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RESUMO

Medina LP. Estudo da relacdo entre a modulacdo da expresséo de FASL pela PGE; e a
sobrevivéncia de linfécitos TCD4™. [tese (Doutorado em Imunologia)]. S0 Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2015.

Os linfocitos T CD4 sdo células da imunidade adaptativa que desempenham um papel
fundamental na resposta imunoldgica. Em uma resposta imune, € importante que ocorra um
balanco entre proliferacdo e morte celular para retornar ao estado de homeostasia. Esta pode
ser controlada por dois mecanismos: morte autdbnoma de células T ativadas (ACAD) e morte
celular induzida por ativagdo (AICD). Resultados previamente obtidos pelo nosso grupo
demonstraram, in vitro, que a prostaglandina E, (PGE,) é capaz de modular a sobrevivéncia
de linfocitos TCD4" protegendo essas células do processo AICD. Para estudar essa
modulacdo in vivo optamos por um modelo murino de autoimunidade, a Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE). Dentro desse contexto, nossa hipétese é que a PGE; liberada
pelas APCs, durante a fase de inducdo da EAE, modula a sobrevivéncia de linfocitos
autorreativos especificos, favorecendo o desenvolvimento da doenca. Para testar
hipdtese, realizamos o tratamento de camundongos submetidos a EAE com indometacina, um
inibidor ndo-seletivo de COX-1 e COX-2, durante os 5 primeiros dias, e notamos que a
indometacina foi capaz de reduzir a progressio da doenca. E importante destacar que este
fenbmeno ndo é observado se o tratamento com indometacina € realizado apds inicio dos
sinais clinicos. Através de andlise histolégica e imunofenotipagem por citometria de fluxo,
demonstramos que ha menos linfécitos produtores de IFN-y, IL-17 e GM-CSF, e menos
macrofagos e microglias ativadas no sistema nervoso centra do grupo experimental.
Finalmente, o tratamento com indometacina alterou a frequiéncia de células em proliferacéo,
ex vivo, e afreguiéncia de céulas produtoras de IL-17 nos linfonodos drenantes, bem como a
concentracdo dessas citocinas no sobrenadante dessas células. Esses resultados sugerem que a
indometacina reduz o desenvolvimento da EAE e sua resposta antigeno-especifica
demonstrando a sua importancia na modulacdo das respostas de linfécitos T na
autoimunidade.

Palavras-chave: Encefaomielite autoimune experimental. Linfécitos TCD4'. FASL.
Prostaglandina Ex.



ABSTRACT

Medina LP. Modulation of FASL expression by PGE, and CD4" T lymphocyte survival. [Ph.
D. thesis (Immunology)]. Séo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo; 2015.

CD4 T lymphocytes are adaptive immunity cells that play an essentia role in the immune
response. In an immune response, it is important that exist balance between cell proliferation
and death to return homeostasis state. This can be controlled by: activated T cell autonomous
death (ACAD) and activation induced cell death (AICD). Results published by our group
demonstrated, in vitro, that PGE; is able to modulate CD4" T lymphocyte survival protecting
these cells from AICD process. To study this modulation in vivo we choose a murine model
of autoimmunity, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE). In this context, our
hypothesis is that PGE, secreted by APCs, during the induction phase of EAE, modulates
lymphocyte autoreactive specific survival, favoring the disease development. To test this
hypothesis, we performed the treatment of mice undergoing EAE with indomethacin, a non-
selective COX-1 and COX-2 inhibitor, during the first 5 days from the immunization day, and
we observe that indomethacin was able to reduces disease progression. It is important to note
that this phenomenon is not observed if treatment with indomethacin is performed after onset
of clinical signs. Through histological analysis and immunophenotyping by flow cytometry,
we demonstrate that there is less IFN-y", IL-17" and GM-CSF" producing T cells and less
macrophages and activated microglia in the centra nervous system (CNS) in the the
experimental group. Finaly, treatment with indomethacin altered the frequency of
proliferating cells, ex vivo, and the frequency of IL-17" producing T cells in the draining
lymph nodes as well as concentration of these cytokines in these cells supernatant. These
results suggest that indomethacin reduces the development of EAE and antigen-specific
immune response demonstrating its role in the modulation of T lymphocyte responses in
autoimmunity.

Keywords. Experimental autoimmune encephaomyelitis. CD4™ T lymphocytes. FASL.
Prostaglandin Ex.



