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RESUMO

Branddo WN. Relagdo entre o padrdo de citocinas secretadas por células da microglia
ativadas in vitro e a geracdo de células T. [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2013.

INTRODUCAO: Atualmente as células da microglia tém recebido grande atencéo
dentro da resposta imune, isto devido ao fato de que sua ativagdo por citocinas
inflamatdrias é capaz de promover a infiltracdo e destruicdo do sistema nervoso central
(SNC) durante algumas doencas, principalmente no caso da esclerose mdultipla (EM).
Além de seu papel pro-inflamatdrio, ja demonstrou-se que estas também sdo capazes de
expressar moléculas supressoras como a indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO), capaz de
suprimir a proliferacdo de células T. Contudo, ainda pouco se sabe sobre seu verdadeiro
papel na patogenia da EM. Recentemente tem sido descrita uma populacéo de células T
chamadas Th17, capaz de secretar grandes quantidades de IL-17, IL-21 e GM-CSF
possuindo uma importancia fundamental na patogenia da EM e de seu modelo murino, a
EAE. Nesse contexto, a relacdo entre as Thl7 e as células da microglia pode nos
fornecer dados importantes acerca dos mecanismos envolvidos nas lesdes observadas no
SNC. OBJETIVO: Este trabalho teve como objetivo melhor elucidar a relacdo existente
entre a expressdo das moléculas imunes por células da microglia e a agdo que estas
promovem sobre as células T. METODOS: Utilizamos culturas de células da microglia
de linhagem, chamadas C8-B4, assim como cultura priméria de células da microglia
obtidas a partir sistema nervoso de camundongos C57BL/6 adultos. Caracterizamos o
perfil imune da microglia, avaliando a transcricdo de genes para citocinas através de
PCR em tempo real assim como a expressdo de suas moléculas ativadoras por
citometria de fluxo. A avaliacdo da IDO se deu através da expressao da mesma por
células da microglia ativadas ou ndo por LPS ou IFN-y. Ja sua capacidade funcional foi
medida através da atividade proliferativa de linfécitos T CD4 especificos para MOG 35-
55. RESULTADOS: Nossos resultados demonstraram que as células de ambas as
culturas possuem a capacidade de expressar diversas moléculas imunes, tanto pro
quanto anti-inflamatdrios. Dentre estas observamos TLR-4, TLR-2, IL-6, IL-10 e TGF-
B. Além disso, confirmamos a expressdo da enzima IDO por estas células. O bloqueio
de tal enzima impede o controle que a microglia tem sobre a proliferacdo dos linfécitos
T CD4, tanto in vitro quanto in vivo. No modelo in vivo tal efeito repercute em uma
encefalomilite mais severa, onde o quadro clinico do animal ndo regride.
CONCLUSAOQ: Os resultados aqui obtidos nos ddo a certeza da influéncia das
microglias dentro do contexto inflamatorio, afirmando sua capacidade de modular a
resposta imune. Além disto, fica clara a importancia da enzima IDO, cuja a¢do dentro
do controle de uma autoimunidade demonstra ser altamente necessaria.

Descritores: 1.Microglia 2.Indoleamina 2,3 dioxigenase 3.Linfocitos T 4.Proliferacao
de células 5.Células Th17 6.Encefalomielite autoimune experimental



ABSTRACT

Branddo WN. Relationship between the pattern of cytokines secreted by microglia cells
activated in vitro and T cell generation [dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2013.

INTRODUCTION: Microglia cells has gained great attention recently because its
activation by inflammatory cytokines can promote infiltration and destruction of Central
Nervous System (CNS) during some disease, mainly in the case of Multiple Sclerosis
(MS). On the other hand, these cells may also express suppressor molecules such as the
indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO), able to suppress T cell proliferation. However, still
little is known about its role in MS pathogenesis. Recently it has been described a new
population of T cells called Th17, able to secrete high amounts of IL-17, IL-21 and
GM-CSF, with a fundamental importance on MS and its murine model, EAE. In this
context, the relationship between Th17 and microglia cells can provide us important
data about the mechanisms involved in the establishment of CNS lesions.
OBJECTIVES: This work had the objective to better elucidate the relationship between
the expression of some molecules by microglia and its role T cell activation.
METHODS: Through a cellular lineage knowing as C8-B4 and primary cultures of
microglia obtained from CNS of adult mice C57BL6 we investigated the transcription
of several genes for cytokines and membrane expression of several pattern recognition
receptors. The IDO evaluation was performed after activation with LPS or rIFN-y. Its
functional capacity was measured trough its action over T cell proliferation. RESULTS:
Our results demonstrated that both cells have the capacity of express several immune
molecules, both pro and anti-inflammatory. Among this, we observed TLR-4, TLR-2,
IL-6, IL-10 and TGF-B. We also confirmed IDO expression by these cells. The
blockade of such enzyme prevents the control of microglia above T CD4 lymphocytes
proliferation, both in vitro and in vivo. Using the in vivo model, IDO blocker rendered
a encephalomyelitis more severe. Conclusion: The results here obtained give us the
certainty of microglia influence in inflammatory context, stating its capacity of
modulating the immune response.

Descriptors: 1.Microglia 2.Indoleamine 2,3 dioxygenase 3.T Linfocyte 4.Cells
Proliferation 5.Th17 Cells 6. Experimental Autoimmune Encephalomyelitis



1 INTRODUCAO

1.1 Células da microglia

As células da microglia sdo amplamente encontradas no sistema nervoso central
(SNC) e suas caracteristicas se assemelham muito aquelas de macrofagos. De fato,
acredita-se que aquelas representem os equivalentes teciduais dessa populacgdo, sendo
encontradas numa frequéncia entre 5-15% das células do cérebro adulto (Monier et al.,
2006). Todavia, apesar das semelhancas entre as células da microglia e os macréfagos, é
sabido que tais populacOes diferem tanto em expressdao génica, como em funcdo e
origem. Anteriormente acreditava-se que as células da microglia derivassem de
precursores mieldides comuns provenientes da medula éssea, que expressam O
marcador PU.1. Corroborando tal hipdtese, animais deficientes para PU.1 sdo
desprovidos ndo s6 de células da microglia, como também de macrofagos periféricos
(Beers et al., 2006; McKercher et al., 1996). Transferéncia de medula 0ssea para esses
animais foi capaz de restabelecer tais populacGes, levando a interpretacdo errbnea que
de fato as células da microglia sdo derivadas da medula dssea (Beers et al., 2006).
Estudos mais recentes utilizando animais CX3CR;- GFP e Runx1 — Cre provaram que
tal populacdo na verdade deriva de progenitores presentes no saco vitelinico a partir do
dia 9.5 de gestacdo. Mais interessante, ao dia 10, essas células ja sdo encontradas no
sistema nervoso, assim que o sistema circulatério é estabelecido. Logo, hoje é aceito
que as células da microglia sdo derivadas de progenitores hematopoiéticos comuns
porém provenientes do saco vitelinico, que posteriormente ocupam 0 sistema nervoso

de forma independente da medula dssea (Ginhoux et al., 2010).



Por outro lado, se durante a vida adulta tal populagéo sofre auto-renovacao in situ
ou se depende do recrutamento de progenitores da medula 0ssea ainda é motivo de
debate. E sabido, porém, que durante doencas neuroinflamatorias emigrantes do sangue
periférico sdo amplamente encontrados no parénquima cerebral. Morfologicamente as
células da microglia tem por caracteristica muitos prolongamento, com um corpo celular
e nucleo pequenos. Funcionalmente, possuem baixa ou nula expressdo de moleculas de
MHC 1| e Il, assim como de moléculas co-estimulatorias. Estas se relacionam com a
dindmica do SNC, auxiliando ndo s6 no desenvolvimento da arquitetura cerebral, mas
também na manutencdo da homesotasia deste perante possiveis sinais de infec¢do (Czeh
et al., 2011). Dentre os fatores que mantém esse estado quiescente das células da
microglia esta a grande quantidade de proteinas imunomoduladoras presentes nos
fluidos intersticiais. Dentre estas, podermos citar o TGF-p (do inglés Transforming
Growth Factor- f), a prostaglandina E2 (PGE;) e o M-CSF (do inglés Macrophage
Colony-stimulating Factor), responsaveis pela downregulation da expressdo de
moléculas ativadoras como CD80, CD86 , CD40 e MHC II, atuando assim na
manutencdo da supressdo desse grupo celular (Ponomarev et al., 2005a). Em um
trabalho mais recente, 0 mesmo autor demonstrou que tal fenémeno é orquestrado
também pela presenca do miRNA-124. Este em grandes quantidades € capaz de
suprimir a transcricdo de genes como aqueles do MHC e também do TNF-o. Durante a
ativacdo destas células por LPS ocorre a inibicdo do fator de transcricdo C/EBP-a. (do
inglés, CCAAT/enhancer-binding protein-a) e diminui¢cdo dos niveis de miRNA-124,
culminando no aumento da expressdo de MHC Il (Ponomarev et al., 2011). Além do
LPS demais estimulos podem desencadear a ativacdo da microglia, seja por estimulacéo
dos demais TLRs (do inglés, Toll-like receptors) ou através da acdo de citocinas e

fatores neuroativadores.



Dentre estes fatores, temos o ATP liberado ap6s a morte neuronal, que atua através
dos receptores ionotropicos purinérgicos P2X e metabotrépicos P2Y promovendo o
aumento da capacidade de fagocitose das células da microglia (Davalos et al., 2005;
Koizumi et al., 2007). Além destes, hd também a acdo do glutamato, um
neurotransmissor excitatorio que em excesso se torna neurotoxico. A resposta a este
neurotransmissor ocorre de maneira similar aquela ao ATP, através de dois tipos de
receptores especificos: receptores ionotropicos (NMDA, AMPA e Kainato) e 0s
receptores metabotrépicos (mGIuRs 1-8) (Pin; Duvoisin, 2005). A ativacdo dos
receptores mGIuR presentes em células da microglia pode resultar em neuroprotecéo,
como no caso do mGlur do grupo 111 (mGlur 4-8), que diminui a resposta das células da
microglia perante estimulos pré-inflamatorios como o LPS e a proteina -amiloide,
encontrada em depositos no cérebro de individuos com Alzheimer (Taylor et al., 2003).
Mais interessante, as células da microglia também podem ser uma fonte importante de
glutamato, uma vez que a ativacdo por LPS ou TNF-a induz secrec¢@o de de altos niveis
de glutamato, o que repercute em um aumento da neurotoxicidade e consequentemente
da morte neuronal por excitotoxicidade (Shijie et al., 2009; Floden et al., 2005).

Haja vista que as células da microglia estdo em contato frequente com as células do
SNC, é passivel de se imaginar que tais interacdes sdo importantes na modulacdo destas
células. De fato é descrito que as interagdes célula-célula em que se ha a ativacdo por
meio de moléculas de contato (CD200-CD200R / CD172a-CD47 /| TREM2-TREMZ2-L)
acaba por resultar no aumento da fosforilagdo dos ITAMs (do inglés Immunereceptor
Tyrosine Activator Motif) ou dos ITIMs (do inglés Immunereceptor Tyrosine Inhibitory
Motif), provocando alteragdes na morfologia celular, capacidade fagocitica, expressao

de moleculas co-estimuladoras, MHC II, assim como na sintese de citocinas e



quimiocinas. (Ransohoff; Perry, 2009; Hsieh et al., 2009). Esta ativacdo pode ser
derivada de sinais agudos ou croénicos como stress, infeccdo, inflamacédo e sinais de
dano neuronal. A variacdo de tais fatores € que ira determinar o papel destas células,

seja durante o estado fisioldgico ou no decorrer de uma patologia (Graeber; Streit, 2010)

1.1.1 Funcéo das Células da Microglia no Desenvolvimento e Reparo do SNC

Fisiologicamente a microglia atua em diversas fases do desenvolvimento cerebral,
principalmente através da fagocitose de células mortas, regulacdo da proliferacdo
celular, diferenciacdo neuronal e angiogénese (Tremblay et al., 2011). E descrito que a
partir da 16-22% semana de gestacdo, ja sdo observadas quimiocinas de mondcitos (MIP-
lo) na camada superior do cortex cerebral humano (Czeh et al., 2011). Ainda mais
interessante € o fato de que nesse periodo as células da microglia jA& possuem
funcionalidade completa, com capacidade de responder e secretar citocinas pro-
inflamatoras, espécies reativas do oxigénio e enzimas proteoliticas, podendo assim atuar
de maneira ativa na estruturacdo do SNC. Colaborando com estas afirmagdes Pang et al
(2010), demonstrou que celulas da microglia de camundongos neonatos ao se tornarem
ativas adquirem a capacidade de modular a sobrevivéncia de oligodendrécitos, seja
através da inducdo de apoptose ou por diminuicdo de seus fatores de crescimento,
auxiliando assim no direcionamento do isolamento axonal.

