marcada com caneta hidrofobica. Nas laminas secas,
aplicou-se metanol puro no quadrante marcado com caneta hidrofébica para permitir a fixagdo
das células. Apds esse tempo, a ldmina foi lavada por 3 vezes de 10 minutos com PBS 1X e
entdo aplicou-se solucdo de bloqueio (solugéo de 5% em PBS 1X, com Triton X-100 a 0,01 %)

e as laminas foram deixadas incubando por 2 horas a TA. Em seguida, foi aplicada solucao



29

com anticorpo primario diluido em soro de bloqueio 1 % e foi mantida overnight (12 a 16 h)
em geladeira. No dia seguinte, as laminas foram lavadas por 3 vezes de 10 min com PBS 1X e
postas para incubar por 2 horas com anticorpo secundario, em TA e protegidas da luz. Em
seguida, as laminas foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos em PBS 1X e em seguida aplicou-
se solucdo do marcador nuclear DAPI, da empresa Life Technologies, na proporgédo de 1 para
100.000 em PBS 1X + Triton X-100 0,01 %. As laminas foram lavadas por 4 vezes de 10
minutos em PBS 1X, montadas com Vecta Shield, da empresa Vector Laboratories (Vector
Laboratories, Burlingame, CA., Estados Unidos) e laminula, seladas nas extremidades laterais
com esmalte incolor e depositadas em um recipiente escuro dentro de geladeira para posterior

revelagdo em microscopio de imunofluorescéncia.

3.4 Western Blot

Células de linhagem DO11.10 foram preparadas para extracdo de proteinas com 1 ml de
Tampéo RIPA + 1 comprimido inibidor de proteases + 1 comprimido inibidor de fosfatases. As
amostras foram inseridas em tubos especificos para Precellys e levadas ao aparelho para
macera¢do. Em seguida, as células foram centrigadas por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga
refrigerada (4 a 8 °C) . O sobrenadante foi coletado e levado para congelar em freezer -80 °C.

A dosagem de proteinas nas amostras foi realizada através da utilizacdo do kit de
dosagem de proteinas BCA Protein Assay Reagent da empresa Thermo Scientific (Thermo
Scientific, Waltham, MA., Estados Unidos). A partir dos resultados, foi calculada a
concentragdo de proteina e o volume necessario para a obtengdo de 25 pg de proteina para o
ensaio de Western Blot, para cada amostra.

Para a eletroforese, as amostras foram diluidas até um volume de 12,5 pL e a esse foram
adicionados 12,5 uL de tampao 2X. A mistura foi aquecida a 95 °C por 5 minutos em um
aparelho termociclador. O volume de 20 pL. de cada uma amostras foi depositado em pogos
separados de gel de empacotamento em uma cuba para Western Blot. Apds a depoiscao das
amostras, foi colocado na cuba o Tampéo de Corrida 1X e o aparelho de Western Blot foi ligado
a 400 °C e 80 V para o nivelamento das bandas ao nivel do gel de corrida. Em seguida, o
aparelho foi ajustado para 110 V por 1 hora.

Apbs a corrida, o gel de Western Blot foi preparado para transferéncia em uma cuba de
Western Blot com o aparato de transferéncia que inclui esponjas, papel filtro, membrana de
nitrocelulose e placa suporte. Tampdo de Transferéncia 1X e gelo foram colocado na cuba e o
aparelho foi ligado a 60 V por 1 hora.
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O bloqueio da membrana de Western Blot foi realizado em aparelho de SNAP ID da
empresa Millipore (Millipore, Billerica, MA., Estados Unidos) com solugdo de albumina 1%
(0,5 g de albumina em 50 mL TB-T) por 1 hora. A incubacdo com anticorpo primario, diluido
a 1:1000, foi feita no mesmo aparelho por 10 minutos. Em seguida, a membrana foi lavada por
trés vezes com TBS-T e incubada com anticorpo secundario, diluido a 1:10.000, por 10 minutos.
Apos a incubacgdo, a membrana foi lavada por trés vezes com TBS-T.

Para a revelacao, aplicou-se solucéo reveladora de ECL sobre a membrana e esta foi

colocada em aparelho de G-BOX para a captacdo da imagem de Western Blot.