1INTRODUCAO

1.1 Consider acdes Gerais

O sistema imune é um sistema de reconhecimento, formado por moléculas, céulas,
orgdos e tecidos, que tem como funcdo manter a homeostasia do organismo e pode ser
dividido em imunidade inata e adaptativa. As respostas imunol 6gicas na imunidade adaptativa
comecam com 0 reconhecimento do antigeno pelos linfocitos especificos que resulta na
ativagdo, proliferacéo e diferenciagdo dessas células em subtipos celulares ideais para cada
tipo de resposta. Na fase efetora, essas células diferenciadas se encarregam da eliminagdo do
antigeno ou do reservatério deste. Ao final desse processo, ha uma fase de contracdo das
células efetoras e sobrevivéncia de células de memaria que responderdo de forma mais répida
e eficaz em um segundo contato com 0 mesmo antigeno.

Durante qualquer tipo de resposta imune, € importante que hgja um balango entre
proliferacdo e morte celular para garantir a homeostasia. O aumento do processo de morte
e/ou reducdo da proliferacéo pode resultar, por exemplo, em quadros de imunodeficiéncia ou
aumento de infecgbes cronicas, enquanto uma falha no processo de morte e/ou aumento da
proliferacdo pode levar ao desenvolvimento de doencgas autoimunes e tumores. Uma vez que
este desequilibrio entre morte e proliferacdo pode resultar em uma série de disfuncdes,
investigar os mecanismos fisioldgicos envolvidos na sobrevivéncia dessas células in vivo e a
possibilidade de modular essa sobrevivéncia em diferentes condicdes fisiopatolbgicas € de

grande importancia para a area daimunologia.

1.2 Linfécitos TCD4

1.2.1 Do desenvolvimento & ativacdo

Os linfocitos T CD4 séo células da imunidade adaptativa que desempenham um papel
fundamental na resposta imunol 6gica, umavez que através de diferentes sinais sdo capazes de
regular a atividade de outras células, sendo frequentemente chamados de T helper ou T
auxiliares. Assim como as outras células circulantes no sangue, os linfécitos T tém sua origem
na medula 6ssea a partir de células-tronco hematopoéticas que se diferenciam em precursores
mieloides e precursores linfoides que, por sua vez, se diferenciam em células natural killer,

linfocitos B e linfécitos T. Os linfocitos T, ainda imaturos, migram para o timo (timdcitos)



onde passam por um processo de amadurecimento com formagdo do receptor TCR (T cell
receptor), expressao do coreceptor CD3 e o direcionamento para linhagens que expressam em
sua superficie apenas CD4 ou CD8. Durante 0 amadurecimento eles também passam por um
processo de Tolerancia Central, em que linfocitos T capazes de reconhecer antigenos préoprios
com alta afinidade/avidez morrem, como uma forma de prevenir que ndo existam linfocitos
maduros na periferia capazes de reagir com moléculas proprias. Ao deixarem o timo estes
linfocitos estdo sujeitos a uma nova onde de regulacdo, denominada de Tolerancia Periférica,
novamente para garantir que as respostas conduzidas por esses linfécitos se mantenham sob
controle. Entretanto, como 0S mecanismos imunolégicos sao sempre passivels de falha, a
quebra da Toleréncia Central e/ou Periférica pode resultar no desenvolvimento de doencgas
autoimunes (1).

Uma vez maduros, os linfécitos naives ou virgens circulam entre o sangue, a linfa e os
orgdos linfoides secundérios até serem ativados. Essa ativagdo € mediada por um contato
direto com células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés, antigen-presenting cells) e
depende basicamente de trés sinais. O primeiro € dado pelo reconhecimento de um peptideo,
apresentado via MHC de classe Il no caso dos linfocitos TCD4, pelo linfocito que possui um
TCR especifico paraele. O segundo é resultado dainteracdo entre moléculas denominadas de
coestimuladoras, sendo elas CD28 nos linfécitos e B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86) nas APCs. E
importante também que haga a participagdo de moléculas de adesdo necessérias para
estabilizar o contato entre as células durante a singpse imunologica. Por fim, o terceiro sinal €
fornecido por citocinas secretadas pelas APCs e reconhecidas por receptores de ata afinidade
expressos nos linfocitos, que induzem sinais bioquimicos intracelulares que modificam o
comportamento dessas células. Uma vez ativados, os linfécitos TCD4" proliferam e se
diferenciam em diferentes subtipos ou subpopulacbes (Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22, Tfh e
Treg). Essa diferenciac@o € determinada pelo padréo de citocinas pelas quais estes linfacitos
s80 estimulados e caracterizada pela expressdo de fatores de transcricdo-chaves e pela
secrecao de citocinas de assinatura (2).

