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RESUMO

Guimaraes, R. M. Investigacio de enzimas metabolicas em células gliais e sua
implicacdo no desenvolvimento de doencas neuroinflamatérias. 2023. Tese de
Doutorado - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sio Paulo,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes do sistema nervoso central (SNC) e
essenciais para a manutengdo da homeostase cerebral. No entanto, em condi¢des
patologicas como as observadas no modelo experimental de esclerose multipla (EAE),
sugere-se que a sua ativagdo ¢ deletéria por amplificar a resposta inflamatoria local.
Recentemente, tem sido demonstrado uma interessante correlagdo entre inflamagdo e a
promogao de vias metabdlicas alternativas, como a via das hexosaminas (HBP, do inglés
hexosamine biosynthesis pathway). O produto final da HBP ¢ o UDP-N-
acetilglucosamina que, por acdo da enzima O-GlicosilTransferase (OGT), gera
modificagdes pos-traducionais denominadas O-GlcNAcilagdo. A ocorréncia da O-
GlcNAcilagao tem sido associada com a ativacdo de células do sistema imunolédgico
como macréfagos e linfocitos T, e com a progressdo de certas doengas de cunho
neurodegenerativo. Entretanto, a relagdo entre HBP e a O-GlcNAcilagdo em astrdcitos
permanece inexplorada no contexto da neuroinflamagao. Através da utilizacdo de estudos
in vitro e in vivo, citometria de fluxo, analises transcricionais de larga escala, técnicas de
imagem e quantificagdes de proteinas, o presente projeto teve como objetivo o melhor
entendimento desses mecanismos. Apds o estabelecimento de culturas primarias de
astrocitos obtidos de camundongos neonatos, caracterizamos um método alternativo para
o estudo dessas células em um sistema isolado. Sob estimulo de moléculas que
mimetizam alguns aspectos da neuroinflamacao (TNF, IL-1alfa e C1q) observamos uma
significativa indugdo de IL-6, CCL2, CXCL1 e CXCL10. Nestas condi¢des, a analise da
expressdo de enzimas crucias da via das HBP demonstrou uma correlagdo positiva com a
indugdo dos transcritos da Ogt, Oga, Gfptl1/2. Uma série de experimentos funcionais
utilizando inibidores farmacolédgicos dessas enzimas revelou que o bloqueio da OGA (O-
GliconAcase - catalisa a remog¢do do grupamento UDP-N-acetilglucosamina), via
Thiamet G, impactou negativamente na promog¢ao de IL-6 e CXCL1 frente a estimulos
inflamatérios. Com o objetivo de explorar esses mecanismos in vivo, geramos animais
Aldh111CER/Ogf1o¥/1ox nog quais a OGT pode ser geneticamente depletada em astrocitos
pelo uso de tamoxifeno. Apds a validagdo satisfatéria dessa estratégia experimental,
submetemos esses animais ao modelo de EAE e investigamos o papel funcional da OGT
nos parametros clinicos da doenga. Na auséncia da OGT em astrocitos observou-se uma
melhora significativa no desenvolvimento da doencga, sugerindo um papel deletério da
HBP na neuroinflamag¢do. Por citometria de fluxo, observamos uma correlagdo
significativa entre a deficiéncia de OGT e um menor infiltrado de células imunes no SNC
desses animais. Tanto a propor¢do quanto o numero absoluto de leucdcitos, microglia,
linfocitos T (CD4", Treg, Th17), macrofagos e células dendriticas foram afetados na
auséncia da OGT. Esses resultados sugerem que a expressao de OGT e, virtualmente, a
O-GlcNAcilagao de proteinas € responsavel pela comunicag@o dos astrocitos com células
imunes que infiltram o CNS de animais com EAE. O ndo envolvimento da OGT na
producdo de todos os mediadores inflamatorios em cultura, sugere um efeito
independente de citocinas e quimiocinas classicamente descritas no EAE. Estudos
posteriores investigando esses mecanismos em mais detalhes encontram-se em
andamento no nosso grupo de pesquisa e poderdo identificar potenciais alvos para o
tratamento de doengas que acometem o SNC.



ABSTRACT

Astrocytes are the most abundant glial cells in the central nervous system (CNS) and
essential for maintaining brain homeostasis. However, in pathological conditions such as
those observed in the experimental model of multiple sclerosis (EAE), it is suggested that
its activation is deleterious as it amplifies the local inflammatory response. Recently, an
interesting correlation has been demonstrated between inflammation and the promotion
of alternative metabolic pathways, such as the hexosamine biosynthesis pathway (HBP).
The final product of HBP is UDP-N-acetylglucosamine which, by the action of the
enzyme O-GlycosylTransferase (OGT), generates post-translational modifications called
O-GlcNAcylation. The occurrence of O-GlcNAcylation has been associated with the
activation of immune system cells such as macrophages and T lymphocytes, and with the
progression of certain neurodegenerative diseases. However, the relationship between
BPH and O-GlcNAcylation in astrocytes remains unexplored in the context of
neuroinflammation. Through the use of in vitro and in vivo studies, flow cytometry, large-
scale transcriptional analyses, imaging techniques and protein quantification, this project
aimed to better understand these mechanisms. After establishing primary cultures of
astrocytes obtained from newborn mice, we characterize an alternative method for
studying these cells in an isolated system. Under stimulus of molecules that mimic some
aspects of neuroinflammation (TNF, IL-lalpha and Clq) we observed a significant
induction of IL-6, CCL2, CXCL1 and CXCL10. Under these conditions, analysis of the
expression of crucial enzymes in the BPH pathway showed a positive correlation with the
induction of Ogt, Oga, Gfptl1/2 transcripts. A series of functional experiments using
pharmacological inhibitors of these enzymes revealed that the blockade of OGA (O-
GliconAcase - catalyzes the removal of the UDP-N-acetylglucosamine group), via
Thiamet G, negatively impacted the promotion of IL-6 and CXCL1 against stimuli
inflammatory. In order to explore these mechanisms in vivo, we generated
Aldh111CreER/Ogtflox/flox animals in which OGT can be genetically depleted in
astrocytes by the use of tamoxifen. After the satisfactory validation of this experimental
strategy, we submitted these animals to the EAE model and investigated the functional
role of OGT in the clinical parameters of the disease. In the absence of OGT in astrocytes,
a significant improvement in disease development was observed, suggesting a deleterious
role for BPH in neuroinflammation. By flow cytometry, we observed a significant
correlation between OGT deficiency and a lower infiltration of immune cells in the CNS
of these animals. Both the proportion and the absolute number of leukocytes, microglia,
T lymphocytes (CD4+, Treg, Th17), macrophages and dendritic cells were affected in the
absence of OGT. These results suggest that OGT expression and, virtually, O-
GlcNAcylation of proteins is responsible for the communication of astrocytes with
immune cells that infiltrate the CNS of animals with EAE. The non-involvement of OGT
in the production of all inflammatory mediators in culture suggests an independent effect
of cytokines and chemokines classically described in EAE. Further studies investigating
these mechanisms in more detail are underway in our research group and may identify
potential targets for the treatment of diseases that affect the CNS.
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1. INTRODUCAO

1.1 Células da glia e astrocitos

O sistema nervoso central (SNC) ¢ constituido por subtipos de células neurais e
ndo-neurais, comumente chamadas de células gliais. Oligodendrocitos, microglias e
astrocitos representam as principais populagdes gliais. Destes, os astrocitos compdem
uma parte significativa das células residentes no cérebro e medula espinhal, em torno de
30% (1, 2).

As células da glia foram originalmente descritas em 1856 por Rudolf Ludwig Carl
Virchow que as chamou de neuroglia, com alusdo ao tecido conjuntivo que circundava
os neurdnios. Anos mais tarde, Camilo Golgi obteve as primeiras imagens precisas dessas
células, que foram distinguidas pela auséncia de axdnios quando coradas com cromato de
prata. Somente em 1893 o pesquisador hungaro Michael Von Lenhossék cunhou o termo
“astrocitos”, referindo-se a um subtipo particular de célula glial em formato de estrela
(astron) .

Ap0s a caracterizagdo inicial, os astrocitos passaram a ser classificados em dois
subtipos baseados em suas caracteristicas morfologicas: os fibrosos, presentes na
substancia branca e os protoplasmaticos, residentes na substincia cinzenta (3-5). Essa
perspectiva historica combinada aos avangos recentes na area da neurociéncia dao uma
ideia da grande heterogeneidade e evidencia as complexas fun¢des fisiopatoldgicas das
populagdes astrociticas no SNC.

Com o advento de novas ferramentas moleculares como linhagens transgénicas de
animais utilizando o sistema Cre-lox, confec¢do de vetores virais, ¢ as técnicas de
protedmicas e de sequenciamento em larga escala, existe uma maior descri¢cdo das
assinaturas moleculares, morfologicas e funcionais das diferentes subpopulagdes gliais.
Neste sentido, a0 menos cinco subtipos de astrdcitos sdo espacialmente descritos no
cortex e hipocampo de camundongos adultos saudaveis, com perfis transcricionais
diretamente relacionados as fungdes de sinaptogénese, neurotransmissao, transporte de
ions e agua, formacdo e/ou manutencdo da barreira hematoencefalica e regulacdo
imunologica (6).

A diversidade dos astrdcitos pode ser observada desde os eventos de especificagao
embriondria até o inicio do periodo pds-natal e depende diretamente do crosstalk com

outros subtipos celulares, em especial, com os neuronios (7-9).



Em condigdes patologicas, os astrocitos sdao caracterizados por um perfil
transcricional distinto e sdo comumente chamados de astrocitos reativos. Ao identificar
sinais inflamatorios presentes no microambiente, por exemplo, os astrocitos podem
promover ou controlar a inflamagdo. Logo, ndo ¢ surpreendente o fato de que essas células
tem sido frequentemente estudadas em diversas condi¢des neuroinflamatérias, como as

que ocorrem na doenca de Alzheimer (10), de Parkinson (11) e na esclerose multipla (12,

13).

1.2 Os astrocitos homeostaticos

Os astrocitos participam de diversos processos cruciais para a manutencdo da
homeostasia no SNC, como na reciclagem de neurotransmissores, regulagdo ionica,
sinaptogénese, transmissdo sindptica e (5) na formacdo da barreira hematoencefalica
(BHE).

A BHE funciona como uma interface que isola o SNC da circulagdo sanguinea
periférica e, assim, controla a troca de moléculas para dentro e fora do cérebro. Além das
projecdes terminais dos astrocitos (endfeet), a barreira hematoencefalica ¢ composta por
células endoteliais mantidas por jungdes de oclusdo (tight junctions) e envolve os
capilares com os pericitos e a lamina basal (14, 15). Através da liberacdo de diversos
fatores de crescimento como VEGF (do inglés Vascular Endotelial Growth Factor),
GDNF (do inglés Glial Cell line-Derived Neurotrophic Fator), bFGF (do inglés basic
Fibroblast Growth Factor) e angiopoetina-1, os astrécitos contribuem para a formacgao
das juncdes de oclusdo, promogdo de sistemas enzimaticos e na polarizacdo de
transportadores (16, 17).

As extremidades perivasculares dos astrocitos sdo equipadas com canais
especializados fundamentais para a regulacdo das concentragdes iOnicas, como a
aquaporina 4 (AQP4) e o canal de potéssio 4.1 (Kir4.1) (18-20). A regulagdo extracelular
de potassio pelos astrocitos tem sido topico de muitos estudos e estd diretamente
envolvida na excitabilidade neuronal (21)(22, 23).