Anticorpos utilizados para ensaios de Western Blot:
- Western Blot para a via de sinalizacdo de MAP Quinase em células DO11.10: ERK-1 Total,
ERK-2 Total, ERK-1 difosfo e ERK-2 difosfo, beta-actina

3.5 Imunizagéo para Indugdo de EAE (Encefalomielite Experimental Auto-Imune)

Camundongos fémeas de linhagem C57BL/6 foram separadas em dois grupos
experimentais: grupo controle e grupo de tratado com MK801. Os animais foram imunizados
subcutanemente na base da caudal com 200 uL de emulsdo de imunizagdo contendo: i) grupo
controle: 15 puL. de MOG (solucéo estoque de 10mg/mL), 100 uL de CFA (Complete Freund
Adjuvant), 85 uL de PBS; ii)grupo de tratamento com MK801: 15 uL de MOG (solugéo estoque
de 10mg/mL), 100 pL de CFA, 67 uL de MK801 (solucao estoque de 10mM), 18 uL de PBS
1X. As emulsbes de imunizacao foram preparadas em seringas de vidro e emulsificadas durante
15 minutos. Em seguida, as mesmas foram levadas a geladeira por cerca de 30 minutos e entdo
200 pL de emulsdo foram injetados em cada animal. Os animais também receberam duas doses
de 0,2 ng de toxina de Bordetella pertussis 0 e 48 horas pos-imunizacdo. Os animais do grupo
MK801 foram tratados com MK801 (0,3mg/kg), sendo a primeira dose incluida na emulséo e
as trés doses subsequentes por via intraperitoneal. Os animais foram acompanhados diariamente
e o grau de doenca distribuido da seguinte forma: 0) sem doenga 1) perda do tonus da cauda 2)
flacidez ou fraqueza dos membros posteriores 3) paralisia dos membros posteriores 4) fraqueza
de membros anteriores 5) paralisia de membros anteriores ou morte. Todos 0s experimentos
foram realizados com a aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em
16/10/2012, sob registro 174 fls 114 livro 2.
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3.6 Citometria de Fluxo

Esplendcitos totais foram obtidos de animais B57BL/6. Apds maceracdo e lise de
hemacias, as amostras foram lavadas com PBS e centrifugadas a 450 g por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram ressuspendidas em meio DMEM 10% SFB (Soro Fetal Bovino). As

células foram entdo contadas e utilizadas para analise de:

) Para ensaios de proliferacdo, esplendcitos totais foram previamente marcados
com CFSE 2 uM durante 20 minutos a 37 °C. Posteriormente, as células foram
lavadas com meio DMEM contendo SFB 10% e plaqueadas a 1.10° células por
poco em placas de 96 wells. Em seguida, as células foram estimuladas ou nao
com 1 pg/mL de anti-CD3 na presencga ou ndo de NMDA 10 uM ou 100 uM e
MK801 100 uM, 200 puM, 500 pM e 1000 uM durante 72 horas. Apo6s 0 tempo
de incubacdo, a placa foi submetida a centrifugacdo de 450 g por 5 minutos a
uma temperatura de 4 °C. Em seguida, as mesmas foram lavadas com PBS 2%
SFB, centrifugadas a 450 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e as amostras ressuspendidas em 300 pL de paraformaldeido 1% e adquiridas no
citdmetro de fluxo BD Accuri. Foram adquiridos 5000 eventos em gate de CD4
ou CDS8.

i) Para a analise de células em apoptose 1.10° esplendcitos totais foram incubados
com Anexina V Pe em tampéo de ligacdo durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas em PBS 2% SFB,
centrifugadas a 450 g por 5 minutos a 4 °C, e adquiridas no citdmetro de fluxo

BD Accuri. Foram adquiridos 5000 eventos em gate de CD4 ou CD8.

3.7 Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software computacional
Graphpad Prism (Graphpad Software Incorporation®) versao 4.0. Os testes One-way ANOVA
foram utilizados, seguidos pelo pos-teste de Tukey. Para a analise da curva de EAE foi utilizado
o teste Two-way ANOVA. Os dados foram apresentados como média + erro padrdo nas curvas

de doenca. Valores p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Linfdcitos T CD4 murinos expressam NMDAR