A secrecdo de IL-12 leva a diferenciagdo para Thl caracterizado pela ativacéo do fator
de transcricdo T-bet e secrecdo de IFN-y, TNF-a e IL-2, e envolvido nas respostas a
microrganismos intracel ulares (bactérias e virus) e doencas autoimunes (3). Th2 € induzido
pela secrecdo de IL-4 e inducéo de GATA-3 com liberagcdo de IL-4, IL-5 e IL-13, e participa
das respostas a helmintos e de reagdes al érgicas, como a asma (4). Th1l7, outra subpopulagcdo
j& bem descrita atuamente, é associada a resposta a bactérias extracelulares e fungos e a

patologias autoimunes, sendo induzida pela presenca de TGF-$ e IL-6 que ativam o fator



ROR-yt, responsavel pela secrecdo de IL-17 e IL-22 (3, 5, 6, 7). Apesar da |L-22 ser secretada
por Th17, uma subpopulacdo chamada de Th22 com secregéo predominante dessa citocina foi
mais recentemente descrita e parece estar rel acionada a inflamagdes de pele (8).

Outra subpopulacdo que tem ganhado destaque na literatura sdo as células T foliculares
(Tfh). Definidas pela expressdo do fator de transcricdo Bcl5 e secregdo de IL-21, estéo
estrategicamente localizadas proximas aos linfocitos B nos centros germinativos de tecidos
linféides e sdo importantes para a troca de classe de anticorpos (9). Por fim, nas cdlulas T
reguladoras (Treg) a complexidade aumenta devido a grande heterogeneidade dessa
subpopulacdo. De forma mais abrangente, as Treg expressam o fator de transcricdo FOXP3 e
podem derivar do timo durante o amadurecimento dos linfécitos T (Treg naturais) ou serem
induzidas na periferia na presenca de TGF- (Treg induzidas). As Treg secretam TGF- e IL-
10, e podem ser caracterizadas pela expressdo de algumas moléculas em sua superficie, tais
como CD25, CD5 e CTLA4 (10). Ha também um subtipo de Treg, as Trl (T regulatory cells
1) (11) , induzidas por IL-10 e que secretam altas quantidades dessa citocina, que néo
expressam FOXP3. Diferente de outras subpopulagdes, as Treg possuem fungdo supressora,
controlando a resposta imune das demais subpopulagdes de linfocitos T e contribuindo, por
exemplo, para que n&o ocorra o desenvolvimento de doencas autoimunes (10, 12, 13, 14).

Embora esses subtipos de linfocitos TCD4" tenham sido reportados, inicialmente, como
subpopul agdes distintas, a plasticidade entre essas células vém sendo cada vez mais discutida,
e estd claro no momento que o fendtipo delas pode mudar no decorrer das respostas
imunolégicas de acordo com o microambiente em que as cdlulas se encontram (13, 14). A
heterogenei dade das células € um fator que pode explicar parcial mente a natureza pléstica dos
subtipos celulares. Um exemplo disso € que embora algumas citocinas sejam seletivamente
produzidas por certos subtipos, muitas s8o amplamente secretadas. A IL-10, por exemplo,
inicialmente reconhecida como uma citocina do padréo Th2, pode ser produzida por Thi,
Th2, Treg e uma variedade de células daimunidade inata (13, 14).

Linfécitos Th-17 podem com frequiéncia comegar a produzir IFN-y. Células Treg podem
perder a expressdo de FOXP3 e adquirir um potencial patogénico produzindo citocinas pro-
inflamatérias como IL-4, IFN-y e IL-17. Estas células mostraram-se bem plasticas quando
cultivadas sob condic¢des que favorecam Thl ou Thl7. O fator de transcricéo-chave de uma
determinada subpopulacdo pode ser necess&rio para a diferenciacéo dessa célula, mas néo
suficiente. FOXP3, por exemplo, é necess&rio para a diferenciacdo de Treg, mas nédo €
suficiente para induzir completamente o fendtipo desta. Além disso, mesmo na auséncia de



FOXP3 muitas fungdes das Treg permanecem normais. Da mesma maneira, a auséncia de T-
bet ndo impede a diferenciacdo para Thl. As células Th17 também parecem ser bem instévels
e podem ser reprogramadas para produzir citocinas do padréo Thl e Th2 (15).

Os processos de ativacdo e diferenciacdo dos linfocitos T, descritos acima, sdo
fundamentais para o desenvolvimento de uma resposta imunol égica, entretanto, mecanisSmos
de controle sfo indispensaveis para o perfeito funcionamento do sistema imune. E preciso
haver a eliminacdo de células autorreativas geradas durante o desenvolvimento linfocitario e a
formacdo das respostas, bem como a contracdo da populacdo de linfocitos ativados na
periferia apds o término de uma reposta.