Durante as primeiras semanas de desenvolvimento pos-natal sdo descritos sinais de
intensa plasticidade, com novas sinapses sendo ativamente formadas e remodeladas.
Nesse periodo os neurdnios fazem muito mais conexdes sinapticas do que seriam
nescessarias para a manutencdo do SNC. A partir de uma atividade de desenvolvimento
denominada poda sinaptica, um grande numero dessas sinapses imaturas Ss&o

permanentemente eliminadas, enquanto que o subconjunto restante sdo mantidas e



reforcadas (Ransohoff; Perry, 2009). Evidéncias indicam a microglia como peca-chave
nesse processo de poda sinaptica. Tal fenémeno é observado em varias regides distintas
do cérebro durante a remodelacdo sinadptica pds-natal, incluindo o cerebelo, tdlamo,
bulbo olfatorio e hipocampo (Tremblay et al., 2010).

Em 2009 Wake et al. demonstrou uma atuacéo direta da microglia sobre a sinapse
neural. Através de analises por microscopia de dois fotons e imunofluorescéncia o autor
revela que as células da microglia mantém contato direto com as regides de pré e pos-
sinapse sugerindo atuacdo direta dessas células com os neurdnios. Mais interessante,
durante uma injaria no SNC promovida por isquemia, 0 tempo de contato entre as
células da microglia e neurénios esta aumentado. Tal fenbmeno pode estar relacionado
com a variacdo de sinais quimio-atrativos / repelentes. Dentre os sinais atrativos sdo
sugeridos o ATP, o glutamato, fatores de crescimento e quimiocinas aos quais as células
da microglia possuem receptores, promoveriam mudancas do estado quiescente para o
de ativacdo dessas ceélulas. Essa mudanca pode influenciar principalmente na
recuperacdo do sistema nervoso apds uma lesdo, como no caso de axotomia, em que
animais deficientes para MHC classe | possuem maior perda axonal (Wake et al.,2009).
J& estudos com animais deficientes de CX3CR1 mostra uma redugdo significativa na
densidade de microglia no periodo pés-natal apresentando defeitos transitorios da
conectividade sinaptica e plasticidade na regido do hipocampo (Paolicelli et al., 2011).

Com o passar do tempo o perfil de citocinas junto as demais propriedades da
microglia se alteraram. De seu perfil regulador passam a adquirir caracteristicas pro-
inflamatdrias, com aumento na expressdo de moléculas de MHC I e 1l, CD11b, CD80 e
CD86, associado a um aumento na sintese de de IL-1pB, IL-6 e TNF-a. Este ultimo tem
demonstrado grande influéncia na homeostase do SNC, ndo sO por ser nescessario para

a ativacdo de fatores neurogénicos (Czeh et al., 2011) como tambem na resposta a



obesidade (Romanatto et al., 2009). Em contrapartida ao aumento de fatores pro-
inflamatdrios € demonstrada a diminuicdo de citocinas imunossupressoras (IL-10) e
fatores de crescimento (Czeh et al., 2011). Tais fendmenos estdo sendo cada vez mais
relacionados com as neuropatologias, seja pelo aumento nas inflamacdes em doencas
como Parkinson e Alzheimer ou na modulagdo da resposta imune encontrada na

esclerose multipla.

1.2 Papel das Células da Microglia na Neuroinflamacdo e

Neurodegeneracao.

Dentre as doencas em que as células da microglia estdo associadas, a Doenca de
Alzheimer (DA) é uma das mais descritas. 1sso porque grande parte da patogenia dessa
doenca esta relacionada com aumento de oligdbmeros do peptideo B-amildide (AP),
substancia esta capturada em grande parte pela microglia (Hémar; Mulle, 2011).
Tornou-se claro que a AP interrompe a fungdo sinaptica glutamatérgica, que por sua vez
pode levar a déficits cognitivos caracteristicos, como sinais de deméncia, entre outros.
Muitos estudos tém tentado determinar os mecanismos pelos quais AP interrompe a
plasticidade sinéptica e mediar seus efeitos prejudiciais, no entanto mais estudos séo

necessarios para melhor elucidar sua acdo (Robinson et al., 2011).

Por volta dos ultimos 20 anos, estudos comecaram a relacionar a resposta imune
inata com a DA. Entre os achados se encontram os efeitos dos anti-inflamatorios nao
esterdides (AINES) os quais auxiliaram na reducdo do inicio ou pico da doenca
(Ransohoff; Perry, 2009). Ainda ndo se sabe o efeito destes anti-inflamatdrios sobre a
resposta das células da microglia, contudo grandes variedades de mediadores

inflamatérios passam a ser sintetizados nessas células apos ativagdo por AB. Além



destes, estudos com animais transgénicos para AP demonstraram que a ativagdo da
microglia por LPS reduz o tamanho das placas de Ap no SNC. Mais interessantes
foram os resultados da imunizag¢do destes animais com a propria AB, a qual resultou
num aumanto na taxa de remocao da placa (Ransohoff; Perry, 2009). A partir de tais
resultados deu-se inicio a vacinagdes em humanos as quais demonstraram que a
producdo de anticorpos se associa a diminuicdo do depoésito da placa Ap. Contudo esta
diminuicdo ndo trouxe vantagens clinicas para estes individuos, tanto na sobrevida
como no atraso dos sintomas de deméncia grave (Holmes et al., 2008). Ainda hoje se
pesquisa alternativas para o controle da patologia, seja atraves da modulacéo da resposta
imune das células da microglia, no favorecimento de sua acéo fagocitica ou inibindo sua

funcdo pré-inflamatdria (Rojanathammanee et al. 2013; Yamanaka et al., 2012).

Outra doenca que tem relagdo com as células da microglia é a AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida ). Isso devido ao fato de que estas representam um
dos principais alvos do HIV-1 no cérebro, desempenhando um papel importante na
patogénese dos disturbios cognitivos associados ao HIV. Ao ser infectada a microglia
passa a produzir e liberar diversos fatores neurodegenerativos, tais como espécies
reativas de oxigénio, metabolitos do triptofano (&cido quinolinico) e neurotransmissores
excitotdxicos entre eles o glutamato. Como mencionado anteriormente o glutamato em
grandes quantidades promove dano neuronal por excitotoxicidade, sendo este um dos
principais causadores do sintoma da deméncia em alguns casos de HIV (Huang et al.,
2011). Para melhor direcionar a importancia deste achado, vale mencionar que no
modelo animal simio em que se utiliza o virus da imunodeficiéncia simia (SIV), a
deméncia é a causa da morte do animal (Gama, 2011). Outro ponto a se levar em

consideracdo € que através das citocinas secretadas pelas microglias, outras células se



tornam ativadas, como é o caso dos astrocitos. Estes promovem um aumento na sintese
de citocinas pré-inflamatorias, além de facilitar a entrada de células do sistema imune
para 0 SNC, aumentando assim os casos de deméncia. Ainda que nao se tenha
esclarecido totalmente o papel que as células da microglia desempenha na infeccéo pelo
HIV, as informacdes obtidas até 0 momento ja servem de base para transpor esses

mecanismos para demais doencas neuroinflamatdrias.

1.3 Esclerose Multipla

Dentre as doencas neurodegenerativas, temos como foco principal dos nossos
estudos a esclerose multipla (EM). A EM consiste em uma doenca auto-imune que
compromete com maior freqiéncia adultos jovens e de meia idade, com maior
incidéncia e paises frios do norte europeu (Oksenberg; Hauser, 2005). A esclerose
maultipla é caracterizada por desmielinizacdo progressiva da substancia branca, com
formacdo das placas caracteristicas, decorrente do infiltrado celular local, como
avaliado por métodos de ressonancia magnética nuclear (RMN). Clinicamente, 0s
sintomas neuroldgicos em pacientes com EM variam de leve a grave e tipicamente
incluem um ou mais dos seguintes sintomas: sintomas sensoriais (formigamento,
dorméncia, disturbios visuais, tontura), sintomas motores (fraqueza, dificuldade para
andar, tremores, problemas intestinais / bexiga , ma coordenacdo e rigidez muscular), e
outros sintomas como sensibilidade ao calor, fadiga, alteragdes emocionais, alteragdes

cognitivas e sintomas sexuais (Bronner et al., 2010).

~

Atualmente sdo identificadas trés formas clinicas distintas de EM:

recorrente/remitente, primaria progressiva e secundaria progressiva. Dentre essas, a



recorrente/remitente € a mais branda caracterizada por surtos de ataques do sistema
imune a bainha de mielina, resultando nos sintomas clinicos da doenca intercalados com
periodos assintomaticos. Ja& a forma primaria progressiva se enquadra como um dos
quadros mais graves, pois desde o primeiro surto ha uma progressao constante da
doenca onde o individuo tende a piorar podendo chegar ao Obito. Entre a recorrente/
remitente e a primaria progressiva se encontra a secundaria progressiva. Esta se
caracterizada por um surto seguido de remissdo; no entanto em determinado momento
na vida desses pacientes a doenca progride, assumindo as caracteristicas da primaria

progressiva (Lima et al., 2008).

A incidéncia da EM véria dependendo da regido, estando mais presente em zonas
temperadas. No Brasil calcula-se que a prevaléncia da doenca seja de 10 casos para cada
100 mil habitantes. J& o norte da Europa, norte dos EUA, sul do Canada, Nova Zelandia
e sul da Austrélia correspondem as &reas de maior risco com prevaléncia maior de 30
casos para 100 mil habitantes (ABEM, 2009). Estudos feitos em diferentes regides do
pais relatam que dentre a populacdo brasileira a maior prevaléncia reside na forma
recorrente/remitente e em mulheres. Além disso, observou-se uma menor relagdo entre
individuos da raca negra, quando comparados aos individuos de raca branca e parda

(Grzesiuk, 2006; Santos et al., 2007; Ferreira et al.,2004).

Tais diferencas estdo associadas as diferentes susceptibilidade que determinados
alelos génicos exercem sobre a EM. Dentre estes 0s mais destacados sdo os genes do
HLA (do inglés: Human Leukocyte Antigen) os quais influenciam diretamente a
atividade dos linfocitos T. Até o momento alguns haplétipos apresentam maior

propensdo ao desenvolvimento da EM, tais como: HLA-DRB5*0101, HLA-
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DRB1*1501, HLA-DQA1*0102 e HLA-DQB1*0602, sendo 0 HLA-DRB1*1501 alelo

de maior risco para o desenvolvimento da EM (Oksenberg; Hauser, 2005).

Todavia, a susceptibilidade a EM ndo reside somente em genes associados ao
HLA, genes que codificam outras moléculas também parecem exercer um paperl
fundamental. Dentre estes podemos citar IL-2, IL-7, IL-12 e TNF-0, moléculas co-
estimuladoras como CD40, CD80 e CD86, e de genes relacionados com a transducgéo
dos sinais intracelulares, como a via de Jak-STAT, repercutindo em defeitos na ativagédo
celular, tanto em células da imunidade inata como na ativacdo, proliferacdo e
diferenciacdo dos linfocitos. Embora a contribui¢do individual de cada gene para o
desenvolvimento da EM seja modesta, a identificacdo de tais genes é critica para o

estudo de novos alvos ou abordagens de intervencao terapéutica (Muller et al., 2012).

Em relacdo as populacGes celulares envolvidas na patogénese da doenca,
macrofagos, células dendriticas, linfécitos T e B, e microglia ja foram descritas como
presentes nos locais de lesdo (Chen et al., 2011; Ireland; Monson, 2011; Olah et al.,
2011). A ativacdo da resposta imune se inicia através da ativacdo de linfocitos T CD4
periféricos a epitopos de mielina. Apds ativacdo e expansao clonal, tais células infiltram
0 SNC e, apbs serem ativadas in situ por células dendriticas residentes (Bailey et al.,
2007) e células da microglia (Ponomarev et al., 2005b), estas passam a secretar uma
série de citocinas pré-inflamatorias que induz ativacdo de astrocitos, células da
microglia e células endoteliais, promovendo o processo inflamatério local. Por outro
lado, sdo os macréfagos e os linfécitos T CD8 (Goverman et al., 2005) que
aparentemente medeiam as lesbes propriamente ditas, através da inducdo da morte de
oligodendrocitos por liberacdo de espécies reativas do oxigénio, e citocinas como o

TNF- o, além de granzimas e perforinas (Muller et al., 2012; Peron et al., 2010). J& os
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linfocitos B sdo as células que mais chamam atencdo durante a EM, pois atuam
diretamente em varias etapas da resposta imune ao sistema nervoso. Dentre suas acoes
podemos citar a apresentacdo de antigenos, liberacdo de citocinas pro-infamatorias
(TNF-a, IL-6, IL-12) e ativacdo do sistema complemento através de auto-anticorpos.
Tais acOes influenciam diretamente a resposta de macréfagos e linfocitos aumentando a
resposta pro-inflamatdria e promovendo um aumento nas lesdes do SNC (Krumbholz et

al., 2012).