Iniciamos nossos estudos avaliando a expressao do receptor NMDAR em linfécitos T
CD4 murinos ativados ou em repouso. Para tanto, linfécitos T CD4 esplénicos foram isolados
por beads magnéticos e submetidos ao protocolo de imunofluorescéncia para deteccdo da
subunidade NR1 do receptor NMDAR, como descrito nos materiais e métodos (Figura 3A). No
intuito de avaliarmos se o perfil de ativacdo celular repercute numa modulacéo da expressao do
NMDAR, utilizamos linfocitos T CD4 da linhagem DO11.10 ativados ou ndo in vitro com anti-
CD3 (1 pg/mL). Nossos resultados mostram ndo haver diferenca na expresséo de grinl em
linfécitos T CD4 em repouso se comparados a linfocitos T CD4 ativados com anti-CD3 (Figura
3B). Todavia, hd um grande aumento na transcri¢cdo do gene grinl em linfocitos T CD4 em
repouso cultivados na presenca de NMDA (10 uM), o qual é revertido na presenca do
antagonista MK801 (100 uM). Tal aumento néo é observado em linfocitos T CD4 ativados

(Figura 3B).
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Figura 3: Expressdo da subunidade NR1 do receptor NMDAR em linfécitos T CD4 murinos. a) linfécitos T
CD4* de animais C57BI/6 foram isolados por separacdo magnética e posteriormente submetidas ao protocolo de
imunofluorescéncia para deteccdo de NR1 (anti-NR1 PE) e ntcleos celulares (DAPI). b) linfécitos T CD4* da
linhagem DO 11.10 foram estimulados ou ndo com anti-CD3 (1ug/mL) na presenca ou hdo de NMDA (10 puM)
ou MK801 (100 uM) durante 24 horas. Posteriormente as células foram coletadas e submetidas a extracdo de RNA
para a analise da expressao do gene grinl. As reagdes foram normalizadas frente a beta actina.
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4.2 Estimulo por N-metil-D-Aspartato em células DO11.10 modula a transcri¢do génica

Apds confirmarmos a presenca de receptores do tipo NMDAR em células DO11.10,
avaliamos a transcricdo de genes para citocinas pro- e anti-inflamatorias na presenca do
agonista ou do antagonista de NMDAR, por PCR em tempo real. As células DO 11.10 ativadas
por anti-CD3 na presenca de NMDA apresentaram redugdo nos transcritos para a citocina IL-
10 (figura 4B) e também para 0 molécula supressora SOCS-3 (figura 4D), capaz de reduzir a
sinalizacdo de citocinas através da desfosforilacdo e ubiquitinacdo dos fatores de transcricao
STATSs.

O gene RORc, que codifica par o receptor nuclear RORyt, um marcador de células Th17,
teve sua expressao significantemente aumentada na presenca de NMDA, a qual foi revertida
pela presenca de MK-801 em células naive, ao passo que em células ativadas observamos o
efeito oposto (figura 4C). Como esperado, a citocina IL-2 apresentou aumento na transcrigao
quando células DO 11.10 foram ativadas com anti-CD3. Quanto ao efeito do agonista ou do
antagonista de NMDA, a diferenca de expressao foi mais marcante em células ativadas. O
estimulo com o agonista de NMDAR reduziu nessas células a expressdo de IL-2, enquando o

blogueio com MK-801 provocou aumento de expresséo (figura 4A).
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Figura 4: Expressdo dos genes para IL-2, IL-10, RORc e SOCS-3 em células DO11.10 ativadas in vitro.
Células DO.11.10 foram plaqueadas em placas sensibilizadas ou ndo com anti-CD3, na presenca ou ndo de NMDA
e MK-801 durante 48 horas. a. Expressdo de citocina IL-2; b. Expressdo de citocina IL-10; c. Expressdo do gene
RORc, d. Expressao do gene SOCS-3. Os resultados foram normalizados frente a expressao de B-actina. Two-way
ANOVA p<0,05.
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4.3 NMDAR em linfécitos T CD4 ativa a via de MAP quinases