Durante esta fase de contrac@o das respostas, grande parte das células ativadas morrem
por apoptose que pode ser desencadeada por dois mecanismos diferentes: ACAD (activated T
cell autonomous death) e AICD (activation induced cell death). A ACAD é desencadeada na
auséncia de fatores de crescimento/sobrevivéncia, e depende da proteina pro-apoptotica BIM,
enquanto a AICD é dependente de um constante re-estimulo da célula e mediada pela
interacdo FAS/FASL (16, 17, 18, 19, 20).

1.2.2 Controle da morte de LTCD4" por ACAD e AICD

No inicio de uma resposta imune a um determinado antigeno sinais dados a partir do
complexo TCR, de coestimuladores e de fatores de crescimento, como a IL-2, favorecem a
expressdo de proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2. Essas proteinas promovem a
sobrevida do linfécito e subsequente proliferacdo celular, importante para um adequado
desenvolvimento da resposta ao antigeno. Com a eliminagcdo deste e 0 encerramento da
resposta ocorre uma diminuicdo dos fatores de crescimento no microambiente e,
consequentemente, um aumento da expressao de proteinas pro-apoptoticas da familia BCL-2,
sobretudo BIM (Bcl-2 interacting mediator), resultando na inducdo de ACAD. BIM é uma
molécula capaz de ativar outras proteinas pré-apoptoéticas e/ou bloquear proteinas anti-
apoptoticas, ambas da familia BCL-2, e induzir apoptose. O processo de ACAD esta mais
frequentemente associado a respostas agudas, nas quais o antigeno € eliminado em pouco
tempo (21, 22). Recentemente, Michael Lenardo e colaboradores sugeriram outro nome para
esse tipo de morte celular: morte induzida pela retirada de citocinas (CWID, do inglés,
cytokine withdrawal-induced death) (23). Contudo, a designacdo ACAD ainda continua sendo

amais utilizada e a escol hida para abordar do assunto neste trabal ho.



Por outro lado, quando ha persisténcia do antigeno no organismo e o desenvolvimento
de uma resposta cronica, a constante re-estimulacdo do complexo TCR/CD3 por este antigeno
culmina na reducéo dos niveis de c-FLIP (antiapoptético) associada a0 aumento de FASL
(pré-apoptatico), desencadeando o processo conhecido como AICD. Inicialmente descrito em
hibridomas de linfocitos T e posteriormente em outros linfécitos, a AICD pode ocorrer de
forma autécrina, ou sgja, quando FASL interage com FAS na mesma célula ou de forma
parécring, quando FASL interage com FAS na superficie de uma célula adjacente (24, 25, 26).

Os mesmos pesquisadores que sugeriram um nome alternativo para ACAD, também o
fizeram para AICD. Michael Lenardo e colaboradores chamam atencdo para o fato de que
nem sempre a ativacdo da célula resulta em morte celular e, por isso, sugeriram a
denominacéo “morte celular induzida por re-estimulacéo” (RICD - restimulation-induced cell
death) para caracterizar a morte que ocorre em linfécitos T maduros apos constantes re-
estimulos do TCR quando o antigeno se torna persistente. Entretanto, neste trabalho, tal
processo serareferido como AICD (23).

E importante chamar atencdo para o fato de que esses mecanismos ocorrem de forma
dindmica durante as respostas imunolégicas. Assim, quando o antigeno € rapidamente
eliminado, BIM ¢é ativado e apoptose nos linfocitos T. Por outro lado, se 0 antigeno persiste
por mais tempo, 0s niveis de FASL aumentam nessas podendo levar a morte das mesmas de
forma autocrina ou paracrina, ou entdo a morte das células dendriticas via FAS. Se as células
dendriticas morrem resultando na eliminagdo dos antigenos residuais, os linfocitos T ativam
BIM e morrem como em uma resposta aguda (16). Tanto a ativacéo de BIM na ACAD quanto
ainducdo de FASL na AICD véo resultar na inducdo de apoptose nas células, embora a via
utilizada por essas moléculas sgja diferente.

1.3 Controle Molecular da Apoptose

A apoptose € a forma de morte celular mais bem estudada e caracterizada, e apresenta
algumas ateracbes morfologicas e moleculares bem marcantes, tais como retracdo do
citoplasma, formacgéo de pregas na membrana plasmética, fragmentacdo do DNA e exposi ¢ao
da fosfatidilserina na face externa da membrana plasmatica (27). Existem duas vias de
apoptose bem estabelecidas: a via intrinseca e a via extrinseca (Figura 1). A via intrinseca €
ativada por sinais que causam estresse intracelular, como irradiacdo, microrganismos e
agentes quimioterapicos, e € dependente da mitocondria, enquanto a via extrinseca € ativada
pela interagdo de receptores de morte (FAS, TNF-R1, TRAIL-R1 e TRAIL-R2) com seus



respectivos ligantes (FASL, TNF-a. e TRAIL, respectivamente) e pode ocorrer com ou sem a
participacéo desta organela (34).