Além das propriedades descritas anteriormente, os astrocitos emitem projecdes
peri-sinapticas e formam o chamado complexo “tripartite” com os terminais nervosos.
Essa conformacao ¢ crucial para comunicagdo astrocitos-neuronios e ocorre por meio de
canais i0nicos ¢ da sinalizagdo via neurotransmissores ¢ metabolitos (24-26). Neste
complexo, destaca-se a reciclagem do glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio

do SNC. Através da expressdo dos transportadores GLAST/EAAT1 (do inglés



GLutamate ASpartate Transporter/Excitatory Amino Acid Transporter 1) e GLT-
1/EAAT?2 (do inglés Glutamate Transporter-1/Excitatory Amino Acid Transporter 2) os
astrocitos sdo capazes de capturar o glutamato do meio (27). No interior destas células, o
glutamato ¢ convertido em glutamina e posteriormente transportado aos neurdnios via
GLT-1. Disfungdes desses transportadores estdo associadas ao desenvolvimento de
doengas neurodegenerativas tendo-se em vista que a liberacdo excessiva de glutamato
pode levar a morte neuronal por hiper-excitabilidade (28, 29).

A reciclagem dos neurotransmissores na sinapse tripartite também pode
desencadear alteracdes osmoticas do meio. O transporte de glutamato, por exemplo, é
dependente de Na" e gera maior efluxo de ions e agua. O inchago dos astrocitos decorrente
da atividade neuronal contribui para a recupera¢do do equilibrio i6nico e do volume
celular e também pode aumentar a concentragdo intracelular de Ca?* (30). Ao mesmo
tempo, esse pico transitorio nos niveis de Ca?*, desencadeia a liberagdo adicional de
outros gliotransmissores pelos astrécitos (como o trifosfato de adenosina (ATP), o
glutamato e a D-serina) oferecendo vias paralelas de regulacdo da atividade sinaptica
(31).

Além das interagcdes com neurdnios, os astrocitos se conectam entre si através de
hemicanais e formam rotas de comunicacdo de jungdes intercelulares. Este crosstalk
permite que ondas de calcio se propaguem e contribui para a disseminag@o de moléculas
de sinalizagdo em longas distancias (32).

A captagdo extracelular de K*, glutamato e as ondas intercelulares de Ca**
desencadeiam a liberagdo de lactato, um importante intermedidrio da comunicagdo entre
astrocitos e neurdnios que forma o chamado acoplamento neurometabdlico. Na sinapse
tripartite, o lactato pode ser capturado pelos neurénios via transportadores de acidos
monocarboxilicos (MCTs) (33, 34) e posteriormente utilizado para suprir as necessidades
energéticas. O acoplamento neurometabdlio ¢ fundamental para o correto funcionamento
dos neurdnios. A desregulacdo destas vias também tem sido frequentemente reportada

em varias doengas de cunho neurodegenerativo (35)(36).
1.3 Os astrocitos reativos

Diversos processos patologicos que atingem o SNC, como trauma, infecgoes e
doengas neurodegenerativas, estdo associados a astrogliose, uma resposta marcada pelo

remodelamento morfoldgico, molecular e funcional dos astrdcitos. Os astrocitos reativos



sdo altamente heterogéneos e, portanto, podem promover o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, mas também o reparo do tecido (37).

Uma caracteristica comum dos astrocitos reativos em diferentes espécies ¢ a
regulacdo positiva da proteina glial fibrilar 4&cida (GFAP). O aumento de GFAP, em nivel
transcricional e proteico, ¢ observado na maioria das lesdes que atingem o SNC, sendo
amplamente utilizado como um marcador de reatividade (1). Entretanto, a expressio
dessa proteina pode variar dependendo da sua localizagao no SNC, sua proximidade com
o local da lesdo e o tipo de lesdo. Apesar de indicar a reatividade, esse marcador nao
informa a fung¢do ou a heterogeneidade subjacente (38).

Os astrocitos reativos sdo considerados componentes ativos na inflamagao do
SNC, uma vez que expressam uma ampla variedade de receptores, incluindo os de
reconhecimento padrdo e de citocinas. Assim, esse subtipo glial também responde por
meio da produ¢do de moléculas imunorreguladoras que podem promover ou limitar a
inflamagdo em resposta aos insultos no microambiente do SNC. Estudos recentes
mostram que a produ¢do de neurotrofina-3 e o fator neurotréfico, promove a recuperagao
de lesdes graves na medula espinhal, através da regeneragao axonal (39, 40). Por outro
lado, subtipos de astrdcitos reativos liberam uma gama de mediadores pro-inflamatorios
que podem favorecer o recrutamento de células imunes para o SNC. Entre estes,
destacam-se a IL-6, quimiocinas como C-X-C ligante do motivo (CXCL)-1 e IL-8
(CXCLS), proteina 10 induzida por INF-y (IP-10/CXCL10), fator de necrose tumoral
(TNF), proteina quimioatraente de mondcitos 1 (MCP-1/quimiocina C-C ligante do
motivo (CCL2)), proteina inflamatdéria 1 alfa de macréfagos (MIP-1a/CCL3), fator
inibidor de migragdo de macrofagos (MIF), fatores estimuladores de colonias de
granuldcitos-macrofagos (GM-CSF) e fatores estimuladores de coldnias de granulocitos
(G-CSF) (41-44).

A produgdo desses mediadores pode ser desencadeada por citocinas e fatores de
crescimento, como interleucina IL-1a, IL-6, TNF, interferon (IFN)-y, fator inibidor de
leucemia (LIF), fator neurotréfico ciliar e fator de crescimento de fibroblastos (FGF)-2,
FGF-8 (45-50). Além disso, a proteina AP, mediadores da imunidade inata, como
lipopolissacarideo (LPS), purinas, como ATP, neurotransmissores, como noradrenalina e
glutamato, e moléculas de estresse oxidativo, como espécies reativas de oxigénio (ROS),
também tem o potencial de regular a astrogliose (51-55). Esses mediadores podem ser

liberados em resposta a diferentes formas de insultos ao SNC por diferentes células, como



os oligodendrocitos, neurdnios, microglia, leucécitos infiltrantes, células endoteliais,
pericitos e até por outros astrécitos (55).

A resposta gerada pelos astrocitos ¢ modulada por diferentes vias de sinalizagdo
e fatores de transcricao, incluindo STAT3, NFAT e NF-kB. A via NF-kB esta fortemente
associada a neuroinflamacdo e doengas neurodegenerativas. Nos astrécitos, o fator de
transcricdo NF-kB pode ser ativado por mediadores pré-inflamatorios, como citocinas
(TNF, IL-1pB e IL-17), espécies reativas de oxigénio (ROS) e agonistas dos receptores do
tipo Toll (TLR) (56). A regulagdo negativa de NF-kB nos astrocitos tem sido associada a
diminui¢do da inflamagao ou lesdo do SNC em diferentes contextos, como nos modeloes
de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e de lesdo da medula espinhal (57, 58).

Com base na expressdo de um conjunto de genes, dois estados de ativagdo para os
astrocitos murinos reativos tém sido descritos, denominados Al e A2. O fendtipo Al ¢é
induzido por TNF, IL-1a e pelo componente do complemento 1q (Clq). Em contraste

com 0s astrocitos reativos A2, que sdo induzidos por isquemia e promovem a
sobrevivéncia neuronal e o reparo tecidual, foi demonstrado in vitro que os astrocitos Al

perdem varias das suas fung¢des caracteristicas, como a capacidade de promover a
sobrevivéncia e o crescimento neuronal, a formacdo funcional das sinapses e a poda
sinaptica via fagocitose.

O componente 3 do complemento (C3) foi o gene mais altamente regulado nos
astrocitos Al, sendo detectado em amostras de cérebro de pacientes com doenga de
Alzheimer, Parkinson e esclerose multipla (EM), o que sugere a participagdo dos
astrocitos Al na patogénese de doengas neurologicas. Apesar desses achados terem sido
amplamente utilizados como referéncia para trabalhos posteriores, ainda nao esta claro se
a identificagdo desses subconjuntos de astrocitos reativos associados a doenca sdo

estaveis ou apresentam algum grau de plasticidade (59).

1.4 Os astrocitos na esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenca neurologica inflamatoria cronica
desencadeada por fatores genéticos e ambientais, caracterizada por uma resposta
autoimune a mielina. No mundo, a doenga atinge cerca de 2,8 milhdes de pessoas,
enquanto no Brasil, segundo o Comité Brasileiro de Tratamento e Pesquisa em Esclerose
Multipla, aproximadamente 40.000 individuos convivem com essa patologia, enfrentando

uma variedade de deficiéncias fisicas e cognitivas. O diagnostico da doenga costuma



acontecer entre os 20 e 50 anos de idade, sendo a prevaléncia em mulheres de trés a quatro
vezes maior do que em homens (60).

O curso clinico da EM apresenta varias fases e a doenga pode ser classificada em
subtipos: remitente-recorrente, progressiva primaria e progressiva secundaria (61). A EM
remitente-recorrente (EMRR) ¢ a forma mais comum, representando mais de 80% dos
casos ¢ ¢ definida por episodios de sintomas novos ou agravados seguidos por periodos
de recuperagdo. Por mecanismos que permanecem desconhecidos, em torno de 5% dos
pacientes com EMRR podem evoluir para EM progressiva secundaria (SPMS), a forma
mais rara da doenga. A SPMS ¢ caracterizada pelo acimulo progressivo e irreversivel da
incapacidade neuroldgica, sem aparente remissdo e com resposta limitada a terapias. Os
tratamentos disponiveis para a EM atuam, principalmente, na modula¢do do sistema
imunoldgico. Apesar dos avangos recentes, ainda apresentam eficacia limitada e alguns
estdo associados a efeitos colaterais graves (62).

A etiologia da EM permanece pouco compreendida, mas algumas evidéncias sugerem
que esteja relacionada a fatores genéticos e ambientais. Nesse sentido, variagdes alélicas
do haplétipo HLA-DR2 (Human Leukocyte Antigen DR2) tém sido descritas em
pacientes com MS. Os fatores ambientais que favorecem a EM incluem baixos niveis de
vitamina D, tabagismo e infec¢do pelo virus Epstein-Barr (63).

Os estudos sobre a patogénese e tratamento para a EM sdo extensivamente realizados
em modelos pré-clinicos, majoritariamente no modelo de EAE. Esse modelo compartilha
caracteristicas patologicas comuns com a EM, como a neuroinflamagdo, ativagdo de
células gliais, perda axonal e desmielinizagdo. O desenvolvimento do EAE pode variar
em diferentes linhagens animais. Em camundongos C57BL/6, a imunizagdo com o
peptideo MOG em CFA induz uma forma crénica monofasica do EAE. Nesse caso, os
sinais clinicos da doenga sdo didaticamente divididos em trés fases: inicial ou priming,
que ocorre por volta de 9 a 13 dias, caracterizada pelo aparecimento dos déficits motores,
aguda ou peak, por volta de 15 a 20 dias e a fase cronica ou remission, com a redugdo do
score clinico (64, 65).

Mecanisticamente, a inflamagdo desencadeada no SNC e, o consequente processo
degenerativo da EM, envolve a ativagdo de células imunes periféricas e células residentes
do tecido, como astrocitos, microglia e oligodendrdcitos. Numa primeira fase, células
apresentadoras de antigenos (APCs), como as células dendriticas (DCs), apresentam
autoantigenos derivados da mielina as células T naive autorreativas nos 6rgaos linfoides

periféricos (66). Uma vez ativadas, estas células migram para o parénquima do SNC a
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partir de vasos das leptomeninges (66, 67). Na segunda fase da resposta inflamatoria, os
linfocitos T sdo reativados no SNC por células apresentadoras de antigenos residentes.
Assim, ocorre uma producdo secunddria de metaloproteinases e citocinas pro-
inflamatorias, incluindo TNF, IL-17A, GM-CSF e IFNy. Esses eventos aumentam a
permeabilidade de BHE, promovem o recrutamento de monocitos inflamatérios e
neutrofilos para o local e ativam células gliais, particularmente astrocitos e microglias
(68). A resposta inflamatdria local promove a desmielinizagdo, as lesdes neuro-axonais e
danos em oligodendrdcitos (ODC) por meio da produgdo de ROS, mediadores soluveis
(complemento e citocinas) e, provavelmente, pela produ¢do de auto-anticorpos. (69).
Essa cascata de componentes inflamatdrios no SNC acarreta na interrupgao da sinalizagdo
neuronal, refletindo no surgimento de déficits neurologicos caracteristicos da esclerose
multipla (67).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na regulacdo da patogénese da EM pelos
astrocitos reativos. A producdo de quimiocinas, incluindo CCL2, CXCL10, CXCL12 e
CXCLI1, parece impactar diretamente no desenvolvimento da doenca (13). Estudos
demonstraram que a delegdo condicional de CCL2 em astrocitos (células GFAP') diminui
o acimulo de mondcitos (CD11b*/Ly6C") no SNC e a ativagdio microglial
(CD11b*CD45"), levando a menor desmielinizagio e perda de axonios, com consequente
melhora na progressdao da EAE (70, 71).