A ativacdo de linfocitos T através do TCR culmina no disparo de vias intracelulares e
na ativacdo de fatores de transcricdo importantes como NF-AT, NF-kB, AP-1 entre outros. A
ativacdo de tais fatores, usualmente depende da funcdo de proteinas quinases ou proteinas
fosfatases intracelulares. Dentre estas, podemos citar as MAP quinases ERK-1 e ERK-2 como
algumas das mais importantes. Nesse contexto, nosso proximo passo foi avaliar se o receptor
NMDAR é capaz de modular a via de MAP quinases, mais especificamente ERK-1 e ERK-2
em linfocitos T CD4 da linhagem DO11.10. As células foram plaqueadas em placas
sensibilizadas ou ndo com anti-CD3 (1 pug/mL) na presenca de NMDA (10 uM) ou MK801
(100 uM). Como podemos observar na figura 5, o estimulo com NMDA foi capaz de aumentar
a fosforilacdo de ERK-1 (Figura 5 — blot inferior) mesmo na auséncia de anti-CD3, a qual foi
revertida pela presenca de MK801. Por outro lado, quando avaliamos as celulas ativadas na
presenca de anti-CD3 + NMDA, observa-se um aumento na fosforilagédo de ERK-2. Da mesma
forma, a presenca de MK801 fez a fosforilacdo de ERK-2 retornar ao nivel basal, mesmo sob a
condicdo NMDA+MK®801 (Figura 5).
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Figura5: Ativagdo da via de sinalizacdo das MAP Quinases ERK-1 e ERK-2 pelo NMDAR. Células
DO0.11.10 foram plagueadas em placas sensibilizadas ou ndo com anti-CD3, na presenca ou ndo de
NMDA e MK-801 durante 48 horas. Posteriormente as células foram coletadas e submetidas ao
protocolo para extracdo de proteinas e avaliadas por western blot para a expressao de ERK-1, ERK-2, e
fosfo-ERK-1 e fosfo-ERK-2.

4.4 Bloqueio da ativacdo do NMDAR reduz a proliferacéo de linfocitos T CD4 e T CD8

Mediante a possibilidade de inibi¢do da via de MAP por morte celular, decidimos avaliar
a linfoproliferacdo de linfocitos T CD4 e CD8 em culturas de esplendcitos totais ativados com

anti-CD3 na presenca de NMDA ou MKB801. Os esplendcitos foram adquiridos, marcados e
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plaqueados como descrito nos materiais e métodos. Apo6s 72 horas de culturas, as células foram
coletadas e avaliadas por citometria de fluxo. Como podemos observar na figura 6 e 7 0
bloqueio do receptor NMDAR com as maiores concentracdes de MK801 (500 e 1000 uM) foi
capaz de impedir a proliferacdo dos linfocitos T CD4 ativados com anti-CD3, tanto avaliando-

se 0 MFI do CFSE (figura 6) como a porcentagem de células em proliferacao (figura 7).

4.5 Reducdo da linfoproliferacéo se da as custas de aumento na apoptose

Para avaliarmos se a reducdo na proliferacdo celular se dava as custas de inducdo de
anergia ou morte celular, resolvemos avaliar a taxa de apoptose em linfécitos T CD4 e CD8
ativados na presenca do agonista NMDA ou do antagonista MK801 do receptor NMDAR.
Pode-se observar nas figuras 8A e 9 que as doses de MK801 que induziram a reducdo na
proliferacdo celular também apresentaram as maiores taxas de células em apoptose para
linfocitos T CD4. Os resultados células T CD8 marcadas com anexina mostram que esse tipo
celular também é suscetivel a apoptose por aumento de concentracdo de MK801 no meio (figura
8B), uma vez que quantidades crescentes de MK801 induzem a uma taxa maior de apoptose.
Para confirmar tais achados, avaliamos o0s esplendcitos totais quanto ao tamanho e
granulosidade com gate em células viaveis, excluindo-se os debris. Como demonstra a figura
9, as maiores concentragdes induziram uma dréstica reducdo no tamanho e granulosidade
celular assim como na frequéncia de células vivas. Essas mesmas amostras foram também
submetidas a marcacdo com 7-AAD para viabilidade celular e como mostram os resultados da

figura 10, de fato as doses de 500 e 1000 uM induzem aumento na morte celular.
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Figura 6: Linfoproliferacdo de Linfdcitos T CD4 em culturas de esplendcitos totais. (média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) do CFSE) 1.10° esplendcitos totais foram marcados com CFSE e
plagueados em placas de 98 pocos na presenca de anti-CD3 (1ug/mL) na presenca de NMDA(10uM ou
100uM) e MK801 (100puM, 200uM, 500uM e 1000uM) durante 72 horas. Apos esse periodo as células
foram marcadas com anti-CD4 PercP e anti-CD8 Pe e avaliadas por citometria de fluxo.