A mitocondria € uma organela regulada por uma familia de proteinas conhecida como
familia BCL-2 (B-cell CLL/Lymphoma 2). Essa familia é composta por proteinas anti e pro-
apoptoticas cuja classificacdo € baseada na funcdo e nos dominios de homologia ao BCL-2
(BH — BCL-2-homology domain). As proteinas antiapoptéticas (BCL-2, BCL-X, BCL-W,
MCL-1, Al) possuem os dominios BH1-BH4 e sdo responsaveis pelo bloqueio da
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial, chamada de MOMP (do inglés,
mitochondrial outer membrane permeabilization). As proteinas pro-apoptéticas sdo
subdivididas em dois grupos. o das moléculas efetoras e 0 das proteinas BH3-only. As
moléculas efetoras (BAX e BAK) possuem os dominios BH1-BH3 e sdo responséveis pela
formagdo dos poros na membrana externa mitocondrial e consegiente indugdo do MOMP, o
que possibilita a liberacéo de diversos fatores pré-apoptoticos. As proteinas BH3-only (BID,
BIM, BAD, BIK, PUMA, NOXA, BMF e HRK) funcionam como sensores de estresse
intracelular e sinais pré-apoptéticos. O balanco entre proteinas anti- e pro-apoptéticas é de
suma importancia para a sobrevivéncia/morte das células (21, 34).

A via extrinseca € ativada por receptores de morte (DRs, do inglés, death receptors)
gue pertencem a familia dos receptores TNF (tumor necrosis factor receptor), enquanto seus
respectivos ligantes pertencem a familia do TNF-a. FAS (CD95/APO-1), o protétipo dos
DRs, € uma proteina transmembrana do tipo |, expressa constitutivamente na maioria dos
tecidos celulares e caracterizada pela presenca de um a seis dominios ricos em cisteina nas
suas porcoes extracelulares que medeiam sua interacdo com FASL (CD95L/Apo-1L), uma
proteina transmembrana do tipo |1, expressa constitutivamente em apenas alguns tecidos ou
algumas células e induzido por estimul os especificos na maioria destes (28, 29, 30).

A oligomerizacdo entre trimeros de FAS e FASL na superficie da céula inicia uma
cascata de sinalizac8o intracelular que comega com o0 recrutamento de proteinas adaptadoras
chamadas FADD (fas-associated death domain) que se ligam ao FAS através do dominio de
morte (DD, do inglés, death domain) e a pro-caspase-8/-10 através do dominio efetor de
morte (DED, do inglés, death efector domain), formando um complexo denominado DISC
(death-inducing signaling complex). Esse complexo permite a autoativacdo da pro-caspase-8 e
-10 (28, 29). Outra molécula envolvida nesse processo € a proteina c-FLIP (cellular FLICE-
like inhibitory protein) que apresenta um DED muito semelhante ao DED da pré-caspase-8
competindo com a mesma por uma ligagdo ao FADD no complexo DISC e inibindo, dessa
forma, o processo de apoptose (28).



Apés ativagdo da via extrinseca, a caspase-8 pode seguir dois caminhos. ativar
diretamente as caspases efetoras -3, -6 e -7 ou realizar uma amplificagdo mitocondrial pela
clivagem da proteina BID, uma proteina pro-apoptotica BH3-only (BH3-interacting domain
death agonist), fazendo um link entre a via extrinseca e a intrinseca. Apés clivagem a
molécula de tBID (do inglés, truncated BID), assim como BIM, é capaz de promover a
agregacdo de BAX (BCL-2-associated X protein) e BAK (BCL-2 antagonist killer 1) que
participam da inducdo do MOMP permitindo a liberacdo de diversos fatores do espaco
intermembrana para o citosol. Dentre esses fatores, podemos citar 0 citocromo ¢ que se
associa a uma molécula de ATP (adenosine triphosphate) e a uma proteina adaptadora
chamada de APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1). Esta, por suavez, se ligaa pro-
caspase-9 através do dominio CARD (caspase-recruitment domain) formando outro
complexo, denominado de apoptossomo, que permite a autoativacdo da pro-caspase-9. A
caspase-9, por sua vez, ativa as caspases efetoras -3, -6 e -7. (30, 31). Essas caspases sé0 as
responsaveis pela clivagem de diversos substratos que resultara no fendtipo caracteristico de
uma célula em apoptose. Quando a via extrinseca resulta em uma morte direta com clivagem
das caspases efetoras pela caspase-8, as células sdo denominadas de células Tipo |. Por outro
lado, quando h& uma amplificacd mitocondrial pela clivagem de BID, as células sdo
denominadas de células Tipo Il (31, 32, 33).
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Figura 1. Apoptose. Sinalizagdo do processo de apoptose pela via extrinseca, induzida através da interacdo
entre receptores de morte e seus respectivos ligantes e pela via intrinseca, ativada por estresses intracelulares.
Ambas as vias resultam numa via comum de morte, na qual ha ativacdo da caspase-3 que resulta na apoptose. A
comunicacdo com a mitocondria durante a via extrinseca € redlizada pela proteina BID da familia BCL-2.
Fonte: Adaptado de (34) por Gustavo Amarante-Mendes.