De modo semelhante, a delegdao condicional de CXCL10 em astrdcitos, reduz o escore
clinico da doenga e a desmielinizacdo da medula espinhal, ndo afeta a composi¢cdo dos
infiltrados de células imunes, mas promove o acumulo de células T CD4" nos espagos
perivasculares (72). Além disso, os astrocitos também apresentaram expressao aumentada
de CXCL12, quimiocina envolvida no recrutamento de mondcitos e células T e B, em
pacientes com EM (73).

Na EM e no EAE aguda, as proteinas de jungdes de oclusdo, como claudinas e
ocludinas, sdo reduzidas e a permeabilidade da BHE ¢ aumentada, facilitando o
recrutamento dos leucécitos para o SNC. A produgdo de IL-18, TNF, glutamato e 6xido
nitrico (NO) pelos astrocitos ativados, pode regular negativamente as proteinas de
jungdes e ainda induzir apoptose de células endoteliais. A produgdo de CCL2 também
desfaz as jungdes aderentes e reduz os niveis de expressdo de claudina 5 (CLDNS) e
ocludina. Por outro lado, as projecdes finais dos astrocitos que envolvem os
capilares/BHE também formam uma barreira fisica que pode influenciar no infiltrado de

leucocitos para o SNC (74, 75). Eilam e colaboradores demonstraram que ha uma perda
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do corpo celular dos astrocitos, bem como de seus processos nas regides perivasculares,
em lesdes de EM recém-formadas. Apos 21 dias de indu¢do da EAE também foi
observado um desprendimento dos corpos celulares e das proje¢des astrogliais com os
vasos sanguineos, sugerindo que alteragdes morfologicas dos astrdcitos podem impactar
na neuroinflamagao (74).

Estudos recentes demonstram que a deplecdo dos astrocitos promove um maior
infiltrado de mondcitos e células no SNC e piora os sinais clinicos durante a fase aguda
do EAE (76, 77). Por outro lado, foi sugerido que a deplecao dos astrdcitos durante a fase
de remissao da EAE reduz a gravidade da doenca, limitando o recrutamento de leucocitos
(71, 78, 79). Nesse sentido, subconjuntos especificos de astrocitos tém sido associados a
patologia da EM. Liddelow e colaboradores, foram um dos pioneiros a observar o
aparecimento de astrdcitos reativos (ativados) em multiplas doengas neurodegenerativas,
incluindo EM. Wheeler e colaboradores identificaram subtipos distintos que expressavam
o fator de transcricdo MAFG e, através da sinalizagdo de GM-CSF, promovia a
inflamacdo e neurodegeneragdo em EAE e EM (80). Por outro lado, também foi
identificado um subconjunto de astrocitos anti-inflamatérios que expressam a
glicoproteina 1 da membrana associada ao lisossomo (LAMP1; também conhecida como
CD107a) e o ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL,
também conhecido como TNFSF). Os autores sugeriram que esses astrocitos
(LAMP1"TRAIL") limitam a patogénese da EAE induzindo a apoptose de células T via
sinalizacdo do receptor 5 (DRS5) de morte TRAIL (81). Considerando os papeis criticos e
diversos dos astrdocitos na EM, ainda ¢ um desafio classificar os subtipos de astrocitos
envolvidos no desenvolvimento da doenga e assim, determinar alvos terapéuticos

promissores para esta doenca autoimune do SNC.
1.5 Metabolismo no SNC e nos astrocitos

Em condig¢des fisioldgicas, o cérebro requer cerca de 20% da glicose e oxigénio
do organismo, para restaurar os gradientes idnicos apds a neurotransmissdao. Devido a
grande demanda metabdlica, ¢ necessario que o fluxo sanguineo permanega constante
apesar das variacdes da pressdo arterial, e que as areas de alta atividade neuronal recebam
os suprimentos energéticos devidos (82).

Os astrdcitos apresentam uma distribui¢do anatomica favordvel para sentir o
ambiente e responder frente as mudangas extracelulares. Através dos numerosos

processos em contato com o0s capilares cerebrais € com as sinapses neuronais, €ssas
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células sdo reguladores multifuncionais do acoplamento neuro-metabolico. Pela
expressao de transportadores especificos, controlam os niveis de neurotransmissores nas
fendas sinépticas e os ions extracelulares, além de fornecerem substrato aos neurdnios,
naturalmente desprovidos de reserva energética (33). Conforme citado anteriormente, nas
projecdes terminais em torno dos vasos sanguineos, os astrocitos expressam GLUT1, que
permite a difusdo facilitada da glicose. A atividade desse transportador ¢ estimulada por
glutamato (liberado pelos neurdnios), mecanismo pelo qual une a atividade sinaptica com
o suprimento energético (83-85). A glicose nos astrocitos ¢ fosforilada pela hexoquinase
tipo I (HK1) e pode ser processada por diferentes vias metabolicas, tais como a glicolise,
a via das pentoses fosfato e a glicogénese.

Os astrocitos apresentam baixas taxas do metabolismo oxidativo em comparagao
com os neurdnios, uma vez que grande parte da glicose que entra na via glicolitica ¢é
liberada como lactato no espago extracelular (86, 87). O perfil glicolitico dos astrocitos e
sua preferéncia pela produ¢do de lactato sdo resultado da expressdo de genes especificos
que envolve enzimas e transportadores, os quais atuam em conjunto para produzir esse
fenotipo. Dentre estas, destaca-se a expressdo da lactato desidrogenase 5 (LDHS), que
favorece a conversao de piruvato em lactato. Por outro lado, os neurdnios expressam,
preferencialmente a lactato desidrogenase 1 (LDH1), que converte o lactato em piruvato
(88). Os astrocitos também apresentam baixos niveis de expressao do transportador de
aspartato/glutamato (AGC), um componente do transporte malato-aspartato que opera na
transferéncia de NADH do citosol para as mitocondrias (89, 90). Assim, apresentam uma
alta razio NAD/NADH, essencial para sustentar vias glicoliticas (91).

Em relagdo ao glicogénio, os astrocitos sdo as principais células que atuam como
reservas desse metabdlito no SNC (92). Assim, em situagdes de privacdo de glicose,
trabalhos demonstram sua importancia para manutencdo da fun¢@o axonal e transmissao
sinaptica, de modo a favorecer a manutengdo da homeostase do SNC em condi¢des de
hipoglicemia sistémica (93). A metaboliza¢cdo de 4cidos graxos por astrdcitos também ¢
importante para a atividade sinaptica, dada a expressdo exclusiva do complexo acido

graxo sintase nos astrocitos (94).
1.6 A via das Hexosaminas

A glicose ¢ um nutriente crucial para o metabolismo energético das células. Além
da funcdo energética, a glicose participa na biossintese de outras moléculas, como

lipideos, aminodacidos, acidos nucleicos e outros sacarideos. Uma dessas rotas ¢ chamada
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de via das hexosaminas (VH) que resulta na produ¢ao de UDP-GlcNAc (Uridina difosfato
N-acetil-D-glicosamina) através da integracdo do catabolismo da glicose, de
nucleotideos, aminoacidos e lipideos (95).

A VH inicia-se com a fosforilagdo da glicose pelas hexoquinases produzindo a
glicose-6-fosfato (G6P). Na rota glicolitica, a G6P ¢ convertida pela fosfoglicoisomerase
a frutose-6-fosfato (F6P), um intermedidrio comum para as demais reagdes da glicolise e
para a VH. Estima-se que cerca de 2 a 3% da glicose captada ¢ desviada para a VH,
especialmente em adipocitos cultivados in vitro, sendo necessario estudos adicionais para
entender como a glicose flui através desta via em diferentes condi¢des de crescimento e
tecidos.

Na via das hexosaminas, a FO6P serd metabolizada pela enzima frutose-6-fosfato
aminotransferase (GFAT) (95-97). Existem duas isoformas para esta enzima, a GFATI1 e
a GFAT2, com 75-80% de homologia estrutural, atividade funcional similar e com
diferente distribui¢do no organismo. Na regido N-terminal da GFAT existe um dominio
glutaminase que hidrolisa a glutamina em glutamato e amodnia. A regido C-terminal abriga
dominios de isomerase que convertem FO6P em glicosamina-6-fosfato (GIcN6P). Esta
reacdo ¢ a etapa limitante da via das hexosaminas. A GIcN6P ¢ substrato da enzima
GNPNATI (glicosamina-6P Nacetiltransferase), que utiliza uma molécula de acetil-CoA
para formar o N-acetil-D-glucosamina-6P (GIcNAc6P). Este intermedidrio ¢ entdo
convertido pela fosfoglicomutase 3 (PGM3) em Nacetil-D-glicosamina-1P (GIcNAc1P),
que recebe um nucleotideo ativador na sua estrutura através da enzima UAP1 (UDP-N-
acetilglicosamina pirofosforilase-1) para formar o produto final da via, o UDP-N-Acetil-
D-Glicosamina (UDP-GIcNAc). O UDP-GIcNAc ¢ precursor de outros aminoacidos
necessarios para a biossintese de glicoproteinas, glicolipidios, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos em organelas como complexo de golgi e reticulo endoplasmatico.
Além da fungdo estrutural, o UDP-GlcNac tem uma fun¢do modulatéria crucial para
eucariotos superiores e ¢ substrato para as reagdes de O-GlcNAcilacdo (98).

A O-GlcNAcilagao ¢ uma mudanga pos-traducional na qual uma molécula de
GlcNAc ¢ inserida nas hidroxilas de residuos de serina ou treonina de proteinas alvos
localizadas no citoplasma, no nucleo ou nas mitocondrias. A O-GlcNAcilagao (B-N-
acetilglicosamina ligada a uma molécula de O) de proteinas regula diversos processos
bioldgicos, incluindo proliferacdo celular, ativagdo do sistema imunoldgico, apoptose,

resposta ao estresse, trafego de proteinas e detec¢do de nutrientes.
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Diferente das demais mudancas pos-traducionais, a O-GIcNAcilacdo ¢ catalisada
por duas enzimas: a OGT (O-GlcNAc transferase) e a OGA (O-GlcNAcase) (99). Assim,
a O-GIcNAcilacdo, ndo depende apenas da disponibilidade do substrato final UDP-
GlcNac, mas também da disponibilidade de nutrientes, da atividade e abundancia das
enzimas OGT e OGA que vao regular esse processo. Existem 3 isoformas de OGT que
compartilham o dominio catalitico carboxiterminal e o dominio de ligagdo ao
fosfatidilinositol, mas diferem no tamanho da regido aminoterminal e na localizagao
subcelular. Estdo presentes no nucleo do citoplasma, o ncOGT (nucleocitoplasmatica) e
a sOGT (pequena OGT), enquanto a mOGT (mitocondrial) esta localizada na membrana
interna da mitocondria. Além da OGT classica, existe outra enzima denominada ¢OGT,
a qual esta localizada no reticulo endoplasmatico, que também catalisa a O-GlcNAcilagao
em proteinas extracelulares (99).