Figura 7: Linfoproliferacdo de Linfécitos T CD4 em culturas de esplendcitos totais. (frequéncia de
células CFSE™ que sofreram divisdo celular. Dados representativos de dois experimentos em
triplicatas. Two-ANOVA. p<0.01.) 1.10° esplendcitos totais foram marcados com CFSE e plaqueados
em placas de 98 pocos na presenca de anti-CD3 (1ug/mL) na presenca de NMDA(10uM ou 100uM) e
MK801 (100uM, 200uM, 500uM e 1000uM) durante 72 horas. Apos esse periodo as células foram
marcadas com anti-CD4 PercP e anti-CD8 Pe e avaliadas por citometria de fluxo. Em A) média da
intensidade de fluorescéncia (MFI) do CFSE e em B) frequéncia de células CFSE"" que sofreram
diviséo celular. Dados representativos de dois experimentos em triplicatas. Two-ANOVA. p<0.01.
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Figura 8: Bloqueio do NMDAR Induz Apoptose em Linfocitos T CD4 e CD8 de em culturas de
esplendcitos totais. 1.10° esplendcitos totais foram plaqueados em placas de 98 pogos na presenca de
anti-CD3 (1upg/mL) na presenca de NMDA (10uM ou 100uM) e MK801 (100uM, 200uM, 500uM e
1000uM) durante 24 horas. Apos esse periodo as células foram marcadas com anti-CD4 PercP, anti-
CD8 Pe e anexina V — FITC e avaliadas por citometria de fluxo. Em A e B) frequéncia de linfdcitos T
CD4 e CD8 respectivamente. Dados representativos de dois experimentos em triplicatas. Two-
ANOVA. p<0.01.
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Figura10: Blogeio do Receptor NDMAR induz reducdo na viabilidade celular de
esplendcitos totais. 1.10° esplendcitos totais foram plaqueados em placas de 98 pocos na
presenca de anti-CD3 (1pg/mL) e na presenca de NMDA( 10 uM, 20 pM, 50 uM, 100 uM e
200puM) e MK801 (50 uM, 100uM, 200 M ,500pM e 10001M) durante 24 horas. Apos esse
periodo as células foram marcadas com 7-AAD e avaliadas por citometria de fluxo. Dados
representativos de dois experimentos. As setas demonstram a reducédo nas células 7-AAD"¢¢
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4.6 Tratamento com MKS801 in vivo reduz a gravidade da encefalomielite experimental

auto-imune

Nossos resultados in vitro demonstram que o bloqueio do receptor NMDAR com altas
doses de MK801 induz uma acentuada reducdo na viabilidade celular, tanto em esplendcitos
totais como de linfocitos T CD4 e CD8. Sendo assim, resolvemos avaliar se o tratamento in
vivo com MK801 (0,3 mg/Kg) era também capaz de modular a resposta imune. Para tanto
utilizamos o modelo de encefalomielite experimental auto-imune (EAE) em animais C57BI/6
imunizados com MOGss.ss (do inglés: Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) emulsificado em
CFA (do inglés: Complete Freund Adjuvant). Como pode ser observado na figura 10, o grafico
mostra uma reducdo significativa na gravidade da doenca, quando comparamos o grupo tratado
com MK801 ao grupo controle (p<0,01). Logo, o bloqueio do NMDAR in vivo repercute numa

reducdo da resposta imune e consequentemente no seu quadro clinico.
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p<0,01 -2 K801
A
4
w
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0
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Fiourall: Bloqueio do NDMAR in vivo reduz a gravidade da EAE. Animais imunizados com
MOGgs.55 foram tratados ou ndo com 4 doses de MK801 (0,3 mg/Kg) como descrito nos materiais e
métodos. Os animais foram acompanhados diariamente e o grau de doenca distribuido da seguinte
forma: 0) sem doenca 1) perda do ténus de cauda 2) flacidez ou fraqueza de membros posteriores 3)
paralisia de membros posteriores 4) fraqueza de membros anteriores 5) paralisia de membros anteriores
ou morte. Dados representativos de quatro experimentos independentes. Two-way ANOVA. p<0.01.
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4.7 Tratamento com MKS801 in vivo reduz a fosforilagdo das MAP quinase ERK 1,2 em

esplendcitos totais de animais com EAE

Como nossos resultados in vitro demonstraram uma reducéo na fosforilagdo de ERK 1,2
apos tratamento com MK801, sendo que o uso do agonista NMDA apresentou resultado oposto,
decidimos também avaliar in vivo se a reducdo nos scores da EAE se correlacionavam com
uma reducdo na fosforilagdo de ERK. De fato, como demonstra a figura 12, detectamos por
western blot uma reducgdo na fosforilagdo de ERK 1,2 em esplendcitos totais de animais com
EAE previamente tratados com MK801. As células foram obtidas ao dia 7 pos-imunizacéo. Por
outro lado, ndo observamos diferenca quando avaliadas células totais dos linfonodos drenantes
(Figura 12).