Na tentativa de controlar tais eventos foram desenvolvidos diversos tratamentos o0s
quais atuam em diversos pontos da patologia da EM a fim de impedir os surtos clinicos.
Entre os medicamnetos de escolha na clinica temos: Rituximab um anticorpo
monoclonal que depleta linfocitos B CD20" . O LY2127399, é um anticorpo que atua
sobre o BAFF (do inglés: B-cell-activating factor), um importante fator de
sobrevivéncia dos linfécitos B e plasmdcitos, impedindo-o de se ligar ao seu receptor
(BAFF-R) diminuindo assim os numeros destas células no sangue. O FTY720 é um
medicamento que atua na modulacdo do receptor S1P (do inglés: sphingosine-1-
phosphate) impedindo a saida de linfécitos T e B dos 6&rgdos linfoides e
consequentemente reduzindo os niveis de células patogéncias circulantes. Ja 0 Acetato
de Glatiramer (Copaxone®), atua modulando a secrecéo de citocinas pré-inflmatorias, e
induzindo a geracdo de macrofagos M2, células T reguladoras (Weber et al., 2007) e a
secrecdo de IL-10 (Lalive et al., 2011). Existem estudos que afirmam que a Vitamina D
diminui o risco de progresdo da EM por induzir apoptose dos linfocitos B ativos, de
memoria e plasmocitos (Krumbholz et al., 2012). Ainda que diversos medicamentos
estejam sendo utilizados e ainda mais estejam sendo desenvolvidos, ndo € previsto um

tratamento que solucione totalmente a EM. Portanto novos estudos estdo sendo
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desenvolvidos principalmente utilizando anticorpos monoclonais humanizados no

intuito de reduzir a progressao da doenca.

1.4 Encefalomielite Auto-imune Experimental

A grande maioria dos dados levantados nos estudos de EM foram realizados em
modelos experimentais. Utilizando Ags derivados do sistema nervoso central, o modelo
de EAE (do inglés Experimental Autoimmune Encefalomyelitis) apresenta grandes
semelhancas a doenca humana. Este é mais comumente induzido em camundongos, mas
podendo também ser utilizados ratos, cobaias, coelhos, porcos, macacos entre outros.
Linhagens como C57BL/6, SJ/L ou B10.PL séo as mais utilizadas, sendo responsivas a
ao MOG ( do inglés Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein), MBP ( do inglés, Myelin
Basic Protein) e PLP ( do inglés, Proteolipoprotein), respectivamente. Todos
apresentam uma doenca um tanto similar entre si, apesar de suas diferencas cinéticas

(Baxter, 2007).

A inducdo da EAE se da através da inoculacdo de antigenos de mielina
emulsificados em CFA (do inglés, Complete Freund Adjuvant). Tal procedimento leva a
uma intensa ativacdo do sistema imune, producdo de citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas, expansdo de clones encefalitogénicos e o consequente rompimento da
barreira hematoencefalica com inflamagdo do 6rgédo alvo (Friese et al., 2006). Varios
fatores tém tido comprovada importancia no fenémeno de iniciacdo e de transmigragéo
celular durante a EAE. Dentre os mais importantes, talvez as moléculas de adesdo como
as selectinas (E-, P-, e L-Selectinas) e as interacOes de integrinas VLA-4 (do inglés Very

Late Antigen-4) e LFA-1 (do inglés, Lymphocyte Function-associated Antigen-1) sejam
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as mais importantes, uma vez que medeiam, junto com o0s receptores de quimiocinas, a
migracdo de células inflamatorias para o parénquima cerebral (Weiner, 2008). Além
disso, 0 uso de toxina de Bordetella pertussis durante a imunizacdo possui papel
importante na ativacdo de células endoteliais da barreira hematoencefalica através do
TLR-4 (do inglés, Toll-Like Receptor-4) (Racke et al., 2005). O engajamento de
agonistas de TLRs em astrocitos é também capaz de aumentar a producdo de IL-6 e
quimiocinas, aumentando o recrutamento de células com potencial inflamatério para o

local (Farina et al., 2005).

Apo6s a infiltragdo do SNC pelas células T ativadas, uma série de fatores pro-
inflamatérios como IL-1, IL-6, IL-12, IL-17. IL-21, IL-23, TNF-a e IFN-y sdo
produzidos localmente, ocasionando um aumento da permeabilidade vascular e
consequentemente na infiltracdo celular. Devido ao fato de que as células T necessitam
ser re-estimuladas in situ, o papel de células do parénquima cerebral, como astrécitos,
microglia ou células dendriticas (Bailey et al., 2007) apresentando auto-antigenos é de
grande relevancia na ativacdo local dos clones auto-reativos (Macmahon et al., 2007) .
A producdo de quimiocinas como CXCL12 ou CCL2, por astrocitos ou microglia,
também possui papel importante na atracdo de células T encefalitogénicas ou de
macrofagos ativados para o SNC (Screibert et al., 2006). O bloqueio de CCL19 e
CCL21 ou de seu receptor CCR7 é capaz de diminuir o nimero de células T migrantes
associadas as células endoteliais da barreira hemato-encefalica e conseqlientemente a
inflamacdo no SNC (Alt; Engelhardt, 2002). Vale ressaltar também que o CCR6 é de
suma importancia para a infiltragdo no SNC; isso devido ao fato de que células do plexo

coroide expressam CCL20 constitutivamente (Rukiye-Nazan et al., 2008).
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1.4.1 As Sub-populagdes de Células Thl e Thl7 na EAE

Dentre as subpopulacbes de linfocitos T, a que mais recebeu reconhecimento por
seu papel na auto-imunidade foi a resposta Thl. Isso devido a algumas observacgdes,
entre elas a de que transferéncia adotiva de linfocitos Thl possui a capacidade de
induzir EAE passiva e que a sua producdo de citocinas esta altamente relacionada com
as lesdes do SNC estando diminuidas durante o processo de remissao da doenca. Outro
ponto é que animais deficientes de STAT-4 e T-bet (fatores de transcricdo importantes
para a diferenciacdo para Thl) sdo resistentes ao desenvolvimento da EAE e também de
outras doencas auto-imunes como colite (Neurath et al., 2002), uveite (Jones et al.,
1997), artrite (Mins et al., 2004), entre outras. Ainda que tais resultados demonstrem um
papel ativo dessa populacéo, outros sinais indicam que tal resposta ndo € exclusiva desta
populacdo celular. Por exemplo, animais deficientes para IFN-y apresentam niveis de
doenca tdo graves quanto animais selvagens, demonstrado tanto no modelo de EAE
(Chu et al., 2000) como de EAU (Jones et al., 1997). Mais interessante é ressaltar que,
jaem 2003 se demonstrava o papel da IL-23 na EAE, uma citocina pertencente a familia
da IL-12 que compartilha a cadeia peptidica p40 da mesma, mas que ndo pertence a
resposta Thl. Testes com animais deficientes para a cadeia p19 (fracdo exclusiva da IL-
23) demonstraram uma maior resisténcia ao desenvolvimento da EAE. Além disso,
animais deficientes para a cadeia p35, que pertence somente a IL-12 apresentaram uma
EAE similar aos grupos controle (Cua et al., 2003). Tais dados levaram a hipdtese de
que a IL-23 estivesse envolvida com um novo subtipo de linfocito T patogénico e que
este fosse o principal responsavel pelo desenvolvimento da EAE. Por volta de 2006 tal
hipdtese foi comprovada através da descoberta de uma populagéo de células T capazes

de secretar grandes quantidades de IL-17 dependente de TGF-B mais IL-6, e mantidas
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pela acdo da IL-23. Tal populacdo ficou conhecida por Th17 (Veldhoen et al., 2006;

Volpe et al., 2008).

Sendo os fatores de transcricdo STAT-1 e T-bet importantes na geracao de células
Thl, e STAT-6 e GATA-3 na geracdo das Th2, ficou demonstrado que o
comprometimento de células ThO para Thl7 fica a custa do receptor 6rfdo de &cido
retindico RORyt (lvanov et al., 2006). Vale ressaltar o quéo interessante foi este dado,
uma vez que tal fator era anteriormente descrito como sendo encontrado somente no
timo e nos intestinos, em regides chamadas LTi (Lymphoyd Tissue-inducer), ou seja,
indutoras de tecido linféide (lvanov; Littman, 2006). Através de camundongos
transgénicos para TGF-, Bettelli et al. (2006) demonstrou in vitro que células T naive
se diferenciam reciprocamente em Tregs ou Th1l7 dependendo da presenca ou ndo de
IL-6. Mais tarde mostrou-se que outros fatores, dentre eles a IL-1 em humanos (Acosta-
Rodriguez et al., 2007) e a IL-21 em camundongos (Korn et al., 2007) também podem
ser responsaveis para a geracdo e expansdao dessa patogénica. Demonstrou-se por
exemplo que a IL-6 in vivo, induz secrecdo de IL-21 e 23 as quais induzem a sintese de
seus receptores 0 que culmina na expressdo de STAT-3 e RORyt e entdo na secrecao de
IL-17 (Zhou et al., 2007). Ao serem geradas na periferia na dependéncia de IL-6 e
TGF-B, tais células sdo facilmente encontradas apds a inducdo ndo s6 de EAE, mas
também de outros modelos de auto-imunidade como a artrite reumatoide e psoriase
(Dardalhon et al., 2008). Sua acao pro-inflamatoria consiste principalmente na producao
de altas quantidades de IL-17, IL-21 e IL-22, bem como induzir a sintese de uma ampla
variedade de moléculas pro-inflamatérias como IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF, CXCL,
CXCL10 e metaloproteinases por células residentes do SNC, como revisto (Dardalhon

et al., 2008).
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Porém, durante a EAE sdo encontradas ambas as populacdes de linfécitos T
encefalitogénicos, (Th1/Thl7) os quais podem atuar de maneiras distintas no
desenvolver da patologia. Domingues et al. (2010) através da inducdo de EAE passiva
demonstrou certas diferencas dependendo do subtipo de linfécito T transferido. Dentre
essas diferencas, animais que receberam apenas células Th17 apresentaram ataxia com
andar desequilibrado e alguns camundongos apresentaram uma defeitos axiais graves,
enquanto que os animais imunizados com células Thl desenvolveram uma EAE
convencional. Mais recentemente foi demonstrado porém ha uma certa plasticidade
nessas populacdes, ou seja, animais recipientes de células Th1l7 apresentaram células
Thl, sendo a distincdo da populacdo celular transferida feita através do marcado
Thyl.1. De fato, hoje se acredita que tais popula¢6es transitam entre um fenotipo Thl e
Th17, dependendo do microambiente no qual as células se encontram, como revisto
(Stockinger; Veldhoen, 2007). Por fim, compreendemos que ambas as populacdes tem
papel ativo na patologia de doengas auto-imunes, e principalmente na EM, no entanto
vale ressaltar que sua acdo se baseard ndo apenas da interacdo destas com as células
imunes infiltrantes do SNC como também do seu relacionamento com as células

residentes do SNC.

Como mencionado anteriormente, as células da microglia participam ativamente na
EAE, principalmente na apresentacdo de antigenos para linfocitos T CD4 e CD8. De
fato foi demonstrado que sua ativacdo e proliferacdo se inicia no periodo pré-clinico
com mudancas nas suas moléculas ativadoras (CD80, CD86, MHC-11 e CD45). Com o
desenvolvimento da EAE estas células migram para os locais de lesdo atuando em

conjunto com as células mononucleares infiltrantes (Ponomarev et al., 2005).
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Ao entrar em contato com as células infiltrantes, as células da microglia passam a
sofrer o efeito de citocinas pro-inflamatorias como a IL-17, 0 TNF-a e o IFN-y, os quais
promovem a ativacdo de uma série de fatores de transcri¢do, aumentando a expressao de
moléculas do MHC, moléculas co-estimuladoras, citocinas como IL-1, IL-6, IL-12, IL-
23, oxido nitrico, e neurotransmissores como o glutamato. Demais estimulos podem
promover acles diversas nas células da microglia; o estimulo por IL-4 e I1L-13 diferente
dos anteriores ndo estimula a producdo de Oxido nitrico, mas sim um aumento das
moléculas de MHC de classe Il favorecendo o papel de apresentadora de antigeno
dessas células (Ponomarev et al., 2005a). Assim como as células endoteliais e
fibroblastos, as células da microglia também sdo capazes de responder ao estimulo da
IL-17, como mencionado acima. Dentre as respostas desencadeadas pela IL-17
observamos aumento na transcri¢do dos genes de IL-6, MIP-2, ICAM-1 e VCAM, além
do aumento da producdo de fatores neutrofilicos, como NGF, BDNF e GDNF. Todos
somados, esses fatores promovem e mantém o processo inflamatorio durante a EAE

(Kawanokuchi et al., 2008).