A OGT apresenta mais de 4.000 alvos e pode modular diversas classes de
proteinas, que incluem fatores de transcricao, nucleoporinas, reguladores epigenéticos,
proteinas mitocondriais, quinases, enzimas e proteinas estruturais (99, 100). Por outro
lado, sua atividade ¢é regulada por diferentes mecanismos — splicing alternativo, expressao
génica, formacdo de oligdmeros que permitem maior interagdo com os substratos,
modificagdes pos-traducionais, disponibilidade de seus substratos e pelo fluxo de
nutrientes (99, 101).

A OGA ¢ altamente conservada entre as espécies e apresenta duas isoformas: a
ncOGA (nucleocitoplasmatica), que apresenta o dominio aminoterminal com atividade
O-GlcNAc hidrolase e o dominio carboxiterminal com atividade tipo histona
acetiltransferase (HAT-like) e a isoforma curta (SOGA), a qual perde o dominio HAT-
like localizado no reticulo endoplasmatico e nas ancoras de membrana. Semelhante a
OGT, a OGA ¢ capaz de se ligar a diversos substratos proteicos diferentes para exercer
suas fungoes (99, 102).

O equilibrio da atividade destas duas enzimas no controle dos niveis de O-GlcNAc
¢ indispensavel para a manutencdo da homeostase e para a sobrevivéncia. A O-
GlcNAcilagao ¢ requerida para o crescimento e a sobrevivéncia celular, por meio da
sustentacdo de vias de sinalizagdo, captagdo de nutrientes, degradagdo de proteinas mal
dobradas, reducdo de vias pro-apoptoticas e homeostase do reticulo endoplasmatico

(103).
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1.7 A O-GIlcNacilacdo em células imunes

Diversos estudos sugerem que a O-GlcNacilagdo de moléculas envolvidas com a
cascata inflamatéria pode regular a ativagdo das células imunes. Sob condic¢des
hiperglicémicas, por exemplo, a O-GlcNAcilagdo da subunidade p65 do fator de
transcricao NF-xB aumenta a atividade transcricional ao diminuir a ligagdo de IxBa, uma
proteina reguladora que inibe a atividade do complexo NF-xB (104). Allison e
colaboradores demonstraram que a O-GlcNAcilagdo aumenta a atividade transcricional
de NF-kB por meio da sua acetilagdo. Os ensaios de imunopreciptacdo de cromatina
demonstraram que, apos ativagdo com TNF, a OGT se localiza em promotores regulados
por NF-kB aumentando a acetilagdo da porgao p65 (105).

Em células T, Ramakrishnan e colaboradores demonstraram que altas
concentragdes de glicose induzem a O-GlcNAcilagdo da serina 350 de c-Rel, uma
subunidade de NF-kB. Mutagdes desse dominio impediram a O-GlcNAcilagdo e a
inducao de moléculas downstream ao NF-kB (IL-2, IFNy e CSF2) (106).

A OGT regula fungdes adicionais em células T. A O-GlcNAcilagdo de NFAT
inibe a produgao de IL-2 (107). A produgdo de IL-17A por células Th17 ¢ aumentada em
pelo tratamento com Thiamet-G (TMG), um inibidor seletivo de OGA. Esses mecanismos
foram correlacionados a maior ligacdo do fator de transcricdo RORyt ao promotor da IL-
17 (108). Em células T reguladoras (Tregs) a O-GlcNAcilacdo estabiliza o fator de
transcricdo FOXP3 e ativa STATS. Treg deficientes em O-GlcNAc desenvolvem-se
normalmente, mas exibem fungao efetora e estabilidade de linhagem prejudicados (109).

Em macréfagos, o papel da O-GIcNAcilagdo permanece inconclusivo. Ryu e
colaboradores demonstraram que a enzima OGT ¢ modificada por S-nitrosilacdo em
macrdéfagos murinos. Quando estimulados com LPS, a OGT ¢ desnitrosilada, o que
aumenta a O-GlcNAcilacdo de p65. Em contrapartida, a atenuacdo da O-GlcNAcilagdo
reduz a translocacdo nuclear de p635, resultando na diminui¢do da producao de NO e IL-
1B (110). Li e colaboradores demonstraram que macrofagos desafiados com o virus da

estomatite vesicular (VSVs) apresentavam um aumento na O-GlcNAcilagdo. Essa
modificagdo pos-traducional regula a funcdo de MAVS e assim, controla a resposta imune
antiviral, observado através da reducdo na producao de citocinas como IFN-f (111).

Em contrapartida, a O-GIlcNAcilagdo de STAT3 na treonina 717 parece regular

negativamente sua fosforilagdo e reduzir a producao de IL-10 em macrofagos (112). Em

um outro estudo, apesar do aumento das vias da glicolise e da pentose-fosfato, a ativagao
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de macrofagos com LPS resultou em uma atividade reduzida das enzimas da via das
hexosaminas. A dele¢do da OGT especificamente em células LysM™ levou a uma maior
ativagdo da resposta imune inata e exacerbacdo da inflamagdo em um modelo de sepse.
Mecanisticamente, a O-GlcNAcilagdo de RIPK3 impediu sua interagdo com RIPK1 e a

consequente indu¢do de necroptose (113).
1.8 A O-GIcNAcilagao no sistema nervoso central: homeostase e na doenca

Embora a enzima OGT esteja distribuida por todo o corpo, ela ¢ particularmente
abundante no SNC. Estudos recentes sugerem que a modulacdo da O-GlcNAcilagdo no
cérebro altera fungdes sindpticas e neuronais, impactando no desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas.

No SNC, a O-GlcNAcilacao ¢ fundamental na fisiologia do tecido e sobrevivéncia
neuronal. Estudos descrevem que a delecdo de OGT causa letalidade das células-tronco
embriondrias, enquanto a auséncia da OGA leva a letalidade perinatal (95, 114, 115).
Embora os mecanismos ainda ndo estejam claros, a eliminacdo de OGT e OGA
especificamente em neurdnios resulta em graves anormalidades no sistema nervoso,
marcada principalmente pela neurodegeneracdo progressiva, que inclui morte neuronal,
déficits de memoria e aumento da produgdo da proteina tau hiperfosforilada e peptideos
B amiloides. Algumas evidencias sugerem que as deficiéncias cognitivas observadas
durante o envelhecimento podem ser resultantes da diminui¢do da expressdo de OGT e,
consequentemente, da O-GlcNAcilagdo em neurdnios. Wheatley e colaboradores
apontaram que a superexpressao de OGT em neurénios do hipocampo de camundongos
geriatricos ¢ capaz de resgatar as deficiéncias relacionadas a idade no aprendizado
espacial e na memoria (116).

Na doenga de Alzheimer (DA), sugere-se que a O-GlcNAcilagdo cerebral possa
ser de até¢ 50% menor. Park e colaboradores demonstraram que o aumento da O-
GlcNAcilagao pela delecio de OGA em animais SXFAD (modelo animal para DA)
melhora a fun¢do cognitiva, diminui o acimulo de placas AP, a perda neuronal, a
neuroinflamag¢do e a recuperacdo da atividade fagocitica da micréglia. Os autores
sugeriram que o papel protetor exercido pela OGT na DA pode ser devido a O-
GlcNAcilagdo de RIPK3, que inibe a necroptose (114). Mecanisticamente, a O-
GlcNAcilagao pode modular o desenvolvimento da DA por modificar as duas principais
proteinas envolvidas na doenca: a proteina f-amiloide, formada através da clivagem da

proteina precursora amiloide (APP) e a proteina Tau. Na literatura, trabalhos demonstram
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que a O-GlcNAc em residuos da APP leva a uma menor taxa de clivagem, diminuindo a
formagdo e a deposi¢ao de placas f-amiloides (117). Além disso, a maior atividade da
enzima OGT parece prevenir a hiperfosforilagdo e agregacdo da proteina Tau, inibindo a
formagdo dos agregados neurofibrilares ao longo do SNC (118, 119).

Existem relatos de que a O-GlcNAcilagdo também desempenha um papel
neuroprotetor na patologia da Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Camundongos com
superexpressdo de SOD1 (modelo animal para ELA) apresentam niveis reduzidos de O-
GlcNac em neur6nios motores da medula espinhal comparado com camundongos
controles (115).

Na doenga de Parkinson (DP), a proteina a-sinucleina tem papel central no
desenvolvimento da doenca, sendo expressa principalmente nos terminais pré-sinapticos
e nas vesiculas sindpticas. Tal como acontece com outras proteinas propensas a
agregacdo, a fosforilacdo da a-sinucleina pode gerar agregacdo anormal e formar os
“corpos de Lewy”, capaz de perturbar significativamente a estrutura e fungdo celular, o
que eventualmente causa morte neuronal (120). A a-sinucleina também ¢ uma proteina
alvo do processo de O-GlcNAc. Estudos indicam que a O-GlcNAcilagao de a-sinucleina
pode atenuar a agregagdo patoldgica e assim, a neurototoxicidade mediada pela proteina,

especialmente in vitro (121).
1.9 A O-GIcNAcilacao nos astroécitos

Nos tltimos anos, alguns trabalhos tém estudado o papel da O-GlcNAcilagdo em
astrocitos. Em 2019, Rahman e colaboradores investigaram se a O-GlcNacilagdo regula
a autofagia em astrocitos, cujo processo estd intimamente associado a neurodegeneragao.
Os autores demonstraram que a inibi¢do da OGT por aloxano e siRNA ¢ capaz de
aumentar a autofagia através da indug¢do da proteina de membrana associada aos
lisossomos 1 (LAMP-1) (122).

Fan e colaboradores investigaram se a OGT expressa em astrocitos poderia
influenciar a expressao de proteinas no cortex pré-frontal medial (mPFC), uma regido do
SNC que esta relacionada com a regulagdo do comportamento e atua no controle das
emocdes, cognicao social e tomada de decis@o. A disfuncdo dos astrocitos no mPFC tem
sido implicada em varios disturbios neuropsiquidtricos, como transtorno depressivo
maior, epilepsia, transtornos de ansiedade e déficits de aprendizado e memoria. Para isso,
deletaram a OGT especificamente nos astrocitos e realizaram uma analise protedmica da

regido do mPFC. Através das analises de bioinformatica foi possivel observar uma
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alteracdo de diversas proteinas em decorréncia da auséncia da OGT, sendo elas
relacionadas a processos metabolicos, biossintéticos e atividade transferase. O
metabolismo de alanina, aspartato e glutamato e a via de sinalizacdo JAK/STAT, por
exemplo, estiveram enriquecidas entre as proteinas reguladas positivamente. Além disso,
o GFAP, um marcador de astrocitos reativos, aumentou apds a delecdo de OGT. Esses
resultados forneceram uma base para estudos futuros sobre o papel da OGT/O-
GlcNAcilagao na fungdo dos astrécitos no mPFC (123).

Complementando o estudo anterior, Fan e colaboradores sugeriram o papel da O-
GlcNacilacdo em astrécitos, especialmente na regido de mPFC na modulagdo do
comportamento depressivo. A delecdo seletiva de OGT em astrocitos resultou em efeitos
do tipo antidepressivo nos camundongos. Além disso, a OGT modulou a transmissdo
sinaptica glutamatérgica através da O-GlcNAcilagdo de GLT-1 em astrocitos. O nocaute
especifico de astrocitos da OGT preservou a atrofia da morfologia neuronal e os déficits
de atividade de Ca?" causados pelo estresse cronico e resultou em efeitos antidepressivos.
O estudo revela que a OGT nos astrocitos no mPFC regula comportamentos do tipo

depressivo por meio da O-GlcNacilagdo de GLT-1 (124).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o papel da O-GlcNAcilagdo nas fun¢des neuroinflamatorias dos astrocitos.
2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar o perfil de expressdo da OGT em astrocitos em condigdes
neuroinflamatorias in vitro e in vivo;

2.2.2 Avaliar a atividade da OGT em astrocitos em condi¢des neuroinflamatorias in vitro
e in vivo.

2.2.3 Investigar o participagdo da OGT em astrdcitos em condicdes fisiologicas e
neuroinflamatorias.

2.2.4 Investigar os possiveis mecanismos pelos quais a OGT expressa em astrocitos

participa do desenvolvimento da neuroinflamacao.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Experimentac¢io animal

Foram utilizados camundongos isogénicos selvagens (wild type, WT) da linhagem
C57BL/6 provenientes do Biotério Central da Universidade de Sdo Paulo — Campus
Ribeirdo Preto (USP/RP). Camundongos A/dhil1-Cre (Aldhll1-cre/ERT2)1Khakh/J) e
Ogt-Flox (Ogt™ 9*"/]) foram obtidos da The Jackson Laboratories e expandidos in house.