Linfonodos Bago
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Figura 12: Bloqueio do NMDAR in vivo reduz a fosforilagdo de MAP Quinases ERK-1 e ERK-2
em esplendcitos totais. Esplendcitos totais foram obtidos de animais imunizados para desenvolvimento
de EAE, tratados ou ndo com MK801 (0,3 mg/kG), ao dia 7 pés-imunizacdo. As células foram lisadas
e submetidas ao protocolo de western blotting para deteccdo das proteinas ERK-1, ERK-2, e fosfo-
ERK-1 e fosfo-ERK-2. Em A) wesrtern blotting e B) gréafico representativo de leitura densitométrica
(Image J® - NIH). Dado representativa de um Unico experimento.
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5 DISCUSSAO

Conforme relatado por muitos grupos de pesquisa, células do sistema imune séo capazes
ndo somente de expressar uma série de receptores para neurotransmissores [37], como
eventualmente secretar os mesmos, dentre eles o glutamato [37,38]. Apesar das evidéncias de
sua presenca em células imunes, pouco foi esclarecido a respeito do papel funcional desse
receptor nestas células. Através de nossos estudos, obtivemos alguns resultados interessantes
acerca da biologia do receptor NMDAR em celulas do sistema imune. Pudemos observar que,
linfécitos T CD4, obtidos ex vivo a partir de camudongos C57BI/6 e de linhagem DO 11.10,
expressam o receptor NMDAR, corroborando a literatura. A imunofluorescéncia de linfdcitos
T CD4 ex vivo murinos apresentou reacdo positiva para o anticorpo anti-NR1 na superficie
dessas células, indicando a presenca de receptor NMDAR nas mesmas. Em células de linhagem
DO 11.10, a anélise de resultados para expressdo de grinl nos permitiu observar que o padréo
de expressdo de NMDAR varia de acordo com o estado funcional da célula avaliada, uma vez
que células T naive apresentam expressao diferente de células ativadas com anti-CD3. Tal
resultado chama atencdo para o fato de que o glutamato pode exercer fungdes distintas
dependendo do estado funcional da célula alvo. Neste contexto, é plausivel pensarmos gque o
glutamato secretado por células dendriticas [38] ou células epiteliais timicas [37] modula
diferencialmente fenbmenos moleculares e celulares em células T, dando relevancia ao fato de
qgue tanto células naive como ceélulas T ativadas infiltram o SNC durante doencas
neuroinflamatdrias, local com grande concentracdo de glutamato.

Com relagdo ao papel do NMDAR em doengas neuroinflamatérias, estudos
documentaram a reducdo de sinais clinicos em animais frente ao uso de antagonistas para esse
receptor [42,52,53] e, a partir desses dados, conferiram ao mesmo o papel pro-inflamatério.
Apesar do conhecimento sobre o efeito deletério da ativacdo do receptor NMDAR sobre essas
doencas, pouco se elucidou a respeito dos mecanismos imunomodulatdrios envolvidos. Através
da avaliacdo da expressdo de fatores anti e pré-inflamatérios para identificar o perfil de
citocinas envolvido na ativacao do receptor NMDAR, observamos que em células DO11.10
ativadas a expressao de IL-2, IL-10, RORc e SOCS-3 diminui apds estimulo do NMDA.
Inicialmente formulamos a hipbtese de que tal efeito fosse resultado de morte celular provocada
por aumento dos niveis de calcio intracelular. No entanto, ensaios porteriores de proliferacéo e
morte celular mediante a diferentes concentragdes de NMDA e MK801, demonstraram que a
concentracdo utilizada em laboratério é adequada e que, portanto, os resultados obtidos por