Mesmo que o papel pro-inflamatério das células da microglia esteja cada vez mais
elucidado, novos estudos tém demonstrado suas fungées reguladoras (Kwidzinski et al.,
2005). Dentre estas, uma que merece destaque é a capacidade dessas células
expressarem a enzima catalitica indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), com capacidade
imunoreguladora importante, tanto que € um potente mecanismo de evasdo utilizado por

células tumorais (Curti et al., 2007).
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1.5 Indoleamina-2,3-dioxigenase

A enzima Indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) € uma heme-proteina monomérica,
localizada no brago curto do cromossomo 8 p12-p11. A IDO tem por funcdo catalisar a
oxidagdo do triptofano a N-formil-quinurenina (NFK). Dentre as células que a
expressam IDO podemos citar os monocitos, células dendriticas, macrofagos,
eosindfilos, células epiteliais, fibroblastos, células da microglia, entre outros (Okada,
2010). A catabolizagdo do triptofano a NFK tem como produto final o NAD" (do inglés
Nicotinamide Adenine Dinucleotide), um co-fator essencial em muitas reagdes celulares,
que vao desde reparo do DNA a sintese de ATP. Vale mencionar que a deplecdo de
NAD" pode ser fatal para as células, particularmente as que estio sob estresse
fisiologico (Moffett; Namboodiri, 2003). Além das a¢des metabolicas, a IDO tem sido
descrita como potente agente imunossupressor. Essa concepcao provem da necessidade
que células com intensa atividade de sintese protéica tém de aminoacidos como
substrato. Com isso, a deplecdo do triptofano pela IDO dificulta a capacidade
proliferativa de células T. De fato Fallarino et al. (2006), demonstrou por ensaios tanto
in vitro como in vivo este efeito supressor, além de auxiliar na diferenciacdo de células
T naive em linfdcitos T reguladores. A despeito de que ja tenha sido demonstrado que a
auséncia de triptofano ativa uma via de sinalizacdo dependente de GCN2K (Munn et al.,
2005), ndo podemos negligenciar a presenca das quinureninas, as quais sao ligantes de
uma serie de diferentes receptores, como Ahr (Opitz et al., 2011), receptor a7 nicotinico
e 0 receptor ionotropico de glutamato NDMAR, como revisto (Stone et al., 2013).
Sendo assim, parece razoavel inferirmos que a atividade catalitica da IDO repercute em
fendmenos que sdo dependentes tanto da deplecdo de triptofano como da presenga das

quinureninas, evidenciado a complexidade deste sistema. A agéo supressora da IDO tem
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sido descrita em diversos processos bioldgicos, entre eles na relacdo materno-fetal
(Mellor et al., 2001), e também em diversas desordens do SNC, incluindo deméncia
relacionada a AIDS e malaria cerebral (Bal et al.,, 2009). Os demais metabolitos
provenientes da via das quinureninas, como 0 4&cido antranilico, pode inibir a
proliferacdo de celulas T in vitro e, quando administrado sistemicamente prolongam
significativamente a sobrevida de enxerto alogénico de pele in vivo (Brandacher et al.,
2008). Corroborando tal estudo, Platten et al. (2005) demonstraram que camundongos
com EAE tratados com acido antranilico, tem pontuacdes mais brandas da doenca
guando comparados aos controles. Os mecanismos envolvidos sdo downregulation de
moléculas co-estimulatérias com reducdo da proliferacdo das células T. Além deste,
Baban et al. (2009) mostraram que células dendriticas plasmocitdides ativadas por
ligantes de TLR-9 passam a expressar a IDO e esta é fundamental no controle da

diferenciacéo de células T em células Treg ou Th17.

Ainda que sua acdo supressora se mostre efetiva na modulacgéo dos linfécitos T, 0s
efeitos de seus subprodutos no SNC podem acarretar em excitoxicidade, promovendo o
desenvolvimento de doencas neurais como Alzheimer, convulsdes e deméncia
(Anderson; Rodriguez, 2011). Tais aces citotdxicas sao provenientes principalmente de
dois metabdlitos da via da quinureninas: O &cido quinolinico (QUIN) que atua como um
agonista dos receptores NMDA de glutamato e o acido 3-hidroxianthranilico (3-HAA),
o qual em situagdes néo fisiologicas pode sofrer auto-oxidacao e gerar especies reativas
de oxigénio e induzir morte neuronal. Outro ponto a salientar € a necessidade do
triptofano para o desenvolvimento da serotonina, e que a falta deste aminoacido

essencial pode gerar falhas na sinalizagdo desse neurotransmissor facilitando o
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desenvolvimento de casos de depressdo (Kwidzinski; Bechmann 2007; Dantzer et al.,

2008).

Levando-se em consideracdo esses dados, fica clara a necessidade de uma melhor
compreensdo dos fendbmenos que envolvem a atividade da IDO, principalmente sua
repercussao dentro do sistema nervoso central. Neste contexto, tivemos como objetivo
avaliar o papel imunomodulador da IDO expressa por células da microglia durante a

neuroinflamacédo do SNC.
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2 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

No presente projeto visamos estudar a capacidade moduladora das células da
microglia sobre a resposta dos linfécitos T através da expressdo de indoleamina-2,3-

dioxigenase.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a expressdo das citocinas IL-6, IL-10, I1L-23, IL-27, TGF-B por células

de microglia ativadas in vitro com LPS ou IFN-y.

2. Avaliar a expressao de IDO em células de microglia ativadas in vitro com LPS
ou IFN-y.
3. Avaliar a capacidade funcional da IDO através da supressdo da proliferacdo de

células T CD4" especificas para MOGas.ss
4. Avaliar in vivo a expressao e capacidade funcional da IDO através da supressao

de proliferagio de células T CD4" especificas para MOGz3s.s5 em animais com EAE.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas C57BL/6 de 6-8 semanas
provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (ICB — USP), mantidos em microisoladores contendo 5 animais em cada. Os
animais receberam agua e racdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
sob as diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

Os camundongos transgénicos 2D2 possuem TCR especifico para MOGgs.s5 €
foram doados pelo Professor Doutor Alexandre Salgado Basso do Departamento de
Microbiologia, Parasitologia e Imunologia da Universidade Federal de Sao Paulo

(Unifesp).

3.2 Inducéo de EAE ativa e Tratamento com Pellet de 1-MT

v Inducdo da EAE ativa

Camundongos fémeas C57BL/6 receberam inje¢do subcutinea de 150 pg de
MOGs3s.s5 (mielina de oligodendrécito de sequéncia MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK,
sintetizado pelo Dr. Teplow da Facility Biopolymer do Centro de Doengas
Neuroldgicas, Boston, MA ou por Proteimax Biotecnologia - Sdo Paulo - SP - Brasil.) e
emulsificado em CFA (do inglés Complete Freund Adjuvant) (v/v), contendo 500 pg de
BCG (Bacillus Calmette-Guérin). Apds a injecdo com MOGsss5, 05 camundongos
receberam duas doses de 200 ng da toxina Bordetella pertussis por via intraperitoneal,

nos periodos de 0 e 48 h apds a imunizacdo. Todos os animais foram acompanhados
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diariamente por 20 dias e o grau de doenca dado como a seguir: 0 - Nenhuma doenca, 1
- Cauda flacida, 2 -Dificuldade de locomocéo, - 2,5 - Patas traseiras parcialmente
paralisadas, 3 - Patas traseiras completamente paralisadas, 4 - Paralisia completa das
patas traseiras junto a paralisia parcial das patas dianteiras, 5 - Paralisia completa ou

morte.

v Tratamento com Pellet de 1-MT
Foi realizada a insercdo dos pellets contendo 1-metil triptofano (1-MT) com
liberacdo de 10 mg/dia nos camundongos 24 horas antes do protocolo de imunizacéo
acima referido. Para a realizacdo da insercdo os camundongos foram devidamente
anestesiados e através de uma pequena seccdo realizada ao lado do pescoco do animal,
conforme especificado pelo fabricante, o pellet foi gentilmente implantado e o corte
suturado. Os animais foram observados diariamente por 21 dias no experimento de

imunizacao ativa e sete dias apds transferéncia passiva.

3.3 Culturas celular da linhagem de microglia C8-B4

Células da microglia da linhagem C8-B4 foram obtidas da ATCC®
(http://www.atcc.org/Products/All/CRL-2540.aspx) e mantidas em meio DMEM com
10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina a 50 pg/ml. Para a realizagdo dos
experimentos as celulas foram plaqueadas em placa de 6 po¢os com fundo chato, tendo
a concentracdo de 250.000 células por poco. Apds 3 dias de cultivo, as células foram
lavadas com meio DMEM sem SFB e estimuladas com 1 pg/ml de LPS ou 100 UI/ml
ou 100 ng/ml de rmIFN-y diluidos em meio completo (DMEM com 10% SFB,
gentamicina 50 pg/ml). Apdés 12 horas de incubacdo as células foram novamente

lavadas com meio DMEM sem SFB e usadas como desejado.
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3.4 Cultura primaria de microglia

As culturas primarias de microglia foram obtidas como descrito por Ponomarev et
al. (2005a). Apds sacrificio de camundongos machos C57BL/6 de 6-8 semanas em
camara de CO,, o Sistema Nervoso Central e a medula espinhal foram dissecados,
dissociados, colocados em placas de Petry contendo uma solucdo de 2,5 mg/ml de
colagenase D (Roche®) (10 mg de colagenase D em 4 ml de DMEM) e mantidos por 45
minutos em estufa de CO, a 37°C. Ap6s a incubagcdo, as amostras foram processadas em
cell strainers e transferidas para tubos falcon de 15 ml. Os tubos foram entdo
centrifugados a 450 g por 5 minutos a 4°C, e o pellet formado foi ressuspendido em 6
ml de Percoll (Sigma®) a 37%, esta suspensdo foi lentamente vertida em novos falcons
de 15 ml contendo Percol 70% seguindo-se de centrifugacdo a 950 g por 20 minutos a
4°C com o freio desativado. Ao fim da centrifugacéo a fase superior composta por uma
grande concentracdo de mielina foi coletada por suc¢édo e desprezada e o anel, formado
por células mononucleares na interseccdo das solucdes de Percol 37% e Percol 70%, foi
coletado e transferido a falcons de 15 ml contendo DMEM gelado. As células foram
centrifugadas a 450 g por 5 minutos a 4°C e o pellet foi ressuspendido em 5 ml de meio
DMEM. Em seguida as céelulas foram contadas e adicionadas em placas de 96 wells
fundo plano (20.000 células por well) ou de 24 wells fundo plano (100.000 células por
well) sendo mantidas em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino (SFB),
gentamicina 50 pg/ml e M-CSF (Biolegend) 10 ng/ml. Para uma melhor visualizacéo,
vide Figura 1. As células foram cultivadas por 15 a 20 dias, e 0 meio foi trocado a cada
4 ou 5 dias. Ao final do cultivo as células foram lavadas com meio DMEM sem SFB e
estimuladas com 1 pg/ml de LPS ou 100 Ul/ml ou 100 ng de rmIFN-y diluidos em meio

completo (DMEM com 10% SFB, gentamicina 50 pg/ml e M-CSF (Biolegend) a 10
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ng/ml). Apo6s 12 horas de incubacdo as células foram novamente lavadas com meio

DMEM sem SFB e usadas como desejado.

Figura 1:

Colagenase 2,5 mg/mlL
45" 37eC Eswufa CO,

‘-P Cerebro .
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e N Sk Macerado

Y
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Figural. Procedimento para obtencdo de células mononucleares do SNC. SNC de Camundongos
C57BL/6 foram extraidos e masserados em colagenase D 2,5 mg/ml e mantidos por 45 minutos em estufa
de CO, a 37°C. Ap6s a incubacéo as amostras foram processadas e centrifugados a 450 g por 5 minutos a
4°C, e o pellet formado foi ressuspendido em 6 ml de Percoll (Sigma®) a 37%, esta suspensdo foi
lentamente vertida em Percol 70% seguindo-se de centrifugacdo a 950 g por 20 minutos a 4°C com o freio
desativado. O anel de células mononucleares adicionadas em placas de 96 wells fundo plano (20.000
células por well) ou de 24 wells fundo plano (100.000 células por well) sendo mantidas em meio DMEM
com 10% de soro fetal bovino (SFB), gentamicina 50 pg/ml e M-CSF (Biolegend) 10 ng/ml.

3.5 Ensaio de proliferagdo in vitro e in vivo de linfécitos CD4"

especificos para MOGgs.ss.

Os camundongos 2D2 foram anestesiados, sacrificados e seus linfonodos
(inguinal superficial, sub-axilar, peri-aértico e sub-mandibular) foram dissecados, e o
total de células CD4" foi isolada por método de beads magnéticos L3T4 (Miltenyi

Biotech).
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v'Resposta proliferativa in vitro

» Co-cultivo com células de linhagem C8-B4
Ap0s o isolamento, as células CD4" foram co-cultivados com células da microglia
de linhagem C8-B4 estimuladas com 100 pug/ml de MOGgs.s5 € 100 mM de 1-MT por 4
dias. Nas Gltimas 12 horas, foram adicionados as culturas 1uCi por well de timidina-H>.
A proliferagdo celular foi avaliada através da emissdo de radiagdo P no aparelho

Beckman LS 100C.