Os animais utilizados nos experimentos foram acondicionados no biotério do
Departamento de Farmacologia da FMRP-USP, com temperatura ambiente 23-25°C,
ciclo claro-escuro de 12 horas e acesso livre a comida e 4gua. Camundongos de 8-10
semanas de idade e pareados por sexo foram utilizados para experimentagdo. Todos os

experimentos foram conduzidos de acordo com as normas do Comité de Etica na
Utilizagao de Animais da Faculdade de Ribeirao Preto (CEUA - FMRP/USP), nimero de
protocolo 29/2020.

3.1.1 Deplecao da enzima OGT em astrocitos

Para deplecdo da enzima OGT em astrocitos dos animais geneticamente
modificados (Aldh111¢°ER:Ogi™"), foi administrado 100uL de tamoxifeno (Sigma-
Aldrich) intraperitonealmente (i.p.) nos animais com seis semanas de idade, na

concentragcdo de 75 mg/kg, durante cinco dias consecutivos.
3.1.2 Inducio da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE)

A inducdo da EAE foi realizada seis semanas apds o fim do tratamento com
tamoxifeno, quando os animais Aldh111°ER:Ogt"" tinham 12 semanas de idade. Os
camundongos foram imunizados por via subcutanea (s.c.) em ambos os lados dos flancos
posteriores, com emulsdo contendo 300pg de MOGss.ss (glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos; Genemed Synthesis) em CFA (adjuvante completo de Freund; Sigma-
Aldrich) suplementado com 5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis (H37RA, Difco).

Adicionalmente, cada animal recebeu 200 ng de toxina pertussis (Sigma-Aldrich)
em 200uL de solugdo salina por via i.p. nos dias 0 e 2 apds imunizacdo. Os animais foram
imunizados sob anestesia com isofluorano (2%).

Os sinais clinicos da EAE foram monitorados diariamente de acordo com escala

previamente padronizada: 0 = sem sinais clinicos; 0,5 = cauda parcialmente flacida; 1,0
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= cauda flacida; 1,5 = perda da coordenacdo motora; 2,0 = paresia (fraqueza) dos
membros posteriores; 2,5 = paralisia parcial dos membros posteriores; 3,0 = paralisia total
dos membros posteriores; 3,5 = paralisia total dos membros posteriores e fraqueza de
membros anteriores; 4,0 = para paralisia unilateral de membros anteriores; 4,5 = paralisia

total de membros anteriores; € 5, 0 = moribundo.
3.2 Analises de bioinformatica

Dados publicos de scRNA-Seq disponibilizados em Gene Expression Omnibus
(GEO) sob o ntimero de acesso GSE1301119 foram utilizados para analise do perfil
transcricional de células da medula espinal de animais submetidos a EAE (naive = 6,
priming = 4, peak = 6, remission = 6). A expressdo génica de enzimas glicoliticas foram

determinadas através de tSNE plot.
3.3 Cultura primaria de astrocitos

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (WT) recém-nascidos
(entre 0 e 2 dias). Um dia antes da cultura todo o material necessario foi autoclavado. Os
animais foram higienizados com alcool 70% e, apoés anestesia, decapitados. Sob lupa
estereoscopica, em meio DMEM incompleto, o cortex cerebral foi isolado e as meninges
cerebrais removidas.

Os tecidos foram homogeneizados e dispersos até o nivel unicelular passando por
um filtro de células (70 um). Apds centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em DMEM-high glucose, contendo penicilina, fungizona, glutamina e soro
fetal bovino 10% e cultivado a 37°C em garrafas de cultura de 75cm?. O meio foi
substituido a cada 4 dias. Apds as células atingirem confluéncia desejada (10-12 dias),
iniciou-se o processo de isolamento e enriquecimento da populacdo de astrocitos. As
garrafas foram colocadas em um shaker orbital a 200 rpm durante quatro horas, com troca
do meio a cada 2 horas. No final desse intervalo, foi adicionada tripsina para a remogao
das células aderidas ao fundo da garrafa. O enriquemento dos astrocitos foi realizado

através da utilizacdo de microesferas magnéticas anti-ACSA2 (Miltenyi Biotec).
3.4 Processamento de tecidos para citometria de fluxo

Camundongos naive ou submetidos a EAE foram anestesiados e perfundidos

transcardialmente com PBS 1x gelado. A medula espinhal foi coletada, cortada em
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pequenos pedagos e digeridas por 30 min a 37°C com colagenase D (2,5 mg/ml; Roche
Diagnostics). As células foram isoladas pela passagem do tecido através de um filtro
celular de 70 um, seguido de centrifugacdo em gradiente Percoll 30% (GE Healthcare).
A camada de mielina na superficie foi retirada e o pellet restante utilizado para realizar
as marcagdes com anticorpos especificos. Os linfonodos drenantes também foram
processados e digeridos com colagenase IV (0,2mg/ml) por 30 min a 37°C. Apos
digestdo, as células foram filtradas em filtro de células de 100 um e ressuspendidas em

PBS1x para a marcagao.
3.5 Citometria de fluxo

Para a marcagdo de moléculas de superficie, as suspensdes celulares foram
incubadas com anticorpos conjugados a fluorocromos diluidos em uma solu¢do de PBS1x
e BSA 1% por 30 minutos a 4°C. Em algumas ocasides, para identificacdo das citocinas
intracelulares, as células foram estimuladas com forbol 12-miristato 13- acetato (PMA)
(50 ng/mL; Sigma-Aldrich) e ionomicina (500 ng/mL; Sigma-Aldrich) na presenca de
um inibidor do transporte de proteinas contendo monensina (GolgiStop 1.5 mg/mL; BD
Biosciences) em meio IMDM completo por 4 h (37°C, 5% CO.). Ap6s a marcagdo dos
antigenos de superficie, as células foram fixadas e permeabilizadas utilizando um kit de
fixagcdo/permeabilizacdo (Foxp3 Fixation/Permeabilization Kit; Invitrogen) de acordo
com as especificacdes do fornecedor. A marcagdo dos alvos intracelulares foi realizada
utilizando anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos. As células foram lavadas,
ressuspendidas em 1X PBS e adquiridas em citometro de fluxo (FACSVerse ou
FACSCanto II; BD Biosciences). Os dados obtidos foram exportados e analisados usando

o software FlowJo™ v10 (BD Biosciences).

Os seguintes anticorpos foram utilizados neste trabalho: Live/Dead-APC H7
(Invitrogen, 1:5.000), anti-CD11b-FITC (Biolegend, clone N418, 1:300), anti-ACSA-PE
(Miltenyi Biotec, clone TH3-18A3, 1:300), anti-O-GlcNAc-APC (Novus Biologicals,
clone RL2, 1:10.000), anti-CD4-FITC (Biolegend, clone RM4-5, 1:300), anti-IL17-
BV421 (Biolegend, clone TC11-18H10, 1:300), anti-Foxp3-PE (clone PCH101, 1:300),
anti-CD45-BV421 (eBiosciences, clone 2B11, 1:400), anti-Ly6G-APC (eBiosciences,
clone 1A8, 1:300), anti-Ly6C-PERCP (eBiosciences, clone HK1.4, 1:250), anti-CCR2-
PE (RD, clone 475301, 1:250), anti-CX3CR1-APC (Biolegend, clone SAO11F11, 1:250),
anti-CD11c-BV421 (Biolegend, clone N418, 1:300).
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3.6 qPCR

O lisado celular da cultura de astrocitos foi armazenado em tampao de lise para
posterior extragdo de RNA (RNeasy Micro Kit, Qiagen, Hilden, Alemanha). A extra¢do
do RNA seguiu conforme recomendagdes da empresa fabricante. A sintese de cDNA foi
realizada utilizando o kit de transcricdo reversa High-Capacity (Invitrogen Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA). O cDNA foi utilizado para a realizagdo do
PCR em tempo real em um StepOne Plus RealTime PCR System, utilizando o sistema de

fluorescéncia SYBR-green® Master Mix (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Foram utilizados os seguintes primers:

Gene Sequéncia 5°->3’

Gapdh F: GGGTGTGAACCACGAGAAAT e R: CCTTCCACAATGCCAAAGTT

Gfap F: TCTAAGGGAGAGCTGGCAGGGCT e R: AGGGCGAAGAAAACCGCATGACC

16 F: TTCCTACCCCAATTTCCAAT e R: CCTTCTGTGACTCCAGCTATC
Mcpl  F: ATGAGTCGGCTGGAGAAC e R: GTGGAAAAGAGAGTGGAT

Cxcll  F: ACCCGCTCGCTTCTCTGT e R: AAGGGAGCTTCAGGGTCAAG
Hifla F: CCTGCACTGAATCAAGAGGTTGC e R: CCATCAGAAGGACTTGCTGGCT
Pdiki  F: CCACTGAGGAAGATCGACAGAC e R: AGAGGCGTGATATGGGCAATCC
Glutl F: GCTTCTCCAACTGGACCTCAAAC e R: ACGAGGAGCACCGTGAAGATGA
Hkl  F: GAAAGGAGACCAACAGCAGAGC e R: TTCGTTCCTCCGAGATCCAAGG
Hi2  F: CCCTGTGAAGATGTTGCCCACT e R: CCTTCGCTTGCCATTACGCACG
Pfkfb3  F: TCATCGAGTCGGTCTGTGACGA e R: CATGGCTTCTGCTGAGTTGCAG
Pkml  F: CAGAGAAGGTCTTCCTGGCTCA e R: GCCACATCACTGCCTTCAGCAC
Pkm2  F: CAGAGAAGGTCTTCCTGGCTCA e R: GCCACATCACTGCCTTCAGCAC
Gfptl  F: AGC CCTCTGTTGATTGGTGT e R: TCCATCTGGAGTGT TTGCAC

Ogt  F: TCGTAGTACACACAAGCCAGG e R: AGGAAATGTCTTGAAAGAGGCAC

Oga F: ACTGTGCCAACAGGACCATCCT e R: CTGTGCTGAAGAGTGACTACGAC

3.7 ELISA

A determinagdo dos niveis de citocinas do sobrenadante das culturas foi realizada
por método imunoenzimatico, sendo utilizados os kits da empresa R&D Systems,

realizados de acordo com as instru¢des do fabricante. O coating da placa foi realizado
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overnight a 4°C com anticorpo de captura diluido em PBS 1x (50 pL/poco). Foram
dosadas as seguintes citocinas/quimiocinas: IL-6, CCL2, CXCL1, CXCL10, IL-10, GM-
CSF, IFNy. A curva padrao foi realizada nas concentragdes a partir de 2.000 pg/mL - com
excecdo de CXCL10 (6.000 pg/mL).