Quando ha reducdo da apoptose em linfécitos pode ocorrer linfoacumulacéo e geracéo
de doencas autoimunes, 0 que pode ser visto em sindromes como o0 ALPS (do inglés,
autoimmune lympho proliferative syndrome) decorrentes de mutacdes, por exemplo, no gene
FAS (ALPS tipo 1) ou na caspase-10 (ALPS tipo Il) (35, 36). Além disso, camundongos
knockouts para FAS (Ipr) e/ou FASL (gld) também apresentam problemas de linfoacumul acéo
e patologias autoimunes (16). Por outro lado, 0 aumento excessivo da apoptose observada em
sindromes como a AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) resulta em um estado de
imunodeficiéncia que torna o individuo susceptivel a muitas infecgdes oportunistas (37).

Dentro do contexto de apoptose, resultados previamente publicados pelo nosso grupo
(38) demonstraram que APCs estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), que sinaliza via
TLRA4 (toll-like receptor 4) e MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88),
secretam fatores solUveis capazes de proteger linfocitos T do processo de AICD induzido por
re-ativacdo com anticorpos anti-CD3 in vitro. A prostaglandina E, (PGE,) foi identificada
como um dos fatores sollveis sendo, por si sO, capaz de inibir de forma significativa o
processo de AICD.

1.4 Prostaglandina E; (PGE))

A PGE; € o principal mediador lipidico liberado durante as respostas inflamatorias e
contribui para os estados de hiperalgesia, pirexia e dilatacdo arterial com aumento do fluxo
sanguineo para o tecido inflamado e formacéo de edema. A PGE, também € liberada de forma
basal em condigdes fisiologicas e participa de alguns processos homeostéticos, tais como
manutencdo da integridade da mucosa gastrica e da pressdo sanguinea (39, 40).

Produzida por muitas células do corpo, incluindo APCs (macréfagos, células
dendriticas), 0 metabolismo geral das prostaglandinas tem inicio com a liberagdo do acido
araguidénico proveniente de fosfolipideos de membrana pela acdo da enzima fosfolipase A,
em resposta a estimulos hormonais e inflamatdrios, por exemplo. O &cido araquiddnico pode
ser metabolizado por duas enzimas chamadas de ciclo-oxigenase-1 e -2 (COX-1 e COX-2) ou
de prostaglandinas endoperoxidases H sintases (PGHS-1 e PGHS-2). De maneira bem geral,

COX-1 é expressa congtitutivamente na maioria dos tecidos e esta relacionada a producéo



basal de prostaglandinas em resposta a estimulos hormonais, enquanto COX-2 é induzida em
processos inflamatériog/infecciosos ou situacBes de estresse. O metabolismo do écido
araguidénico, sga por COX-1 ou -2, resulta na producdo de PGH,, uma prostaglandina
altamente instavel e rapidamente metabolizada por algumas enzimas especificas que déo
origem as cinco principais classes de prostaglandinas. PGD,, PGE,, PGF.q, PGl, e TXA, (41).

As prostaglandinas recém produzidas sdo rapidamente secretadas e atuam nas células
proximas ao seu local de origem através do reconhecimento por receptores especificos
presentes nas membranas plasmaticas. A PGE,, por exemplo, exerce suas atividades através
da ligagdo a um ou a uma combinacdo de 4 subtipos de receptores EP (do inglés, E
prostanoid). Estes receptores, denominados EP1, EP2, EP3 e EP4, estdo acoplados a
diferentes proteinas G o que explica, em parte, os efeitos antagénicos da PGE, no sistema
imune (42, 43). Os receptores EP2 e EP4, acoplados a proteina Gs, ativam a adenilato ciclase,
uma enzima transmembrana que catalisa a conversdo de ATP em cAMP gue atua como
segundo mensageiro e ativa a PKA que, por sua vez, ativa o fator de transcricio CREB
(CAMP responsive element binding factor). Em contraste, o receptor EP3, acoplado a proteina
Gi, inibe 0 aumento de cAMP e, por consequiéncia, inibe a adenilato ciclase. Ja EP1, acoplado
a Gg, é responsavel pelo aumento dos niveis de calcio intracelular. Dados da literatura
mostram uma ampla distribuicdo desses quatro receptores em células do sistema imune tanto
em macroéfagos e células dendriticas quanto em linfocitos T e B (43). Devido a variedade de
receptores, a expressao destes nas células e a concentragéo de PGE, disponivel, esta pode ter
uma acdo tanto pro-inflamatéria ou pré-apoptética quanto anti-inflamatoria ou anti-apoptotica
(38, 44).