» Co-cultivo com cultura priméaria de microglia.
As células CD4" dos animais 2D2 foram isoladas e marcadas com CFSE. Estas
foram co-cultivados com células da microglia pulsadas com100 pg/ml de MOGg3s.55 nNa
presenca de 100 mM de 1-MT por 4 dias. Estas células foram coletadas e submetidas a

analise por citometria de fluxo de CD4 e CFSE.

v'Resposta proliferativa in vivo — Modelo de EAE Passiva

Esplendcitos totais de camundongos 2D2 foram isolados, plagueados e estimulados
com 100 pg/ml de MOGss.s5, na presenca de 1 pg/ml de LPS, acrescido de 20 ng/ml de
rmIL-6. Apds sete dias, as células T CD4" foram isoladas por beads magnéticos
conforme protocolo do fabricante e marcadas com CFSE. Um milhdo destas células
foram entdo injetadas por via intravenosa em camundongos fémeas C57BL/6,
previamente tratadas com 1-MT conforme protocolo descrito, a qual desenvolvem EAE
passiva. No 7° dia pds-transferéncia, as células mononucleares infiltrantes no Sistema

Nervoso Central foram extraidas e submetidas a analise por citometria de fluxo.
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3.6 Imunofluorescéncia

v" Sistema Nervoso Central

Para esta técnica foram utilizados os animais imunizados para MOGgss.s5. No 10°
dias pos-imunizacdo, inicio da doenca, os camundongos foram anestesiados e
perfundidos com PBS, tendo o Sistema Nervos Central dissecado. O tecido coletado foi
colocado em solucdo de 4% de sacarose por 24 horas e posteriormente em solugédo de
sacarose 20%. As amostras foram entdo submetidas ao protocolo de congelamento e
levadas ao criostato. Os cortes foram fixados em lamina com metanol por 5 minutos e
posteriormente foi realizada a permeabilizacdo com Triton X 100 a 0,5% por 10
minutos. Os sitios inespecificos foram blogueados com soro de coelho durante 1 hora a
temperatura ambiente. Foram realizadas duas lavagens e as laminas foram entdo
incubadas com anticorpo policlonal de cabra anti-camundongo anti-IDO (Santa Cruz®)
por uma hora a temperatura ambiente em camara Umida. Os anticorpos anti-IDO
especificos foram marcados com FITC através do kit de marcacdo de proteina da
Pierce®. As laminas foram lavadas e incubadas com DAPI para a visualizacio nuclear.
As analises e aquisi¢des de imagem foram realizadas em microscépio de fluorescéncia

(Nikon®).

v Imunofluorescéncia de culturas
Para esta técnica foram realizadas cultura de células de linhagem (C8-B4) e cultura
primaria em laminas especialmente desenhadas para este propdsito. Apés o cultivo (4
dias para cultura de C8-B4 e 14 dias para cultura primaria) as células foram incubadas
overnight com 1 pg/ml de LPS ou 100 ng/ml de rmIFN-y, sendo a cultura primaria

incubada apenas com o LPS. Apos o periodo de incubacdo as Iaminas foram lavadas 3
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vezes com PBS e posteriormente fixadas com metanol 100% por 20 minutos a
temperatura ambiente, seguida de nova lavagem com PBS. A seguir as Iminas foram
incubadas com uma solucgéo de glicina 40 mM em PBS por 5 minutos, a qual se seguiu
nova lavagem. Os sitios inespecificos foram bloqueados com solucdo de bloqueio
(Triton 0,05%, BAS 1% em PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds
lavagens, as laminas foram entdo incubadas com anticorpo primario em diluicdo
especifica (70 pl por pogco em chamberslide de 8 pogos; marcagdo para microglia —
lectina de tomate marcada com FITC (1:1.000); marcacdo para IDO — anticorpo anti-
IDO (1:50) overnight a 4°C em camera escura. As laminas foram lavadas por 5 vezes e
incubadas por duas horas em temperatura ambiente em camera escura com anticorpo
secundario especifico (70ul por pogo; IDO — alexa fltor 594) diluidos em solucéo de
PBS e Triton 0,05%. Posteriormente as laminas foram novamente lavadas por 5 vezes e
as divisoérias foram retiradas, tomando cuidado para que ndo sobre silicone, evitando
assim a formacdo de bolhas. Foram acrescentado 4 gotas de 8 ul entre os pocos de
Vectashield acrescido de DAPI para a visualizagdo nuclear. As laminas foram entéo
seladas com laminula evitando a formacdo de bolhas e guardadas a 4°C em camara
escura por 24 horas antes da obtencdo das imagens. As analises e aquisi¢cdes de imagem

foram em microscopio de fluorescéncia (Nikon®).

3.7 Real Time PCR

v’ Extracdo do RNA
Todo o material utilizado devera estar RNAse free. A homogeneizacdo das células
foi feita em TRIzol® (Invitrogen). Adicionou-se 1 mL do reagente para a

homogeinizagdo e aguardou-se 5 minutos em temperatura ambiente. A seguir 200 pL,
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de cloroférmio foram adicionados para separacdo das fases, agitou-se manualmente e
aguardou-se de 2 a 3 minutos. Os eppendorffes foram centrifugados a 12.000 rcf por 15
minutos a temperatura de 4°C, apds este procedimento obteve-se a separacdo do RNA,
DNA e das proteinas. O RNA foi entdo separado em novo eppendorf a qual foi
adicionado 500 pL de isopropanol, o conteudo foi vortexado e deixado em repouso a
temperatura ambiente de 45 minutos a 1 hora. Procedeu-se nova centrifugacdo por 15
min em 12.000 rcf a 4°C e o sobrenadante foi descartado evitando contato com o
precipitado de RNA. Adicionou-se 1ml de etanol 75% e centrifugou-se a 7.500 rcf por 5
min a 4°C, removeu-se 0 sobrenadante e o precipitando foi seco em bancada, por
aproximadamente 5 minutos. Apos a secagem 0 RNA foi ressuspendido em 25 pL de
agua ultra pura (RNAse/DNAse free). A quantificacdo do RNA foi feita em NanoDrop

1000 (Thermo Scientific).

v" Preparacdo do cDNA

Utilizou-se uma concentracdo de 1ug/uL de RNA, diluido em 13 pL de solucédo
aquosa RNAse/DNAse free, adicionou-se 1 puL de Oligo dT e 1 pL de dNTPmix
(10mM de dATP, dTTP, dCTP, dGTP), misturou-se utilizando a pipeta. Esta mistura foi
levada ao termociclador por 5 minutos a 65°C, sendo a reacéo seguida por incubagdo em
gelo por 1 minuto. O préximo passo consistiu na adicdo de 4 pL de 5x first-strand
Buffer, 1 uL de DTT 0,1 M e 1 pL de Super Script 11l RT 200 U/uL. A solucéo foi
novamente homogeneizada com a pipeta, e levada ao termociclador por 60 min a 50°C
no primeiro ciclo, 15 minutos a 70°C no segundo ciclo e posteriormente 5 minutos a

4°C. O cDNA foi armazenado a -20°C até realizacdo das analises.
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v" PCR em tempo Real
O cDNA preparado foi diluido em uma proporcdo de 1:5, sendo entdo utilizados 5
pL da solucdo para cada andlise. Foi preparado um meio reacional contendo 1 pL de
20x Tagman Gene Expression Assay, 10 pL de 2x Tagman Gene Expression Assay
Master Mix e 4 pL de agua ultra pura (RNAse/DNAse free), este meio foi pipetado nos
tubos Strip®, e em seguida foi adicionado a solucdo de cDNA. A partir deste momento
a reacdo foi levada ao termociclador Applied Biosystems 7900HT Real-Time PCR

System®.

Os primers analisados séo:

Primer Locus
IL-1B NM_008361
TNF-a NM_013693. 2

IL-6 NM_031168. 1
TLR2 NM_011905. 3
TLR4 NM_021297. 2
IL-18 NM_008360. 1

11-23 NM_031252. 2
IL-10 NM_010548. 2

TGF-B NM_011577.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_008360.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031252.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_011577.1
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IL-27 NM_145636. 1
SOCS3 NM_007707. 3
B-actina NM_007393. 3

3.8 Citometria de fluxo

v Avaliacdo da expressdo de moléculas de superficie

Foram plaqueadas 1.10° células e posteriormente ressuspendidas em 80ul de Fc
block para impedir a ligacdo inespecifica dos anticorpos, sendo a incubacédo realizada
por 20 minutos a 4°C. Logo apds este processo as células foram centrifugadas a 4509
4°C por 5 minutos e ressuspendidas com os anticorpos especificos anti-CD4, anti-
CD11b, anti-CD40, anti-CD45, anti-CD80 e anti-CD86 (todos da marca Ebioscience®)
conjugados com os fluorocromos (Alexa Fluor 488, FITC, PE, Pacifc Blue, PERCP ou
APC). As células foram entdo incubadas pelo periodo de 20 minutos a 4°C,
posteriormente foram lavadas duas vezes com 200 pl de PBS e centrifugadas a 450g

4°C por 5 minutos.

v Avaliacdo da expressao de marcadores intracelular
As amostras foram ressuspendidas em 100ul de Fixperm® e incubadas por 20
minutos a 4°C sendo em seguida lavadas com 100ul de Permwash® e centrifugadas a
4509 a 4°C por 5 minutos. Apds este processo as células foram entdo incubadas com o

coquetel de anticorpos desejados. As células foram posteriormente lavadas,



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_145636.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_007707.3
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centrifugadas a 450g 4°C por 5 minutos e ressuspendidas em 200ul de paraformoldeido
1%.

Além destas analises houve a marcacéo das células CD4" por CFSE. A aquisicdo e
andlise das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo FACScalibur ou FacsCanto

(Becton & Dickinson, Mountain View, CA).

3.9 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada em 3 partes:

v Curva de doenca para EAE — ANOVA de duas vias seguido do pos teste de
Bonferroni.

v Real-time PCR — Teste t Studant paramétrico.

v" Outros ensaios — ANOVA de uma via.

Todas as analises foram feitas utilizando-se o software Graphpad Prism 5, e foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

3.10 Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Medicina CEUA de
nimero 164/11. O mesmo encontra-se aprovado no comité de ética do Instituto de
ciéncias Biomédicas ICB-USP/CEUA sob o protocélo registrado pelo numero 026 nas

fls 100 do livro 2..
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4.0 RESULTADOS

4.1 Linhagem de Células da Microglia C8-B4

Um dos objetivos principais de nosso trabalho é avaliar se as células da microglia
possuem mecanismos para suprimir a resposta imune in vivo. Para tanto, iniciamos
nosso trabalho com a caracterizacdo de uma linhagem de microglia provenientes da
ATCC e extraidas do cerebelo de camundongos neonatos C57BI/6 conhecida por C8-
B4. As células eram mantidas em meio DMEM 10% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos. O meio era trocado a cada 3-4 dias devido a grande capacidade
proliferativa desse clone. Fico definido o periodo de 3 dias de cultivo antes da

realizacdo dos experimentos (Figura 2).

Figura 2:

Figura 2. Fotos das culturas da linhagem de microglia C8-B4 ao 3° dia de cultura. As células foram
mantidas em meio DMEM com gentamicina a 50 ug/ml, 10% soro fetal bovino e repicadas a cada trés
dias em garrafas de 75 cm?.

Para avaliarmos o papel funcional da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase nas

celulas da microglia, estimulamos as mesmas com LPS ou rmIFN-y, como descrito nos
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materiais e metodos e posteriormente avaliamos a expressdo de moléculas co-
estimuladoras através de citometria de fluxo (Figura 3). Nossos resultados demonstram
gue mesmo apos ativacdo ndo ha diferenca na porcentagem de células positivas para 0s
marcadores avaliados. Todavia observamos um aumento expressivo na media da
intensidade de fluorescéncia (MFI) das moléculas CD86, CD45 e CD40 apds o
estimulo por LPS. J& o estimulo com rmIFN-y promoveu 0 aumento apenas da

expressdo de CD86 e CD45 (Figura 3C).
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Figura 3. Viabilidade das culturas de células da microglia C8-B4. A) Avaliagdo da viabilidade
celular das C8-B4 estimuladas ou ndo com 1 pug/mL de LPS ou 100ng/mL de rmIFN-y por 24 horas.
B) Estado de ativagdo das células da microglia avaliado através da expressdo das moléculas co-
estimuladoras CD80, CD86 e CD45. C) Tabela com os valores da média de intensidade de

fluorescéncia (MFI) das moléculas co-estimuladoras avaliadas

4.1.1 Expresséao de Citocinas e TLRs

Continuando com nossas analises, para uma melhor caracterizacdo do perfil pré-

inflamatorio das células da microglia, utilizamos primers para TLR-4, TLR-2, IL-1B,

IL-6, IL-18, IL-23 e TNF-a, fatores importantes na resposta imune no SNC. Como pode

ser observado na figura 4, o estimulo com LPS aumentou significativamente a

transcricdo de IL-1 B e TNF-a junto a tendéncia de aumento para IL-6, IL-23 e TLR-2.