As placas foram bloqueadas de ligagdes inespecificas através da adi¢ao de 100 pL
de PBS-BSA 1% durante duas horas, em temperatura ambiente. As amostras de interesse
foram incubadas overnight a 4°C e, apds a lavagem, adicionou-se o anticorpo de deteccao
conjugado a enzima peroxidase (50 uL/pogo). Por fim, o complexo estreptavidina-biotina
(1:40 em PBS-BSA 1%) foi adicionado seguido de Tetrametilbenzidina (KPL SeraCare)
para a deteccdo de quimiluminescéncia. A densidade 6ptica foi lida apds acréscimo de

acido sulfurico. Os valores de concentragdo das proteinas foram fornecidos em pg/mL.
3.8 Western Blotting

O lisado celular da cultura de astrocitos foi homogeneizado em tampao RIPA.
Uma aliquota foi separada para dosagem de proteinas totais pelo método de BCA numa
curva padrdo entre 1,5 e 0,1 pg/mL. Amostras do homogeneizado foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e transferidas para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram posteriormente incubadas overnight a 4°C com
solucdo de bloqueio de leite desnatado 5% (Cell Signaling). Apods a lavagem, as
membranas foram incubadas com anticorpos primarios anti-OGT (Cell Signaling, 1:1.000
em BSA 5%), anti-O-GlcNac (Abcam, 1:1.000 em BSA 5%) e anti-GFAT2 (Sigma,
1:1.000 em BSA 5%). Posteriormente, foi feita a incubacdo das membranas com
anticorpo secunddrio anti-rabbit e anti-mouse, conjugados com peroxidase (1:5.000 em
leite 5%) e, entdo, foram reveladas com kit de quimioluminescéncia (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech, Little Chalfont, U.K.). Como controle endoégeno, utilizou-se o

anticorpo primario anti-B-actina (Cell Signaling, 1:1.000 em BSA 5%).
3.9 Seahorse

A OXPHOS, que representa a respiracdo mitocondrial, foi determinada pela taxa
de consumo de oxigénio (OCR, do inglés Oxygen Consumption Rate) das células, através
do analisador de Fluxo Extracelular XF96 Seahorse Bioscience (Agilent). Astrocitos
diferenciados in vitro foram ressuspendidas em meio Seahorse XF RPMI 1640

suplementado com 2,5 mM de glicose, 1 mM de piruvato e 2 mM de L-glutamina.
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Microplacas Seahorse XF96 foram previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma-
Aldrich) overnight, a 4 °C. Em seguida, as placas foram lavadas e as células (1,5 x 10°
células/pogo) foram incubadas por 1 h, 37 °C, na auséncia de CO,. Nesses experimentos,
foram utilizados os protocolos do Mito Stress, que consiste na adi¢do sequencial de 4 uM
de oligomicina, 3 M de carbonil cianeto-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (carbonyl
cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; FCCP) e 3 uM de rotenona/antimicina A
(todos da Sigma-Aldrich). As medidas de cada experimento foram realizadas em
triplicata. Os parametros foram calculados da seguinte forma: Respira¢do basal: OCR
antes da oligomicina - OCR apoés rotenona/antimicina A; Respiracdo maxima: OCR apds
FCCP - OCR ap06s rotenona/antimicina A; Producdo de ATP: respiracdo basal - valor
minimo de OCR apds oligomicina. A taxa de acidificacdo extracelular (ECAR) do meio
também foi avaliada durante o teste de estresse glicolitico, utilizando neste ensaio: glicose

20 mM, oligomicina 40 uM e 2-desoxiglicose 80 mM.
3.10 Imunofluorescéncia

Para os experimentos de imunofluorescéncia, os animais foram eutanasiados e
perfundidos com PBS 1x via intracardiaca, seguido por paraformaldeido 4% tamponado
(pH 7,0). A medula espinhal foi coletada e criopreservada com sacarose 30% a 4°C. Em
seguida, as amostras foram congeladas em meio preservante Tissue-Tek® O.C.T. e
criosseccionadas (60 pm). As secgdes foram inicialmente incubadas com
FluoroMyelin™ Red Fluorescent Myelin Stain (Invitrogen, 1:5.000) e anticorpo primario
anti-GFAP (Millipore, 1:200). Posteriormente, adicionou-se o anticorpo secundario
conjugado com fluorocromo. As expressdes de marcadores fluorescentes foram

analisadas por microscopia confocal em um Leica TCS-SP5 AOBS.
3.11 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por one-way ANOVA seguido por teste
de Bonferroni (para trés ou mais grupos), comparando todas as colunas. Two-way
ANOVA foi utilizado para avaliacdo do decurso temporal do score da EAE entre os
grupos. Para avaliar diferentes grupos de varidveis ndo-pareadas, utilizou-se o teste T
Student. Valores com P < 0,05 foram considerados significativos estatisticamente. As

analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.
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4. Resultados

4.1 Padronizacio da cultura primaria de astrdcitos e avaliacdo da resposta frente a

estimulos inflamatorios.

Iniciamos nossos estudos padronizando a cultura primaria de astrdcitos e
caracterizando a resposta dessas células frente a estimulos inflamatdrios. Conforme
descrito em trabalhos anteriores, cortices de animais C57BL/6 recém-nascidos foram
coletados e separados das meninges, o tecido foi macerado e as células recuperadas
mantidas em garrafa de cultura entre 10 e 12 dias (77, 125). Apos esse periodo, as
amostras foram colocadas sob constante agitacdo, por 4 horas. O sobrenadante foi
descartado e as células aderidas retiradas. Antes do plaqueamento, conforme verificado
por citometria de fluxo, a populagdo de astrocitos (células ACSA-2%) representava em
torno de 70% das células (Fig. 1A), enquanto as microglias (populagdes CD11b%),
consistiam aproximadamente 7-10% do pool inicial (Fig. 1A).

Com o objetivo de excluir a potencial interferéncia de outros subtipos celulares
em nosso sistema, microesferas anti-ACSA-2 foram utilizadas para o enriquecimento dos
astrocitos. Ao final desse processo, células ACSA-2" (astrocitos) rotineiramente

representaram >95% da populacdo presente em nossas culturas (Fig. 1B).
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Figura 1. Purificacio da cultura primaria de astrécitos. Cortices de animais C57BL/6 recém-nascidos
foram extraidos, macerados e as células obtidas foram mantidas em garrafas de cultura (10-12 dias).
Posteriormente, microesferas anti-ACSA-2 foram utilizadas para o enriquecimento da populagdo ACSA-
2" antes do plaqueamento. (A) Frequéncia de astrocitos (ACSA-2%) e microglia (CD11b") vidveis antes e
(B) apos a purificag@o. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes realizados durante
este trabalho.
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Uma vez que a cultura foi satisfatoriamente padronizada, procuramos determinar
como os astrdcitos respondiam frente a um desafio inflamatorio padrdo — a citocina TNF.
Ao se ligar nos receptores TNFR1 (p55) e/ou TNFR2 (p75) em astrocitos , o TNF ativa
vias de sinalizacdo relacionadas a proliferacdo celular e propagacdo da resposta
inflamatoria (126-128). Neste sentido, iniciamos por avaliar a expressdo temporal génica
e proteica de conhecidos mediadores inflamatérios na presenca de 10 ng/ml de TNF.

Conforme pode ser observado na Figura 2, houve um aumento significativo da
transcri¢ao de IL-6, CXCL1 e CCL2 ao longo de todo periodo analisado em relacdo ao
meio ndo estimulado. //6 e Cxcll apresentaram pico de expressdo nas primeiras 6 horas
(Fig. 2A). A andlise da expressdo proteica por ELISA corroborou as observagdes
anteriores. IL-6, CXCL1 e CCL2 estiveram substancialmente concentrados no meio de
cultura, especialmente 12 horas apos o inicio do estimulo (Fig. 2B).
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Figura 2. A ativacdo de astrécitos por TNF induz a expressdo de mediadores inflamatérios. Cultura
primaria de astrocitos estimulada com TNF (10ng/ml) por 6h, 12h e 24h. (A) Andlise da expressdo génica
relativa de /6, Cxcll e Ccl2 por RT-qPCR. (B) A concentragdo proteica dos mediadores inflamatdrios
presentes no sobrenadante da cultura foi mensurada por ELISA. Os dados foram expressos em média +
E.P.M. *P < 0,05 em relagdo ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni.
Os dados sdo representativos de 3 experimentos independentes com resultados similares, sendo cada ponto
uma amostra bioldgica.

Posteriormente, investigamos a relacdo entre a concentracao de TNF e a produgao
desses mesmos mediadores. Conforme demonstrado na Figura 3, IL-6, CXCL1, CCL2 e
CXCL10 foram induzidos em todas as concentragdes testadas (0,1, 1 e 10 ng/ml). Com

excecdo do CCL2, todos responderam de maneira dose-dependente .
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Figura 3. A ativacio de astrocitos por TNF induz producio de mediadores inflamatérios de maneira
dose-dependente. Cultura primaria de astrocitos estimulada com TNF (0,1, 1 e 10ng/ml). (A) A
concentragdo proteica de IL-6, CCL2, CXCL1 e CXCL10 foi mensurada por ELISA no sobrenadante da
cultura ap6s 12h de estimulo frente a diferentes concentragdes da citocina. Os dados estdo expressos em
média + E.P.M. * P < 0,05 em relagdo ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de pos-teste
Bonferroni. Os dados s@o representativos de 3 experimentos independentes com resultados similares, sendo
cada ponto uma amostra bioldgica.

No contexto experimental, o lipopolissacarideo (LPS) também tem sido
amplamente empregado para mimetizar condi¢des inflamatdrias em cultura de células
imunes e ndo imunes. A ativacdo do TLR4 pelo LPS leva a transcricdo e producao de
mediadores inflamatérios. Embora permaneca debatida a funcionalidade de TLR4 em
astrocitos, avaliamos a responsividade dessas células frente ao desafio com LPS (59,
129). Na dose padrao de 10 ng/ml, observamos um aumento significativo da produgao de
IL-6, CCL2 e CXCL1 em todos os periodos analisados (Fig. 4A). Nesses estudos, o LPS
demonstrou poténcia equivalente ao do TNF na promoc¢ao de IL-6 e CCL2 . CXCL1, por
sua vez, foi sutilmente mais secretada em culturas tratadas com TNF quando comparado
com o LPS (Fig. 4B).

Em conjunto, essa bateria de experimentos demonstra que os astrocitos utilizados
em nossas culturas (ACSA-2") respondem eficientemente a dois estimulos inflamatérios
classicos, TNF e LPS. Tendo-se em vista que os eventos moleculares posteriores a
ativagdo de TLR4 em astrocitos permanecem obscuros, optamos por prosseguir nossos

estudos somente com o TNF.
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Figura 4. A ativacio de astrocitos por LPS induz producio de mediadores inflamatérios. Cultura
primaria de astrocitos estimulada com LPS (10ng/ml) por 6h, 12h e 24h. (A) A concentragdo proteica de
IL-6, CCL2, CXCL1 e CXCL10 foi mensurada por ELISA no sobrenadante da cultura coletada ao longo
do decurso temporal. (B) A producdo dos mediadores inflamatérios foi comparada entre células estimuladas
com LPS (10ng/ml) e TNF (10ng/ml) por 12h e mensurada por ELISA. Os dados estdo expressos em média
+E.P.M. * P<0,05 em relagdo ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de p6s-teste Bonferroni.
Os dados sdo representativos de 3 experimentos independentes com resultados similares, sendo cada ponto
uma amostra bioldgica.