Dentro do modelo estudado pelo nosso grupo, foi demonstrado que a PGE; atua de
forma anti-apoptotica via EP2 e 4 aumentando os niveis de cAMP (cyclic adenosine
monophosphate), ativando PKA (protein kinase A) e resultando na represséo de FASL (38). O
que ainda ndo esté descrito € a forma através da qual ocorre essa modulag&o. Por outro lado,
resultados preliminares sugerem a participacéo do repressor ICER, avo de estudo de outro
trabalho do nosso grupo. Outro ponto importante é se essa modulacdo ocorre em condicdes
fisiopatoldgicas in vivo e qual seria a importancia desta. Uma condicdo fisiopatologica
mediada por linfocitos TCD4" é a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE), o modelo
murino da Esclerose Mlltipla. Como na EAE a sobrevivéncia de clones potenciamente
autorreativos leva ao desenvolvimento da doenca e esta descrito que pacientes com Esclerose

M ltipla e camundongos com EAE apresentam aumento da expressdo de COX-2 e PGE,, esse



foi 0 modelo escolhido neste trabalho para estudo da modulagdo da sobrevivéncia de
linfocitos TCD4 pela PGE; (63).

1.5 Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)

A Esclerose Mdltipla (MS, do inglés, Multiple Sclerosis) é considerada uma doenca
autoimune cronica classica mediada por células T que atacam o0 sistema nervoso central (CNS
— central nervous system) e causam inflamagdo, desmielinizagdo e perda axona com
conseguentes déficits neuroldgicos. O diagndstico € baseado na histéria médica do paciente e
no exame fisico. Entretanto, ainda ndo esta claro quais sdo os fatores desencadeantes da MS.
E possivel que haja o envolvimento de infecgdes, adjuvantes ou apresentacio endogena de
antigenos proprios (45). Além disso, pode haver uma pré-disposicéo genética (46) e influéncia
de fatores ambientais, como vitamina D e exposicdo a luz do sol. Uma vez induzida a
patol ogia autoimune, esta pode ser mantida por fatores imunol 6gicos e neurol égicos (45, 47,
48). O diagnostico geralmente é feito naterceira e quarta década de vida por imagens de areas
cerebrais. Infelizmente, ndo ha cura para a Esclerose Mltipla e o tratamento para amenizagao
dos sintomas € feito por trés classes de drogas. interferon-f1la, interferon-plb e acetato de
glatiramer foram aprovados pelo FDA para uso no tratamento de pacientes com MS
remitentes-recorrentes (49, 50).

Pacientes com Esclerose Mlltipla geralmente apresentam uma sindrome inicial
clinicamente isolada, seguida por uma série de eventos clinicos subagudos que passam
espontaneamente, chamados de casos remitentes-recorrentes. Embora na maioria dos casos 0s
pacientes retornem as funcgdes neuroldgicas préoximas do normal no final de cada episddio,
apos um periodo variavel de tempo pode haver uma progressdo irreversivel da doenca,
chamada de M S secundaria progressiva. Mais raramente, o individuo pode entrar diretamente
em um surto primario progressivo, caracterizado por uma progressao clinica desde o inicio da
doenca sem passar por remissoes e recaidas (48).

No intuito de facilitar a compreensdo e o estudo da M S s&o utilizados modelos animais
da doenca. Um desses model os chamado de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE),
foi descoberto e desenvolvido em 1930 por Rivers et al (51). Alternativamente, a EAE
também era chamada de Encefalomielite Alérgica Experimental, mas o termo “alérgico” foi
sendo substituido pelo autoimune devido as descobertas da etiologia da doenca nos ultimos
anos (52, 53, 54). A EAE é considerada o protétipo de doencas autoimunes mediadas por

linfocitos T, sendo amplamente utilizada para estudo das respostas imunoldgicas. E induzida



em animais susceptiveis através da imunizagcdo ativa por proteinas da mielina ou pela
transferéncia passiva de linfocitos TCD4" especificos para esses antigenos.