PCR para dose de citocinas ndo é resultado de morte, mas sim efeito de da ativagdo ou inibicéo
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do receptor NMDAR. Quanto a expressao de citocinas, foi observada a reducdo na expressao
da citocina anti-inflamatoria IL-10 e da molécula supressora SOCS-3 em células DO 11.10
ativadas por anti-CD3 na presenca de NMDA. Para a molécula pro-inflamatérias RORc, que
corresponde ao gene codificante para o fator nuclear RORyt, o receptor NMDAR demonstrou
efeito pro-inflamatorio em células naive e efeito oposto em células ativadas. Em células naive,
o0 estimulo com NMDA induziu ao aumento de transcritos RORc, e MK801 resultou em redugéo
das mesmas moléculas. Em células ativadas por anti-CD3, o efeito observado foi oposto, uma
vez que o estimulo com NMDA provocou reducdo da expressao de RORc, ao passo que MK801
resultou em aumento. Sendo assim, aparentemente o receptor NMDAR possui efeito pro-
inflamatorio sobre linfdcitos, uma vez que o estimulo com seu antagonista provoca a redugéo
de marcadores anti-inflamatérios importantes, como IL-10 e SOCS-3. A expressdo da molécula
pré-inflamatoria RORc é influenciada pelo estagio funcional da célula, mas apresenta carater
pro-inflamatorio para células naive.

Observamos também que a via de sinalizacdo das MAP quinases ERK-1 e ERK-2, uma
via de sinalizacdo bastante relevante e bem caracterizada em linfocitos, estd aumentada em
células DO11.10 ativadas com NMDA e inibida quando na presenca de seu antagonista, MK-
801. Mais interessante, observamos que células naive apresentam maior intensidade de banda
para ERK1, ao passo que para células ativadas isso ocorre com a banda de ERK2.
Costumeiramente, é adotado que ERK-1 e ERK-2 possuem func@es similares na via de MAP
quinases. No entanto, por acreditarmos que diferencas sutis na ativacdo de vias de sinalizacédo
podem refletir em diferencas importantes referente a imunomodulacdo por NMDA, buscamos
na literatura explicacdo para o dado observado. De fato, Harrington et al (2012) observaram
que had uma competicdo de ERK-1 e ERK-2 por Mek, uma MAP quinase, durante a ativacdo da
via de sinalizacdo das MAP quinases [55]. Segundo os autores, ERK-1 demora mais para ser
transportada para o nicleo e mantém sua ativacdo por menos tempo que ERK-2 e, por isso, 0
sinal necessario para sua ativacdo deve ser mais intenso para ativacdo de ERK-2. Sendo assim,
ERKZ1 necessita de ativacdo celular para ser acionada, ao passo que ERK2 pode ser mobilizada
em células naive. Tais dados vao ao encontro daqueles obtidos por nés. Podemos verificar que
em células DO11.10, células naive apresentam banda mais intensa para ERK2 ao passo que
células ativadas exibem maior intensidade para a banda de ERK1, em ambos os casos ap0s
estimulo com NMDA. Muito pouco se sabe a respeito da do papel biologico para a diferenca
de ativacdo entre ERK-1 e ERK-2, mesmo porque h& poucos relatos a esse respeito. Nao

podemos afirmar a influéncia que a diferenca na ativagdo de ERK tem sobre a modulag¢&o imune
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por NMDAR, no entanto é um dado interessante e futuramente, quando as diferengas entre
ERK1 e ERK2 forem esclarecidas, teremos mais dados a respeito da modulagédo por NMDAR.

Afim de avaliar a apoptose por células T CD4 mediante os estimulos com NMDA ou
MK, conduzimos ensaios de dose-resposta para viabilidade celular e apoptose em diferentes
concentracbes de NMDA e MK801. Pudemos observar que o estimulo com o antagonista
MK®801 sozinho reduz a viabilidade celular e provoca apoptose a uma concentracdo igual ou
superior a 500 uM. O estimulo com NMDA a diferentes concentragdes demonstra que, mesmo
a 200 uM, quantidade superior a que usamos em laboratorio, as células T CD4 nao apresentam
apoptose. No entanto, quando combinamos estimulos de NMDA e MK801 na cultura,
verificamos que concentragdes crescentes de MK801 resultam em aumento de apoptose. No
ensaio de células estimuladas com NMDA e MK801 houve uma discreta reducédo de células
vivas para a quantidade de MK801 utilizada em laboratorio, 100 uM, embora a viabilidade
tenha se mantido elevada. A quantidade que utilizamos de MK801, estd de acordo com a
literatura, uma vez que outras equipes de pesquisa também utilizam o antagonista na mesma
concentragdo, 100 uM, para estudo da fungdo de NMDAR em células imunes [37,56]. E, da
mesma forma, a concentracdo de NMDA que utilizamos em cultura também esta adequada,
uma vez que ja foi demonstrado por Mashkina et al (2007) que o uso de uma dose de NMDA
50 vezes superior a utilizada por nosso grupo ndao compromete a viabilidade desse tipo celular
[54]. Sendo assim, podemos afirmar que a quantidade de NMDA e MK801 aplicadas em cultura
de células em nosso laboratorio sdo corretas e, portanto, apoptose ndo é o motivo para a reducédo
de citocinas pro-inflamatdrias ou da ativacdo da via de sinalizacdo de MAP quinases. Podemos
concluir que os resultados funcionais obtidos com os estimulos de células T CD4 com NMDA
e MK801 é resultante da acdo do receptor NMDAR sobre as mesmas.