Estudos recentes sugerem que, em condigdes inflamatorias, a microglia ¢
responsavel pela liberacdo de moléculas que modulam a fung¢do dos astrécitos,
direcionando o destino funcional dessas células (130). Neste sentido, Liddelow e
colaboradores observaram que, na presenca de LPS, a micréglia induz a polarizagdo de
astrocitos pela producao de TNF, IL-1a e Clq (os autores os chamaram de A1). Baseados
nesses achados, decidimos investigar como os astrécitos cultivados em nossas condigdes

respondem a tais mediadores.
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Figura 5. A ativacido de astrocitos por TNF, IL-1a e Clq induz maior producdo de mediadores
inflamatorios em comparacio ao TNF. (A) Cultura primaria de astrécitos estimulada com um conjunto
de mediadores inflamatorios (Mix): TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml) e C1q (400 ng/ml) por 6h, 12h e 24h.
A concentracdo proteica dos mediadores inflamatorios presentes no sobrenadante da cultura foi mensurada
por ELISA. (B) Cultura primaria de astrdcitos estimulada com mix ou apenas TNF (10ng/ml) por 12h. Os
dados estdo expressos em média =E.P.M. * P < (0,05 em relacdo ao meio, # P < 0,05 em relagdo ao TNF,
analisados por One-way ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni. Os dados sdo representativos de 2
experimentos independentes com resultados similares. Cada ponto representa uma amostra bioldgica.

Corroborando com a literatura, observamos que a combinagdo de TNF, IL-1a e
Clq (mix) induziu, significativamente, a producao de IL-6, CXCLI1, CCL2 ¢ CXCL10
em todos os periodos analisados, com pico ocorrendo 24 h apds o inicio do estimulo (Fig.
5A). Conforme esperado, a utilizacdo concomitante desses mediadores foi superior ao
TNF sozinho no que diz respeito a produgdo de CXCL1 e CCL2 (Fig. 5B). Diante desses
resultados, optamos por incluir o mix desses mediadores nos experimentos metabdlicos

realizados posteriormente.

4.2 Os astrocitos cultivados sob condicoes inflamatorias diminuem a capacidade

glicolitica

Nos ultimos anos, tornou-se evidente que as vias metabolicas sdo dinamicamente
moduladas em células do sistema imunologico durante importantes fungdes bioldgicas.
Dentre as mais variadas vias descritas, destacam-se a glicdlise e a fosforilacao oxidativa
(OXPHOS). Para entender a reprogramac¢do metabolica dos astrocitos frente ao desafio
inflamatério com TNF, IL-1a e Clq, avaliamos a expressdo de enzimas participantes do

metabolismo glicolitico — PDK1 (Piruvato Quinase Desidrogenase) que inibe a formagao
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de acetil-CoA a partir de piruvato, HIF-1a (Fator Induzido por Hipoxia-1a) que induz a
glicolise anaerobica da célula e GLUT-1 (Transportador de Glicose 1) que participa da
captagdo de glicose pelas células. Em um decurso temporal, ndo observamos alteracdes
significativas dos niveis transcricionais de Pdkl por qPCR (Figura 6A). Por outro lado,

ao passo que Hifla foi up-regulado de maneira tempo-dependente (Fig. 6B), Glutl foi
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inversamente regulado (Fig. 6C).
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Figura 6. A ativacio dos astrocitos por TNF, IL-1a e Clq altera a expressiao de enzimas responsaveis
pela regulacdo do metabolismo glicolitico. Cultura primaria de astrocitos estimulada com um conjunto
de mediadores inflamatorios (Mix): TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml) e Clq (400 ng/ml), por 6 h, 12 he
24 h. Expressao génica de (A) Pdkl,(B) Hifla e (C) Glutl por RT-qPCR. Os dados sdo expressos em média
+E.P.M. * P <0,05 em relagdo ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de pds-teste Bonferroni.
Os dados s@o representativos de 2 experimentos independentes com resultados similares. Cada ponto
representa uma replicata biologica.

Posteriormente, avaliamos também a expressdo das enzimas Hexoquinase
(HK1/2), PFKFB3 (6-Fosfofruto-2-quinase/Frutose-2,6-bifosfatase 3) e PKMI1/2
(Piruvato Quinase, sob a isoforma M em mamiferos). Houve um aumento significativo
na expressdo de Hkl, Pkml e Pkm2, particularmente, 24h ap6s o inicio do desafio
inflamatoério (Fig. 7B, D, E). Hk2, por sua vez, apresentou um pico de expressao inicial
(6 h) e decaiu gradativamente nos periodos posteriores (Fig. 7C). Por outro lado, a
transcricdo de Pfkb3 foi inversamente regulada, com diminui¢do de forma tempo-

dependente (Fig. 7A).
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Figura 7. A ativacdo dos astrocitos por TNF, IL-1a e Clq altera a expressio de enzimas da via
glicolitica. Cultura primaria de astrécitos estimulada com um conjunto de mediadores inflamatérios (Mix):
TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml) e C1q (400 ng/ml), por 6 h, 12 h e 24 h. Expressdo génica de (A-E) Pfkb3,
Hkl, Hk2, Pkml e Pkm2 por RT-qPCR. Os dados sdo expressos em média +E.P.M. * P < 0,05 em relagdo
ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de pds-teste Bonferroni. Os dados sdo representativos
de 2 experimentos independentes com resultados similares, sendo cada ponto uma replicata biologica.

Para aprofundarmos nos estudos de reprogramagdo metabdlica, astrdcitos
enriquecidos em cultura foram estimulados com o mix de mediadores inflamatdrios por
24 horas e posteriormente submetidos aos ensaios de estresse glicolitico e mitocondrial,
0 Seahorse (22). Durante os testes de avaliacdo mitocondrial, observamos que a taxa de
fosforilagdo oxidativa (OCR, medida pelo consumo de oxigénio) se manteve inalterada
em astrocitos previamente ativados (Fig. 8A). Por outro lado, a taxa de acidificacdo
extracelular (ECAR), que indiretamente representa a atividade glicolitica das células, foi
significativamente comprometida pelos estimulos com TNF, IL-1a e Clq (Fig. 8B).
Neste caso, ¢ importante ressaltar que estas citocinas ndo prejudicaram a captacdo de
glicose pelas células (Fig. 8C), sugerindo que a baixa atividade glicolitica deve-se a

mecanismos intrinsecos da maquinaria metabolica.
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Figura 8. Astrécitos pré-incubados em condicoes inflamatorias apresentam deficiéncia da capacidade
glicolitica, com a respiragcio mitocondrial e captacio da glicose preservadas. (A) Taxa de fosforilagao
oxidativa, representada como taxa de consumo de oxigénio (OCR) da cultura primaria de astrocitos apos
24 h de estimulo com Mix. Para o ensaio: oligomicina 4 uM, FCCP 3 uM e Rotenona/Antimicina 3 uM.
(B) Taxa de acidificacdo extracelular (ECAR) durante o teste de estresse glicolitico da cultura primaria de
astrocitos ap6s 24 h de estimulo com mediadores inflamatdrios (Mix): TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml) e
Clq (400 ng/ml). Para o ensaio: glicose 20 mM, oligomicina 40 uM e 2-desoxiglicose 80 mM. (C) Cultura
primaria de astrocitos apds 24h de estimulo com Mix foram incubadas com 2-NBDG em diferentes
concentragdes por 1 h. A capacidade de captagdo de glicose dos astrocitos foi avaliada por citometria de
fluxo; MFI, intensidade média de fluorescéncia. Os dados estdo expressos em Média =E.P.M. * P<0,05 em
relagdo ao meio, e foram analisados por teste ¢ Student. Os dados sdo representativos de 3 experimentos.

Coletivamente, embora nossos dados indiquem que presenca de mediadores
inflamatorios induza uma discreta expressdo transcricional de enzimas glicoliticas, os
resultados funcionais do Seahorse sugerem o comprometimento da glicélise aerdbica
(conversdo de piruvato em lactato) nestes astrocitos. Neste sentido, a inducdo
transcricional de HIK, PKM1/2 e, em especial de HIF-1a, podem ser interpretadas com

uma provavel compensagao resultante desse déficit metabolico.
4.3 O papel da O-GlcNacilacdo na resposta inflamatoria dos astracitos in vitro.

A via das hexosaminas inicia-se com a conversdo da frutose-6-fosfato em
glicosamina-6-fosfato pela GFAT1/2 (glutamina frutose-6-fosfato aminotransferase).
Seu produto final, o UDP-N-acetilglicosamina, pode entdo ser adicionado as hidroxilas
presentes em serinas e treoninas de proteinas alvo, numa reagdo conhecida como O-
GlcNacilacdo. A O-GlcNacilagdo ¢ realizada de maneira reversivel pela enzima O-

Glicosiltransferase (OGT), podendo ser desfeita pela agdo da O-GlcNAcase (OGA) (99).
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Para estudarmos a via das hexosaminas, avaliamos, inicialmente, a regulacao da
transcricdo destas trés enzimas (GFATI1, OGT e OGA) nas culturas de astrdcitos
estimuladas com TNF, IL-1a e Clq. Por qPCR, observamos um modesto aumento na
expressao de Gfptl (Fig. 9C), enquanto os transcritos de Ogt e Oga foram estatisticamente

induzidos 24 h apds o inicio das culturas (Fig. 9A-B).
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Figura 9. A ativacdo dos astrdcitos por TNF, IL-10 e Clq induz aumento da expressio de enzimas
da via das hexosaminas. Cultura primaria de astrdcitos estimulada com TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml)
e Clq (400 ng/ml), por 6 h, 12 h e 24 h. As células coletadas nesse decurso temporal foram submetidas a
analise da expressdo génica de Ogt, Oga e Gfptl. Os dados sdo expressos em média £E.P.M. * P < 0,05 em
relacdo ao meio, analisados por One-way ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni. Os dados representam
2 experimentos independentes com resultados similares.

Ao avaliarmos a modulacdo proteica de GFAT-2 e OGT por Western Blot, nao
identificamos diferencas estatisticamente significativas (Fig. 10). Em conjunto, esses
dados sugerem que, embora encontramos uma modesta indugdo de genes da via das
hexosaminas apos estimulo inflamatorio (Gfptl, Otg e Oga), ndo observamos a

consequente modulagdo proteica destas enzimas nos periodos avaliados.
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Figura 10. A expressio de GFAT e OGT permanece inalterada frente a estimulos inflamatorios.
Cultura primaria de astrocitos estimulada com TNF (10 ng/ml), IL-1a (3 ng/ml) e Clq (400 ng/ml), por 6
h, 12 h e 24 h. (A) As células coletadas nesse decurso temporal foram submetidas a analise da expressao
proteica de OGT e GFAT por Western Blot. Os dados sdo representativos de 3 experimentos independentes
com resultados similares.

Com o objetivo de complementar os estudos anteriores, investigamos a atividade
enzimatica da OGT em astrocitos estimulados (nesta bateria de experimentos, utilizamos

somente TNF). Através da andlise do perfil global de O-GlcNacilagdao e, conforme
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mostrado na Figura 11, ndo encontramos aparente modulacdo da atividade catalitica de

OGT nesta condigdes.
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Figura 11. A O-GlcNacilacio global permanece inalterada em astrécitos primarios estimulados com
TNF. Anélise da O-GlcNacilagdo por Western Blot em cultura primaria de astrocitos estimulados com TNF
(10 ng/ml) e coletados ap6s 6 h, 12 h e 24 h. Os dados sao representativos de 3 experimentos independentes
com resultados similares.

Até o momento, nossos dados sugerem que a resposta inflamatoria ndo altera a
expressdo (em nivel proteico) da principal enzima responsavel pela O-GlcNacilagdo
celular. Também nao modula sua atividade catalitica global. Mesmo diante desse cenario,
ndo podemos excluir a hipotese na qual a O-GlcNacilagao regula as fungdes efetoras dos
astrocitos ativados. E importante ressaltar que os estudos anteriores representam somente
o panorama celular da O-GlcNAcilagdo e assim nos impede de identificar modifica¢des
pontuais em alvos proteicos especificos que poderiam modificar a resposta inflamatéria
dos astrocitos. Para a proxima bateria de experimentos, utilizamos estratégias
previamente descritas na literatura para modular, farmacologicamente, a O-
GlcNAcilagdo dos astrdcitos estimulados em cultura.