Dependendo do modelo utilizado, a EAE pode se desenvolver de forma aguda,
remitente-recorrente e pode ter uma progressao primaria ou secundaria. Apesar do modelo ter
sido descoberto e desenvolvido em 1930, s6 em 1980 que as células T foram descobertas
como sendo os principais mediadores, por causa de experimentos com transferéncia adotiva
de linfocitos T para induzir a doenca em ratos e camundongos (55). Esses modelos
apresentam diferentes caracteristicas no fenttipo da doencga, na histopatologia e em seus
mediadores celulares e moleculares, e assim podem apresentar semelhangas e distingdes da
MS.

A literatura descreve 0 modelo de EAE induzido em camundongos C57BL/6,
susceptivels a0 peptideo MOGss.55, como um modelo crénico, em que as manifestacoes
comecam em 10 a 15 dias apds aimunizagdo inicial, o pico da doenca cerca de sete dias apos
inicio dos sinais, seguido de uma fase de remissdo, durante a qual ha uma recuperagdo parcial
desses sinais. Nesse modelo, denominado de monofasico, a doenca se manifesta em apenas
um pico e depois os camundongos se mantém na fase de remissdo. Cerca de 75-80% de
incidéncia é normalmente esperado. Para inducéo da EAE nesse modelo os camundongos sdo
imunizados com emulsdo contendo o peptideo especifico de MOG e CFA e recebem duas
injecOes de toxina de Bordetella pertussis (56). O CFA (do inglés, Complete Freund’s
Adjuvant) € uma mistura do Oleo de adjuvante incompleto de Freund (IFA, do inglés,
Incomplete Freund’s Adjuvant) com Mycobacterium tuberculosis inativada por calor. Essa
bactéria é reconhecida por receptores de reconhecimento padréo (PRRs, do inglés, pattern
recognition receptors), sobretudo TLR7 e TLRY, presentes em células da imunidade inata,
tais como macréfagos e células dendriticas, e favorece a quebra da tolerancia periférica (57,
58). A toxina de Bordetella pertussis auxilia na quebra da barreira hematoencefdica
possibilitando a infiltragdo dos linfocitos T autorreativos no sistema nervoso central (53, 59).
Alguns estudos demonstraram gue ela também parece aumentar a producdo de IFN-y por LT
encefalitogénicos.

Dados da literatura sugerem a participacéo da via FAS/FASL (60, 61, 62) e da via da
PGE; (63, 64) no desenvolvimento da EAE, o que sugere que este modelo é ideal para o
estudo da modulagdo da sobrevivéncia de linfocitos TCD4" pela PGE.,.



Dentro do contexto da EAE, a hipétese do nosso trabalho é que a PGE:; liberada
por células apresentadoras de antigeno durante a fase de indugdo da doenca seja capaz

de modular positivamente a sobrevivéncia dos linfécitos TCD4" autorr eativos.



4 CONCLUSOES

v' Camundongos fémeas selvagens C57BL/6J submetidos a EAE e tratados com
indometacina somente pelos 5 primeiros dias, fase de inducéo da doenca, foi capaz
de reduzir a progressdo da doenca de forma estatisticamente significativa, com
menor incidéncia e menor severidade;

v Quando o tratamento com indometacina é realizado apés inicio dos sinais clinicos,
esta ndo apresenta nenhum efeito no desenvol vimento da doenca;

v" Ha menor infiltrado no sistema nervoso central de camundongos tratados com
indometacina, confirmado por andlise histol6gica e citometria de fluxo;

v Ha menor frequéncia e nimero absoluto de células produtoras de IL-17, IFN-y e
GM-CSF no sistema nervoso central no pico da doenca dos camundongos tratados
com indometacing;

v' Hauma alteracdo na proporcao entre células T efetoras e células T reguladoras no
sistema nervoso central no dia do pico em camundongos tratados com
indometacing;

v' O tratamento com indometacina reduziu a proporcdo € o nimero absoluto de
macrofagos infiltrantes e microglias ativadas no sistema nervoso central no dia do
pico;

v Células de camundongos tratados com indometacina re-estimuladas ex vivo por
MOGs3s.55 apresentaram reducéo na taxa de proliferacdo, embora a capacidade
proliferativa pareca ser maior, mas néo apresentaram alteracdo na taxa de morte
pelo método utilizado;

v" Quando re-estimuladas ex vivo pelo peptideo MOGss.55, ha menor freqliéncia de
células produtoras de IL-17 e menor producdo de IL-17 e IFN-y das células

col etadas de camundongos tratados com indometacina.
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