Por outro lado a ativagdo com rmIFN-y ndo alterou a expressédo dos fatores avaliados.
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Figura 4:
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Figura 4. Avaliacdo da expressdo de moléculas pré-inflamatérias ap6s estimulacdo com LPS e rmIFN-y.
Apos 3 dias de cultura as células foram incubadas por 24 horas com 1 pug/mL de LPS ou 100 ng/mL de
rmIFN-y. Apds a incubagdo as células foram coletadas e mMRNA extraido para anélise.

Para caracterizarmos o perfil anti-inflamatério, avaliamos a expressao de TGF-j,
IL-10, IL-27 e SOCS-3 (do inglés, Suppressor of Cytokine Signalling). Nossos
resultados demonstraram que a ativacdo por LPS leva a um aumento exclusivo de I1L-27
e uma reducdo de SOCS-3 e IL-10. Em contrapartida, a estimulacédo por IFN-y induziu

unicamente a diminuicdo da expressao de SOCS-3 (Figura 5).
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Figura 5. Expressdo de fatores anti-inflamatorias apds estimulagdo com LPS e rmIFN-y. Ap6s 3 dias da
cultura as células foram incubadas por 24 horas com 1 ug/mL de LPS ou 100 ng/mL de rmIFN-y. Apés a
incubacdo as células foram coletadas e mMRNA extraido para andlise.

4.1.2 Avaliacdo da enzima indoleamina 2,3-dioxigenase - IDO

Ha alguns anos foi demonstrado que a ativacdo da enzima IDO em células
dendriticas era capaz de exercer capacidade supressora sobre os linfocitos T (Andrew L.
Mellor AN et al., 2003). Sendo assim, resolvemos avaliar se tal fendbmeno se repete para
células da microglia dentro do sistema nervoso central. Para tanto avaliamos a
expressao de IDO por imunofluorescéncia em culturas de células C8-B4 estimuladas ou
ndo por LPS (6B) ou rmIFN-y (6C). Como pode ser observada na figura 6, a expresséo
de IDO ndo se altera na presenca dos estimulos utilizados. A partir de entdo resolvemos
avaliar se a expressdao de IDO é funcional e assim suprimir a proliferacdo de linfocitos
T. Para tanto realizamos uma co-cultura de células T CD4 de camundongos 2D2 (TCR
especifico para MOG3s.55) com células da microglia pré-estimuladas com rmIFN-y e
pulsadas com o antigeno MOGg3s.55 na presenca ou nado de 1- metil triptofano (1-MT), o
inibidor da IDO (Figura 6). Nossos resultados demonstram uma maior resposta
proliferativa das células T na presenga do inibidor quando comparado as culturas

controle.
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Figura 6:
A) MEIO
B) LPS
C) IFN-y

MERGE

Figura 6: IDO ¢ expressa pela linhagem C8-B4 in vitro. As células da microglia C8-B4 foram
estimuladas (B) ou ndo (A) com 1pg/ml de LPS ou 100 ng/ml de rmIFN-y (C) durante 12 horas.
Posteriormente as células foram lavadas e submetidas ao protocolo de marcacdo por imunofluorescéncia
para: Lectina de tomate — FITC, anti-IDO Alexa Fluor 594 e DAPI (Azul).



40

Figura 7:
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Figura 7: Ensaio de linfoproliferacdo. As células da microglia foram previamente estimuladas com 100
Ul/mL de rmIFN-y e pulsadas com MOG 35-55. As celulas foram entéo e co-cultivadas com células T
CD4" 2D2 especificas para MOGsss5, durante 4 dias na presenca ou auséncia de 1-MT . A resposta
proliferativa foi avaliada pela incorporagdo de timidina —H>. One-way ANOVA. p<0.05.

4.2 Cultura Primaria das Células da Microglia

Até entdo realizamos nossos experimentos avaliando o perfil de ativacdo e também
a expressao e funcionalidade da IDO em células de uma linhagem de microglia, C8-B4.
A partir de entdo resolvemos avaliar a expressdo de IDO em células da microglia
obtidas a fresco. Para tanto, células da microglia de animais adultos foram obtidas e
mantidas como descrito nos materiais e métodos de acordo com Ponomarev E at al.
(2005a). A figura 8 mostra a morfologia caracteristica deste tipo celular, com corpo

celular pequeno, globular e ramificado apresentando dois processos ou mais.
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Figura 8:

Figura 8. Fotos de culturas de microglia de animais adultos ao 14° dia de cultura. As células foram
mantidas em meio DMEM com glutamina, gentamicina a 50 pg/ml, 10% soro fetal bovino e 10
ng/mL de M-CSF.

A pureza e viabilidade celular foi analisada por citometria de fluxo utilizando o
CD11b como marcador desta populacdo celular . Como demonstrado na figura 9,
podemos observar que nossas culturas possuem niveis variaveis de pureza, dependendo
do estimulo aplicado, rmIFN-y ou LPS (Figura 9A). Nossos resultados demonstram que
ocorre uma ligeira diminuicdo da viabilidade celular apds estimulo por LPS, quando
comparadas aos grupos controles ou IFN-y. Este ultimo por sua vez demonstrou
melhora na viabilidade, atingindo um aumento de 25% em relacdo ao grupo controle.

Além disso, analisamos a expressdo de moléculas co-estimuladoras, determinando
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assim o nivel de ativacdo celular (Figura 9B). Nossos resultados demonstram que
mesmo apds estimulos ndo ha diferencas na porcentagem células que expressam CD80
CD86 e CD45. Por outro lado, observamos um aumento na MFI, apos estimulo tanto

com LPS quanto com rmIFN-y.

Figura 9:
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Figura 9. Caracterizacdo das culturas primarias de microglia. A) Avaliagdo da viabilidade celular de
células da microglia estimuladas ou ndo com 1 pg/mL de LPS ou 100 UI/mL de rmIFN-y por 24
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horas. B) Estado de ativagdo das células da microglia através da expressdo de moléculas co-
estimulatorias CD80, CD86 e CD40. C) Tabela com os valores da média de intensidade de
fluorescéncia (MFI).

4.2.1 Expressao de Genes para Citocinas

Para a determinacdo do perfil pro-inflamatério utilizamos primers para TLR-2,
TLR-4, IL-6 e IL-23. Apos estimulo com LPS, observamos um aumento na transcrigdo
de IL-6 e IL-23. Por sua vez a ativacdo por rmIFN-y ndo promoveu nenhuma alteragcéo

(Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo da expressdo de citocinas pré-inflamatérias apds estimulacdo com LPS e rmIFN-y.
Apos 14 dias da cultura com a rmM-CSF, as células foram incubadas por 24 horas com 1 pg/mL de LPS
ou 100 U/mL de rmIFN-y. Apos a incubacdo as células foram coletadas e mRNA extraido para andlise.
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Ja para o perfil anti-inflamatorio, tivemos por escolha avaliar a transcricdo dos

genes para TGF-B, IL-10, IL-27 e SOCS-3. Nossos resultados demonstraram que a

ativacdo por LPS tambéem

leva a um aumento na expressdo de moléculas

imunossupressoras, sendo este aumento evidente nas quatro moléculas citadas a cima

(Figura 11)
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Figura 11. Avaliacdo da expressdo de moléculas anti-inflamatorias apos estimulagdo com LPS e IFN-y.
Apos 14 dias da cultura com a M-CSF, as células foram incubadas por 24 horas com 1 g/mL de LPS ou
100 U/mL de rmIFN-y. Apos a incubagéo as células foram coletadas e mRNA extraido para analise.
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4.3. Avaliacao da Expressdo de IDO em Culturas Primarias de Células

da Microglia

Ha alguns anos foi demonstrado que a ativacdo da enzima IDO em células
dendriticas eram capazes de exercer capacidade supressora sobre os linfécitos T (Mellor
AL et al.,, 2003, Fallarino F et al., 2006). Com base nesses dados da literatura,
procuramos avaliar a expressdo dessa enzima em nossas celulas, sendo este talvez um
dos mecanismos utilizados pela microglia para modulacdo da resposta imune durante
processos neuroinflamatorio ou neurodegenerativos. ApoOs os testes em linhagem
celular, passamos a avaliar a atuacdo da IDO em de cultura células primaria de
microglia. Para tanto utilizamos a técnica de RT-PCR (Figura 12) e imunofluorescéncia
(Figura 13). Utilizamos as células da microglia apds 14 dias de cultivo e estimuladas
por LPS ou IFN-y. O resultado que se sucedeu foi 0 aumento da expressdo da IDO por

LPS, o qual ndo ocorreu com a adi¢cdo de rmIFN-y (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacdo da expressdo de IDO nas células da microglia. Ap6s 14 dias da cultura com M-CSF
as células foram incubadas por 24 horas com 1 pg/mL de LPS ou 100 U/mL de rmIFN-y. Apos a
incubacdo as células foram colhidas e mMRNA extraido para analise.
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Posteriormente, passamos a avaliar a expresséo de IDO atavés de
imunofluorescéncia para averiguar a presenca da enzima IDO e ndo somente de seu
MRNA. Para a visualizacdo da mesma optamos por estimular as celulas também com 1
ug/mL de LPS. Como mostra a figura 13, podemos entdo confirmar a presenca desta

enzima em células da microglia apos estimulo.

Figura 13:

MERGE

Figura 13. Avaliacdo da expressdo de IDO nas células da microglia por imunofluorescéncia. Apés 14
dias da cultura com rmM-CSF as células foram incubadas por 24 horas com 1 pg/mL de LPS e
submetidas ao protocolo de marcacdo por imunofluorescéncia para deteccdo de: Lectina de tomate
(FITC), IDO alexa fluor 594 (vermelho) e DAPI (azul).
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4.3.1 Avaliagéo Funcional

Com a intencdo de confirmar os efeitos supressores da IDO pertencente a microglia
de animais adultos, realizamos o mesmo modelo de experimento utilizado na linhagem
C8-B4 para testar a funcionalidade da enzima. Desta vez, utilizamos uma co-cultura de
células primarias obtidas de animais adultos e células T de animais 2D2 pulsadas com
MOGs3s.55 estimuladas com rmIFN-y ou LPS na presenca ou auséncia de 1-MT. Na
figura 14, demonstramos que ocorre interacdo direta entre estes dois tipos celulares,
sugerindo a capacidade de apresentacdo de antigenos. Como demonstrado pela figura
15A, h& uma maior proliferacdo linfocitaria na presenca do inibidor de 1-MT,
evidenciado através das células CD4+ CFSE'™ que passam de 66,1% para 89%. A
figura 15B ilustra o numero de divisdes celulares destas células, os quais sdo maiores no

grupo tratado com o inibidor.

Figura 14:

Figura 14. Co-cultura de microglia com células T CD4+ MOGgs.55 especificas. Fotos tiradas do
contanto das células da microglia com linfocitos T CD4+ no periodo de 72 horas. Setas demonstram
linfocitos T CD4.



Figura 15:

A)

B)

CD4+PE

48

Medium 1-MT
400
66.1 N 250 4 g9 |f
300 1 f [ I ,‘i A
0/ 200 4 Vil
Ny ) J
‘ ‘. " | %150 l“ U||
200 (| 1
,"\‘ & [ g [ ‘y,'ni
J | 100 / |'I :
100 " [ V)
| s J b
0+ yey 'J 04 S b SUR At Aoy Sund
010 10° 10* 10° 0 10? 108  10* 10°
CFSE CFSE
A .
Medium 1-MT
@ s | %
~
-
CFSE

Figure 15. Expressdao de IDO por células da microglia suprime a proliferacdo das células T
especificas para MOGgs.55. As culturas primarias de células da microglia foram preparadas como
descritas nos materiais e métodos. As células foram previamente estimuladas com 1pug/mL de LPS
overnight e em seguida as células T CD4 de 2D2 especificas para MOG3s 55 marcadas com CFSE
foram adicionadas a cultura na presenca ou auséncia de 1-MT. Ap6s 4 dias as células foram coletadas
e submetidas ao protocolo de marcacdo para citometria de fluxo, sendo avaliado: CD4-PE e CFSE.
Figura A demonstra os histograma referente a porcentagem de proliferacdo das células CD4 na
auséncia ou presenca de 1IMT. B) Pseudo-color plots ilustram o nimero de proliferag@es das células

CD4 junto a porcentagem de células em

cada div

isdo.
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4.4 Inibicdo da IDO in vivo Exacerba a Encefalomielite Experimental Auto-imune

A fim de se descobrir se tais efeitos possuiriam uma relevancia clinica,
blogueiamos a IDO no modelo de auto-imunidade do SNC a Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE). Para tanto utilizamos pellets sub-cutidneos de 1-MT,
sendo que o grupo controle recebeu pellets com placebo. Como esperado, 0s
camundongos implantados com pellets de 1-MT apresentaram uma EAE mais grave
quando comparados aos animais do grupo controle. Além disso, vale ressaltar que esta
diferenca é observada desde o pico até o final da doenca, entre 16°-22° dia pds-
imunizagédo (Figura 16). Estes dados demonstram claramente a importancia da atividade

da IDO no controle da resposta imune.