Como mencionado anteriormente, estudos documentaram a reducédo de sinais clinicos
em animais tratados com antagonistas de NMDAR. De fato, em nosso laboratério, o0 mesmo foi
observado. O tratamento de camundongos imunizados com MOG para indugéo de EAE com o
antagonista MK801 mostrou uma reducdo relevante dos sinais clinicos e grau de doenca nesses
animais. Para verificar se a inibicdo da via de MAP quinases também ocorre em animais na
presenca de MK801, como foi observado in vitro, conduzimos um ensaio para avaliacdo da
ativacdo dessa via em células ex vivo de animais imunizados com MOG, tratados ou ndo com
MK®801. Os resultados demonstram uma marcante reducdo das bandas de pERK-1 e pERK-2
em células esplénicas de animais tratados com MK801 em relacdo as de animais néo tratados.
Maddahi & Edvinsson demonstraram em 2010 que a inibi¢do da via de MAP quinases por um

inibidor da mesma resultou em menor expressédo de citocinas pro-inflamatdrias importantes em
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doencas neuroinflamatérias (IL-1pB, IL-6, TNF-a e iNOS) e reduziu os sinais clinicos de
isquemia cerebral [57]. Sendo assim, acreditamos que a reducdo do quadro de doenca em
animais com EAE pode estar relacionada a inativacdo da via de MAP quinases frente a inibicédo
do receptor NMDAR por MK801. Em linfonodos, no entanto, ndo foi observada diferenca de
fosforilago de ERK entre animais tratados e nio-tratados. E possivel que a diferenca observada
esteja relacionada a diferencas funcionais de células imunes de baco e linfonodo para a via de
sinzalizacdo de MAP quinases. Foi demonstrado por Baumgarth et al (1997) que existe
diferenca na a ativacdo na via de sinalizacdo da MAP quinase ERK-2 de linfocitos ativados de
linfonodos mesentéricos e linfonodos de pulmédo [58]. Os autores demonstraram que a
proliferacdo celular decorrente de ativacdo por TCR e sinalizagdo de ERK-2 vista em pulméo
ndo ocorre em linfonodos mesentéricos, onde a proliferacdo por ativacdo de TCR ocorre por
sinalizacdo independente de ERK. Embora nossos resultados demonstrem a ativacdo de MAP
quinases em linfonodos, ao invés de inibicdo como demonstrado por Baumgarth et al, é possivel
que esta via se encontre ativada por haver uma resposta diferenciada da mesma a estimulos

neste local.
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6 CONCLUSAO

Em resumo, nossos dados apontam para o glutamato, agindo através de seu receptor
ionotropico NMDAR, como um fator imunomodulador importante da resposta imune, aqui
avaliada. A partir dos dados obtidos experimentalmente pelo nosso grupo, podemos concluir
que:

- Linfocitos T expressam o receptor NMDAR

- Células naive e ativadas apresentam diferenca na expressao de NMDAR

- NMDAR tem a tendéncia de atuar como pré-inflamat6rio em células naive

- NMDAR atua sobre a via das MAP quinases em linfocitos T

- Em células naive, NMDA ativa ERK 1 e 2; ao passo que em células ativadas NMDA
ativa ERK 2

- Aativacdo de NMDAR por seu agonista reduz a transcri¢do génica e, esta reducdo nao
é resultante de morte celular

- Concentragbes de MK801 em valores acima de 500 uM induz a morte celular em
culturas de células in vitro

- O tratamento com MK801 reduz os sinais clinicos de EAE

- O efeito de MK801 sobre a EAE parece ser dependente da via de MAP quinase
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