Figura 16:
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Figura 16. Inibicdo de IDO por pellets de 1-MT exacerba a pontuagdo dos sinais clinicos da EAE.
Camundongos C57BL/ 6 implantados com pellets placebo ou de 1-MT, 24 horas mais tarde 0s mesmos
foram imunizados com 150 mg de MOGg3s 55 de acordo com materiais e métodos. O score de doencga
foram avaliados diariamente. n = 6-8 camundongos por grupo. Two-way ANOVA. * P <0,05, # p <0,01,
+ p<0,001.
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4.4.1 Presenca da IDO no SNC

Apo6s demonstrarmos in vitro que as células da microglia sdo capazes de expressar
IDO e que esta é efetiva no controle da proliferacdo dos linfocitos T, optamos por
avaliar se o fendbmeno se reproduz in vivo. Através da técnica de imunofluorescéncia
podemos observar que a IDO é expressa tanto na regido da medula espinal, quanto no
cérebro dos animais com EAE (Figura 17 A-D). No entanto, para elucidar quais
populagdes celulares expressam IDO no SNC durante a EAE, realizamos uma andlise
por citometria de fluxo das células mononucleares infiltrantes do SNC ao pico de EAE.
De forma interessante, nossos resultados mostram que apenas cerca de 2% dos
macréfagos (CD11b*CD45"") expressam 1DO. Por outro lado, as céluals da microglia
(CD11b*CD45") expressam IDO em cerca de 12 % de sua populacdo (Figura 17 F).
Curiosamente, nossos dados apontam para as célula da microglia como aquelas

responsaveis pela expressao de IDO.
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Figura 17:
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Figura 17. IDO é expressa no SNC de camundongos com EAE. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados com MOGgzsss de acordo com os materiais e métodos. Durante o pico da doenga o0s
camundongos foram sacrificados e seu sistema nervoso central submetidos ao protocolo para
imunofluorescéncia (A-D) e citometria de fluxo (E-F) para avaliacdo da expressdo de IDO. Figura (E)
demonstra as porcentagens das células da microglia e macréfagos extraidos do SNC de animais com
EAE. Em F) histogramas mostram expressao IDO por ambas as populagdes.
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4.4.2 Células CD4 2D2 Especificas para MOGg3s.s5 Proliferam no SNC

Até o momento, demonstramos que as células da microglia sdo capazes de
suprimir a proliferagdo de células T in vitro através de mecanismos depletores de
triptofano. Em seguida, decidimos avaliar se células CD4 encefalitogénicas
(provenientes de animais 2D2) sofreriam alguma acdo da IDO dentro do SNC. Para
tanto, células T CD4" de animais 2D2 foram estimuladas in vitro e transferidas para
camundongos naive. Conforme descrito nos materiais e métodos, 1x10° células
foram marcadas com CFSE e transferidas por via i.v. a cada camundongo, 0s quais
foram previamente implantado com pellets placebo ou de 1-MT um dia antes. Ap6s
sete dias, o SNC destes animais foi processado, as células mononucleares
infiltrantes extraidas e submetidas a andlise por citometria de fluxo para CD4 e
CFSE. Como ilustrado pela figura 18A, ha uma maior frequéncia de células T CD4
no sistema nervoso central dos camundongos implantados com 1-MT. Além disso,
na figura 18B, vemos um maior percentual de proliferacdo nessa mesma populacao.
O histograma também mostra uma média de intensidade de fluorescéncia de CFSE
reduzida nas células CD4 dos camundongos tratados com 1-MT, demonstrando um

maior indice de proliferacao.
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Figura 18. IDO inibe a proliferagio de células CD4" especificas para MOGgs.s55 N0 sistema nervoso
central. Esplendcitos totais de camundongos 2D2 foram plaqueados e estimulados in vitro, conforme
descrito no materiais € métodos. Sete dias apds a transferéncia, as células CD4" 2D2 especificas para
MOGa3s 55 foram isoladas e marcadas com CFSE . 1x10° células CD4 2D2 foram injetadas por i.v. em
camundongos C57BL/6. Tais animais receberam pellets com placebo ou 1-MT. Apos sete dias, as células
mononucleares que infiltraram o sistema nervoso central foram extraidas e submetidas a analise de
citometria de fluxo. Em A), os gates ilustram a frequéncia de células CD4". Na figura B), histogramas
mostram a porcentagem de células T CD4 que sofreram proliferacéo celular. n = 5.
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5. DISCUSSAO:

A neuroimunologia ou neuroimunomodulacdo tem ganhado cada vez mais espaco
tanto na pesquisa basica como clinica. Isso devido ao fato de que s6 recentemente
alguns fenbmenos comegaram a ser compreendidos e estudados. Isso a despeito do fato
de que ha muito tempo, especulava-se que o sistema nervoso poderia exercer um papel
ativo sobre a resposta imune em geral. De fato, Galeno a 200 a.C. ja descrevia que
mulheres “melancdlicas” apresentavam uma maior propensdo ao desenvolvimento de
tumores mamarios, do que aquelas chamadas “sanguineas”, como revisto (Dunn, 1995).
Além disso, Aristételes ja afirmava que mudangas na “psique” repercutiam em
alteragOes estruturais e fisioldgicas no individuo. Atualmente os estudos tém ficado
cada vez mais refinados, resultando na descricdo de mecanismos importantes de
modulacéo da resposta imune pelo sistema nervoso central, periférico ou entérico, como

revisto (Olofsson et al., 2012).

De fato os primeiros relatos experimentais sobre esta interacdo comecou em 1936
guando Hans Selye propds a Sindrome Adaptativa Generalizada (do inglés; General
Adaptive Syndrome), a qual hoje sabemos ser orquestrada pela ativacdo do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Em 1986, iniciaram-se 0s primeiros experimentos
gue comprovaram a expressao de receptores prioritarios do SNC em células do Sl.
Exemplos destes sdo os adrenoceptores, principalmente do tipo B2, presentes em
linfécitos T CD4 e CD8, macréfagos, células dendriticas e mesmo células NK, (Fuchs
et al., 1988). A presenca destes receptores torna possivel a atuacdo de uma serie de
moléculas que geralmente sdo restritas as células neuronais, como neurotransmissores e

neuropeptideo; incluindo a epinefrina (E), noraepinefrina (NE), dopamina (DA),
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acetilcolina (Ach), hormonio de crescimento (GH) e opidides enddgenos. Os efeitos
desta interacdo podem ser 0s mais variaveis, sendo capazes de induzir supressdo,
ativacdo, ou mesmo atuarem na ontogenia de determinadas populac6es celulares, como
no caso de células NK (Gan et al., 2002). Dando continuidade aos estudos, Levite et al.
(2000), demonstrou que neuromoduladores (somatostatina, neuropeptideo Y, substancia
P e dopamina) podem interagir diretamente com as células T e proporcionar-lhes
estimulos tanto positivos (pro-adesivos com ativacdo de integrinas,) quanto negativos
(anti-adesivo com inibidores de integrina). Além destes efeitos, o autor demonstra que
os neuromoduladores citados acima promovem uma interacdo direta com seus
receptores guiando a resposta de células T (ThO, Th1, Th2) através da secrecdo de IFN-
vy ou IL-4. A integracdo do SNC com o Sl tem estado cada vez mais presentes nas
discuss@es cientificas (Peron et al., 2012; Rothwell , 1995; Turrin; Rivest, 2004). Seja
na atuacao de outros neuromoduladores sobre a resposta imune ou a atuacéo das células

imunes perante o sistema nervoso.

Exemplos dessa interecdo ocorrem nas principais doencas neurais de nossa década:
Doenca de Alzheimer, parkinson, depressdo e esclerose multipla, onde todas
apresentam um papel fundamental do Sl, atuando na manutencdo da homeostasia ou
auxiliando na patologia da doenca (Davalos et al., 2005; Qian; Flood, 2008; Murphy et

al., 2010).

As células da microglia sdo considerados os macrofagos residentes no SN, sendo
assim as principais células da resposta imune inata local. Dependendo dos estimulos
envolvidos, as células da microglia podem atuar de maneira patoldgica, promovendo a
neuroinflamacdo ou neurodegeneracdo, ou também desempenhar um papel regulador,

promovendo regeneracdo tecidual (Czeh et al., 2011), clearence de células mortas,
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citoprotecdo neuronal ou imunosupressao. Tais divergéncias sao provenientes da gama
de fatores produzidos durante o processo inflamatério local, como o GM-CSF, TGF-§,
IL-1, IL-10, IL-18, IFN-y, prostaglandina E2 entre muitos outros. Como resposta a estes
estimulos, a microglia passa a expressar citocinas tanto de perfil pro-inflamatorio
quanto ainti-inflamatério. De fato, assim como para macrdfagos, ja se aceita uma
divisdo funcional para estas céluals, sendo divididas em microglia 1 (perfil pro-
inflamatério com producdo de TNF-o, IL-1B e IL-6, matrix metaloproinases e oxido
nitrico) quando estimuladas com LPS, IFN-y, IL-6, IL-12, e microglia 2 (anti-
inflamatério com producdo de IL-10, arginase-1 (Argl) e Chitinase 3-like 3 (Ym1) )
quando na presenca de IL-4, IL-13 e TGF-B (Mosser; Edwards, 2008; Zhou et al.,

2012).

As diferencas entre estas subpopulagcbes acarretam em uma resposta
completamente diferente uma da outra. A subpopulacdo M1 é a mais caracteristica
possuindo maior descricdo sobre sua acdo no SNC, principalmente envolvendo o
aumento da resposta inflamatéria a qual pode resultar em morte neuronal. Dentre o0s
diversos modelos de estudo temos sua influéncia observada no Parkinson (Pabon etal.,
2011), Alzheimer (Cameron; Landreth, 2010) e Esclerose maltipla (Gao; Tsirka, 2011).
Vale ressaltar que durante o passar da vida as células da microglia passam a apresntar
uma caracteristica mais pré-inflamatoria seguida de uma diminuicéo de sua capacidade
fagocitica, contribuindo para o desenvolvimento de patologias como Parkinson e

Alzheimer (Wong, 2013).

Grande parte da participacdo patologica da microglia esta na sua relagdo com o0s
linfocitos T que infiltram o SNC. Durante seu estado quiescente a microglia possui

baixa ou nula expressédo de CD80, CD86, CD40 e CD45 que, no entanto, podem vir a



57

ser superexpressas quando na presenca de estimulos inflamatorios, como observado em
nossos resultados. Junto a estas € descrito um aumento nos niveis de MHC-I1 o que em
conjunto com as demais molécuas favorece sua acdo de apresentadora de antigenos

(Graeber; Streit, 2010).

Além das moléculas co-estimuladoras, a ativacdo da microglia resulta no aumento
da sintese de TNF-a o qual aumenta a inflamagdo através da ativagdo de astrocitos e
induz mudangas nas moléculas de adesdo do endotélio facilitando a migracdo de células
da periferia para 0 SNC. Junto a este é descrito também o aumento da IL-1p ¢ IL-23,
condizente com 0s nossos resultados, o que pode indicar uma relacdo direta desta
populacdo com a manutencdo de células Thl7 encefalitogénicas que infiltram o SNC

(Zhou et al., 2012).

De fato, sabe-se que linfécitos T possuem uma ampla acdo sobre as células da
microglia. Dentre os principais estimulos envolvidos nessa interacdo esta a IL-17, capaz
de induzir a sintese de IL-6, IL-1B, TNF e GM-CSF (Petermann; Korn, 2011). Este
ultimo tem a capacidade de promover 0 aumento da expressao das moléculas de MHC-I
e de moléculas co-estimuladoras, além de induzir a sintese de IL-6 e IL-23 levando a
um aumento continuo na inflamacdo local (Petermann; Korn, 2011). Em 2007
Ponomarev et al., demonstrou a importancia do GM-CSF sobre a microglia. Através de
experimentos com quimeras onde 0s animais ora possuiam as celulas periféricas
deficientes para GM-CSF, ora as células residentes do SNC, ficou claro que que apenas
células da microglia possuiam real necessidade para este fator de crescimento e que sua
auséncia perante este grupo de células diminuia quase que por completo os sinais

clinicos da EAE.
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Ainda que as acfes da microglia durante o processo neuroinflamatorio sejam
indiscutiveis ndo se pode restringir os efeitos da patologia apenas a esta. De fato a
resposta inflamatoria desencadeada pelos linfécitos atuam sobre todas as células
residentes do SNC (Zepp et al., 2011), principalmente astrdcitos, cujas acdes estdo a ser
cada vez mais estudadas (Kang et al., 2010). Ao lembrar que este grupo celular
corresponde a 80% das células do SNC, é de se imaginar que 0 mesmo possua
influéncia na neuroinflamacdo. De forma interessante, Kang et al. (2010) demonstraram
que a sinalizacdo de IL-17, a qual utiliza a proteina adaptadora Actl, uma proteina da
familia das SEFIR (Sequéncias homologas das regides citoplasmaticas dos receptores
da familia IL-17), promove ativacdo da via de sinalizacdo culminando na ativacdo do
NF-kB. Tal sinalizacdo tem papel fundamental para ativacdo do astrécito, o qual apos
estimulo promove aumento de CXCL1, CXCL2, CCL20, CD40 e MHC-II, alem de

matrizmetaloproteinases (Kang et al., 2010; Dong; Benveniste 2001)

Embora Kang et al. (2010) tenham demonstrado que o0s astrdcitos participam
ativamente da resposta inflamatéria da EAE e que o bloqueio da Actl nessas células
diminui os sinais clinicos da doenca, estudos posteriores em que ocorre a deplecéo de
astrocitos ativos (deplecdo ocorre 7 dias apds inicio da EAE) mostram um maior
infiltrado de células mieldides no SNC, sendo estas responsaveis por promover uma
doenga mais grave (Toft-Hansen et al., 2011). Corroborando tal achado Hindinger et al.
(2012) demonstraram que o bloqueio da sinalizagdo de IFN-y em astrocitos aumenta a
gravidade da EAE. Isso porque ao diminuir a sinalizagdo ocorre aumento na expressao
do RNA de moléculas pro-inflamatérias no SNC (IL-1, TNF e CCL5), além de um

aumento na expressdo de CCL2, CCI5 CXCL10, iNOS e TNF pelos préprios astrocitos.
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Neste sentido procuramos estudar mecanismos pelos quais as células da microglia
pudessem atuar no controle da resposta inflamatdria local durante a EAE. Dentre as
propostas, uma das possibilidades seria avaliar a atividade de IDO, sabidamente um
potente supressor da resposta imune adaptativa (Baban et al., 2009). Haja vista que
células com intensa atividade de sintese protéica necessitam de aminoacidos como
substrato, demonstrou-se que, a atividade da IDO na quebra do triptofano em
quinureninas é capaz de inibir a proliferacdo de células T, tanto in vivo como in vitro,
além de ser capaz de gerar células T reguladoras (Fallarino et al., 2006). Sendo assim
procuramos avaliar se 0 mesmo ocorreria atravéz das células da microglia. De fato a
expressao da IDO por células da microglia ja havia sido demonstrada na literatura,

(Kwidzinski et al., 2005), porém sem avaliar seu papel funcional.

Os mecanismos pelos quais a IDO supressao estdo sendo cada vez mais discutidos.
Entre eles, 0 mais aceito, é a via de ativacdo de uma via de stress celular, dependente de
quinases denominadas GCN2K e CHOP. De forma elegante, demonstrou-se que células
T ativadas de animais deficientes para essas quinases sdo refratarias a atividade de IDO,
assim como a auséncia de triptofano no meio extra-celular (Munn et al., 2005). Vale
ressaltar que um artigo publicado na science demonstrou que a halofuginona, uma droga
capaz de ativar a via de GCN2K e CHOP é capaz de reduzir a diferenciacdo de células

ThO para Th17 (Mark et al., 2009).

Nossos dados demonstram que a expressdo de IDO ndo depende de rmIFN-y,
podendo ocorrer na presenca de LPS. De fato, tal dado é corroborado pela literatura, a
qual demonstra que a expressao de IDO por células da microglia é independente de
IFN-y, tendo sua ativagdo pela via da JNK (c-Jun Kinase) (Wang et al. 2010). Ainda

mais interessante é o fato que a ativacdo por LPS mantém a funcdo supressora da IDO
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sobre as células T efetoras MOG35-55 especificas. Neste sentido, vale mencionar que a
expressao TLR-4 por células da microglia esta relacionado com a inducdo da EAE
(Racke et al., 2005). Assim, é possivel que ativacdo de TLR-4 em células da microglia
induza a expressdo IDO in vivo. Com isso, sugerimos que a expressdo de IDO por
células da microglia podem ser desencadeadas por pelo menos dois mecanismos
distintos : 1) o encontro com células Thl secretoras de IFN-y ou Il) pela ativagdo do
TLR-4 através dos PAMPs (do inglés, Pathogen Associated Molecular Patterns)
utilizados no momento da imunizacdo com o antigeno, tais como a toxina de Bordetella
pertussis (Racke et al., 2005) e o CFA (do inglés, Complete Freund Adjuvant). Sendo
assim, podemos perceber que, fora sua potente capacidade pro-inflamatoria, as células
da microglia também lancam méo de mecanismos supressores no intuito de impedir o
descontrole do processo inflamatério local, o qual de fato repercute em fenémenos
bastante deletérios, como a morte neuronal e principalmente de oligodendrécitos

(Ransohoff; Perry, 2009)

Ao percebermos a ativacdo deste mecanismo em céluals da microglia, somado ao
fato de que animais tratados com o inibidor de IDO, o 1-MT, possui uma EAE mais
grave, iniciamos experimentos com intuito de melhor compreender os mecanismos
envolvidos na expressdo de IDO por células da microglia. Embora ja tenha sido
demonstrada que a IDO é expressa no SNC durante a EAE (Kwidzinski et al., 2005),
sua repercussdo bioldgica sobre as células imunes infiltrantes ainda ndo foram
elucidados. Nossos resultados demonstram que ndo s6 ocorre a expressdo de 1DO
durante a EAE, mas também que as células da microglia sdo as que mais expressam esta
enzima quanto comparadas com outras celulas presentes na lesdo, como macrofagos

infiltrantes CD11b+CD45high. De fato, atualmente se sabe que células do SNC
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(astrocitos, neurdnios e células endoteliais) também podem expressar a IDO ao serem
ativadas, no entanto estas ndo sdo capazes de reproduzir a via completa das

quinureninas (Guillemin et al., 2004).

Ainda que evidenciado tais efeitos da IDO na patologia, resta a divida se esta acdo
é decorrente de uma resposta periférica ou local. Através do modelo passivo de EAE,
induzido pela transferéncia de células T encefalitogénicas MOG35-55 especificas a
camundongos naive, observamos que camundongos implantados com o inibidor de
apresentaram uma maior porcentagem de células CD4+ infiltrantes quando comparados
ao grupo placebo. Além disso, essas células eram mais proliferativas, apresentando uma
maior diluicdo do CFSE. Este resultados ndo so6 indicam que as células transferidas séo
capazes de proliferar dentro do SNC dos camundongos receptores, como também s&o
alvos da acdo da IDO in situ. Pode-se argumentar que esta proliferacdo ocorreu em
orgdos periféricos, como baco ou linfonodos drenantes e, portanto, ser alvo da
expressdo da IDO pelas células dendriticas ou macrofagos, como um evento prévio a
infiltracdo do SNC. No entanto, a transferéncia de células T antigeno especificas
restringe a proliferacdo das mesmas ao 6rgdo-alvo. Neste caso, como o peptideo
MOG35-55 é expresso apenas por células do SN, ou seja, oligodendrécitos, é
improvavel que a proliferagcdo ocorra em outro lugar além do cérebro ou medula espinal.
Outro fato que corrobora tal hipétese é a deficiente drenagem linfatica do cérebro e
medula, sendo pouco aceito que os linfonodos cervicais profundos desempenhem tal
papel. Para nés, fica claro que a proliferacdo antigeno-especifica das células T €
modulada pela expresséo da IDO in situ a partir de celulas da microglia, e este pode ser
um mecanismo inato importante para em impedir uma exacerbagdo da resposta imune

local durante a neuroinflamacéo.
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Ainda que os efeitos imunosupresores da IDO se destaquem durante a EAE,
mecanismos de acdo dos subprodutos de sua via, como o &cido quinolinico (QUIN) e o
acido quinurénico (KYNA) sobre o SNC estdo sendo amplamente investigados (Myint;
Kim, 2003; Guillemin et al., 2004; Braidy et al., 2011). Isto devido ao fato de que essas
moléculas podem se ligar ao receptor ionotrépico do glutamato NMDA (Myint, Kim,
2003). A relevancia disto é que, como ressaltado anteriormente, 0 NMDAr € expresso
ndo s6 por neurdnios, mas também por varias células do sistema imune, tais como
linfécitos T (Ganor et al., 2003), macréfagos e células dendriticas (Pacheco et al. 2006).
Na verdade, o papel de NMDAr em células do sistema imune ainda é pouco abordado,

sendo este uma das metas em nosso laboratorio.

Todavia, nem sempre os efeitos das quinureninas serdo benéficos (Kwidzinski;
Bechmann, 2007), de fato cada vez mais artigos trazem como objetivo o bloqueio da
acdo da IDO em doencas neuroldgicas. Isso acontece, pois a ligacdo dos subprodutos
das quinureninas (acido quinurénico) pode aumentar a acdo do glutamato favorecendo
sua acdo neurotdxica, como ja descrito em estudos com Alzheimer, Parkinson e
convulsdes (Guillemin et al., 2005; Qian; Flood, 2008; Anderson; Rodriguez, 2011).
Outro ponto a ser observado é que a intensa clivagem do triptofano pela IDO pode
impedir o desenvolvimento da via da serotonina e melatonina ocasionando doencas
como a depressdo, haja vista que tal aminoacido é o precursor limitante para a sintese

desses neurotransmissores (Oxenkrug, 2010).

Além de sua capacidade de se ligar em receptores de glutamato, foi recentemente
demonstrado que as quinureninas podem também auxiliar no desenvolvimento de
células tumorais (Godin-Ethier et al., 2011). Essa a¢do ocorre atraves da ativagdo do

fator de transcricdo Ahr (do inglés Aryl Hydrocarbon Receptor). Este fator atua sobre



63

seu gene alvo o CYP1AL1 em células tumorais aumentando a sobrevida e malignidade da
mesma. Além disso o Ahr atua sobre o TIPARP presente em linfocitos T CD8 e células
NK, dimiuindo sua acdo citotoxica e capacidade proliferativa dessas células (Opitz et
al., 2011). Contudo os efeitos promovidos pelas quinureninas sobre o Ahr ndo se
resumem apenas ao cancer. Quintana et al. (2008) demonstrou que tal fator de
transcricdo esta altamente relacionado no direcionamento da resposta de linfocitos para
Th17 ou Treg, sendo este relatado como chave central desse processo (Nguyen et
al.,2010) uma vez que depende do ligante utilizado. Corroborando tais dados, Apetoh et
al. (2010) mostrou que o Ahr se liga ao fator de transcricdo c-Maf e induz a
diferenciacéo de linfocitos T reguladores Trl, e assim melhorando os achados clinicos
em modelo de colite (Singh et al., 2011). Tais achados contribuem para uma melhor
compreensdo deste circuito complexo que é eixo triptofano-quinureninas, evidenciando
também o pleiotropismo dos metabolitos do triptofano, assim como a promiscuidade

dos receptores de glutamato, como demonstrado no esquema abaixo.

Em suma, temos que a IDO expressa pelas células da microglia promove a
supressao da proliferacdo dos linfécitos T especificos para antigenos de mielina, sendo
esta acdo desempenhada por 3 mecanismos basicos: 1) Deplecdo do triptofano que leva
ao acumulo do t-RNA deste aminoacido em linfécitos T e consequente ativacdo da via
de stress GCN2K; 1) a falta do triptofano diminui os niveis de serotonina o que leva a
diminuicdo do priming dos linfdcitos naive e; Ill) as quinureninas agem sobre o Ahr
promovendo a diferenciacdo dos linfocitos t em Tregs e estas atuam sobre os linfocitos
T patogénicos impedindo a proliferacdo dos mesmos. Nossos resultados apontam para
um potencial supressor presente numa populacdo residente do SNC, mais

especifiamente as células da microglia que, agindo de tal forma tenta limitar os ativagédo
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de clones encefalitogénicos e assim tentar reduzir o processo inflamatério local e suas

possiveis acOes deletérias.

Microglia

Serotonina

Figura 19. Mecanismos de supressdo desempenhados pela IDO.

Ainda que a tendencia atual seja a demonstracdo da acdo negativa da IDO, nosso
trabalho venho demonstrar que em relacdo a neuropatologias autoimunes, o controle
feito pela IDO se sobre pbe aos riscos de neurotoxicidade produzida por seus
metabolitos. O que sugere novas estratégias de sua modulacdo nesse modelo

experimental.
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6. CONCLUSOES

e As células de linhagem de microglia, C8-B4 expressam a enzima IDO de forma
funcional, sendo capaz de suprimir a proliferacdo de linfocitos T especificos
para o epitopo de mielina MOGg3s.s5 in Vitro;

e Culturas primarias de células da microglia obtidas de animais adultos também
apresentaram o mesmo perfil supressor;

e Clones de linfdcitos T CD4 especificos para MOGgs.s5 sd0 capazes de proliferar
dentro do SNC, como evidenciado pela analise da diluicdo de CFSE in vivo;

e Aléem disso, esses clones apresentam um maior indice de proliferacdo quando
transferidos aos animais tratados com o inibidor de IDO, 1-MT, evidenciando o

papel funcional da IDO em células da microglia in vivo.
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