Por citometria de fluxo, observamos um aumento expressivo da O-GlcNacilagao
global de astrécitos ativados na presenga de Thiamet G, um inibidor seletivo da enzima
OGA (Figura 12, a esquerda). Por outro lado, a adigdo de BADGP (uma droga utilizada
para inibir OGT) foi ineficaz em aumentar a O-GlcNacilagdo em nossas culturas e logo
abandonada nos estudos posteriores (Figura 12, a esquerda). Resultados similares foram

obtidos por Western blot (Figura 12, a direita).
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Figura 12. Validagdo experimental dos inibidores farmacolégicos da O-GlcNacilacio em cultura de
astrocitos. Cultura primaria de astrocitos cultivada sob estimulo de TNF (10 ng/ml) na presenga de BADGP
(1 mM) e Thiamet G (5 uM) por 12 h. (A) O-GlcNacilagdo avaliada por citometria de fluxo e (B) Western
blot. Os dados estdo expressos em média +E.P.M. * P < 0,05 em relacdo ao meio, # P < 0,05 em relagdo
ao TNF, One-way ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni. Os dados sdo representativos de 3
experimentos independentes com resultados similares.

Baseados nos resultados anteriores, investigamos se a inducao “forcada” da O-
GlcNacilacao por Thiamet G poderia alterar a maneira com que os astrocitos respondem
a estimulacdo com TNF. Por ELISA, observamos um déficit na promog¢ao de IL-6 e
CXCLI1 por TNF quando as células estavam super O-GlcNaciladas. CCL2 e CXCL10

permaneceram inalterados (Figura 13).
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Figura 13. A inibicdo da OGA altera a producio de citocinas inflamatérios nos astrocitos. Cultura
primaria de astrocitos cultivada sob estimulo de TNF na presenca de Thiamet G por 12h. A produgdo dos
mediadores inflamatorios (IL-6, CCL2, CXCL1 e CXCL10) foi mensurada por ELISA no sobrenadante
das culturas estimuladas com TNF (10ng/ml) e Thiamet G (5uM). Os dados estdo expressos em Média
+E.P.M. * P<0,05 em relagdo ao meio, #P<0,05 em relagdo ao TNF, e foram analisados por One-way
ANOVA seguido de pos-teste Bonferroni. Os dados s@o representativos de 4 experimentos independentes
com resultados similares.

Coletivamente, embora a O-GlcNacilagdio ocorra por mecanismos nao

fisioldgicos na presenca de Thiamet G, nossos dados sugerem (de maneira indireta) uma
funcdo anti-inflamatoria do UDP-GIcNAc nas células. Por o outro, dada a ineficacia

farmacologica de BADGP em nossos experimentos, permanece inconclusivo como o
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bloqueio da O-GlcNacilagao modula as propriedades funcionais dos astrdcitos durante a

neuroinflamacao.
4.4 A avaliagao da via das hexosaminas nos astrocitos in vivo.

Dados prévios da literatura demonstram que a OGT ¢ altamente expressa no
sistema nervoso central. No entanto, sdo escassas as evidéncias quanto a sua distribui¢ao
celular. Para aprofundarmos nestes topicos e entendermos como a O-GlcNacilagdo ¢
regulada in vivo, reanalisamos dados publicos de scRNA-Seq (GSE1301119) contendo
células do cérebro e medula espinhal de animais C57BL/6 naives. Inicialmente, para
representar visualmente a distribui¢do das diferentes populagdes, realizamos a redugao
da dimensionalidade por tSNE (do inglés ¢-distributed Stochastic Neighbor Embedding).
Conforme pode ser visualizado na Figura 14, identificamos 14 clusters celulares, sendo
trés deles anotados como astrocitos (Astrocytes 1, 2 e 3). Outras populagdes identificadas

foram micréglias, neurdnios, oligodendroécitos, células endoteliais e pericitos.
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Figura 14. Reducio da dimenséo utilizando tSNE de células do sistema nervoso central de animais
C57BL/6 naives. tSNE plot de grupos celulares presentes na medula espinal de animais naives. Reanalise
de dados disponiveis em bancos publicos (GSE1301119). n = 6.

A andlise da expressao de genes que codificam enzimas da via das hexosaminas
demonstrou que a Ogt foi expressa em aproximadamente 10% dos astrocitos presente
neste dataset (Figura 15). Juntamente com os pericitos, os astrocitos 1 foram as células
que apresentaram a maior expressdo média basal desta enzima. Transcritos para GFAT
(Gfptl e Gfpt2), PGM3 (Pgm3) e UAP (Uapl) foram pouco representados (< 5% por
cluster). Entretanto, deve-se destacar que Pgm3 e Uapl foram expressos em quantidades

expressivas nos astrocitos 3.
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Figura 15. Expressio média basal d’as\enzintai da vi2 das HeXosaminas entre as diferentes populacdes
celulares do SNC de animais naives. O grafico foi gerado a partir da reanalise de dados disponiveis em
bancos publicos (GSE1301119). Animais por grupo n = 6 naive.

Para validar esses achados, isolamos astrocitos (ACSA-2") e microglia
(CX3CR1") da medula espinhal de animais C57BL/6 adultos por FACS sorting ¢
extraimos o material genético para analise de qPCR. Devido as limitagdes técnicas que
impedem a recuperagdo de um numero expressivo de células (e consequentemente de
RNA), verificamos apenas a expressao de Ogt e dos marcadores Iba-1 (4if7) e GFAP
(Gfap). Corroborando com os dados de scRNA-Seq, observamos que transcritos para
OGT foram 3 vezes mais representados em astrdcitos do que em micréglias (Figura 16).
Em conjunto, esses resultados suportam a expressao basal da maquinaria responsavel pela
O-GlcNacilagao no sistema nervoso central adulto, e destaca um papel especial para os

astrocitos.
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Figura 16. A expressio da OGT é maior em astrocitos do que em micrdglia sob condi¢des
homeostaticas. Estratégia de gate utilizada para isolamento das populagdes celulares por FACS sorting.
Expressdo de Aifl, Gfap e Ogt em populagdes ACSACX3CR3~, ACSA*, e CX3CR1" isoladas da medula
espinhal de animais C57BL/6 naives.

4.5 Avaliacio da via das hexosaminas durante a neuroinflamacao.

A partir dos dados obtidos, decidimos investigar se o processo inflamatorio
modula a O-GlcNacilagao nos astrécitos in vivo. Para tal finalidade, escolhemos como
modelo de neuroinflamacdo a encefalomielite autoimune experimental (EAE). Através
da mesma abordagem adotada anteriormente, reanalisamos dados publicos de scRNA-
Seq incluindo amostras de animais com EAE durante trés fases distintas: (1) priming; (2)
peak e (3) remission. Os resultados mostram que, com o curso da doenca, existe uma
maior representacdo de clusters contendo células T e mondcitos (Figura 18). Os
astrocitos, porém, sofrem uma leve redugdo durante o pico da resposta inflamatoria e

retornam aos niveis basais durante a fase de remissao.
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Figura 17. Diferentes populacées celulares compde o SNC de animais induzidos com EAE. tSNE plot
de grupos celulares presentes na medula espinal de animais nos quais foi induzida EAE. Reanalise de dados
disponiveis em bancos publicos (GSE1301119). Animais por grupo n = 6 naive, n =4 priming, n = 6 peak,
n = 6 remission.
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Nestas condigdes, também encontramos uma interessante modulacdo da OGT em
distintos subtipos celulares (Figura 18). Sua expressao basal em populagdes de pericitos
foi substancialmente desligada e houve uma inducdo transiente de OGT por células
epiteliais durante o priming da doenca. Dentre as populagdes astrociticas, aten¢do
especial deve ser dada ao cluster nimero 3. Nestas células, Ogt foi significativamente up-
regulada no pico inflamatério do modelo e manteve-se altamente expressa durante a fase
de remissdo, em niveis bastante similares aos encontrados nos astrocitos 1 (Figura 18).
Esses resultados sugerem uma potencial relacdo entre a resposta inflamatoria e a O-
GlcNacilacdo em populagdes de astrdcitos, particularmente representadas pelo cluster 3

deste dataset.
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Figura 18. A expressio da enzima OGFSQ altera entre as subpopulagbes de astrocitos durante o curso
da EAE. Perfil de expressio da enzima OGT entre as d¥ferentes populagdes celulares do SNC em condigdes
naive e durante as fases de priming, peak e remission da EAE. O grafico foi gerado a partir da reanalise de
dados disponiveis em bancos publicos (GSE1301119). Animais por grupo n = 6 naive, n = 4 priming, n =
6 peak, n = 6 remission.

4.6 Investigacao do papel da OGT nos astrocitos durante o desenvolvimento da EAE

Apds o estabelecimento da regulagdo temporal de OGT nas diferentes fases do
EAE, buscamos avaliar sua relevancia funcional para o curso da doenga. Para tal
finalidade, estabelecemos colonia de animais deficientes para OGT especificamente em
astrocitos. Atualmente, os melhores (e mais especificos) resultados sdo obtidos pela
expressdo da enzima Cre recombinase sob controle do promotor do gene Aldhlll (do
inglés Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member L1). Assim, o cruzamento de animais
Aldh111°*FR com a linhagem na qual OGT flanqueada por sequéncias LoxP (Ogr™'™)

resultou na geragdo dos OGT—deficientes em astrocitos (Aldh111¢ER/OgVT),
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Para a validagdo da expressdo de Cre nos animais Aldh1/1°ER, também geramos
animais Aldh111CFR/R26TdTemato Neste sistema, o tratamento sistémico com tamoxifeno
induz TdTomato especificamente nas células em que a Cre se tornou expressa. Duas
semanas apds as injecdes de tamoxifeno, por imunofluorescéncia, observamos que
somente os astrocitos da medula espinhal expressavam TdTomato (Figura 19). Esses

resultados suportaram uma eficiente recombinag¢do da Cre na linhagem Aldhl111™ER ¢

guiaram os experimentos posteriores de dele¢do astrocitica de OGT.

Aldh 1creER/R26TdTomato

Vehicle

Tamoxifen

Figura 19. O tratamento com tamoxifeno induz recombina¢io da enzima Cre recombinase em
astrocitos da medula espinhal. Animais Aldh1]1°°E®/R26T4Toma° foram tratados via intraperitoneal com
tamoxifeno (75mg/kg) por 5 dias consecutivos. Apos 14 dias, a medula espinhal desses animais foi coletada
para o ensaio de imunofluorescéncia. Astrocitos GFAP-GFP* estdo representados em verde ¢ as células
Aldhl111-TdTomato" representadas em vermelho.

Repetindo o mesmo protocolo padronizado nos experimentos anteriores,
astrocitos (ACSA-2") e microglias (CD45™CD11b") foram obtidos por FACS sorting da
medula espinhal de animais Aldh111ER/OgiV (ou Ogr¥'M) coletada duas semanas apos
a ultima dose de tamoxifeno. Suportando uma recombinacgdo de Cre eficiente e especifica,
a expressdo de Ogt foi virtualmente ausente em astrocitos isolados dos animais

Aldh111°°FR/Ogt" quando comparados aos Ogt"" (Figura 20).

42



Aldh190GTM (TMX) ©® OGT™ (TMX)

or 10 4
8._

5 5 5 3
[} = 73 7]
s’ £5 6- £
s & [l =% al
X ] © <O
wQ o W 2+
0 & 28 44 °3
By e 4 29
8O 1+ 5 83
& € o £ 17

0-Ll-e—o 0-l-e -2 B _

CD11b+ Acsa+ CD11b+ Acsa+ CD11b+ Acsa+

Figura 20. A expressdao da OGT é virtualmente ausente em astrocitos da medula espinhal de animais
Aldh111°°ER/Qgé"" tratados com tamoxifeno. Analise de qPCR dos genes Gfap, Ogt e Cx3crl relativo a
expressio de Gapdh em células ACSA-2" ¢ CDI1b" isoladas da medula espinhal de animais
Aldh111°ER/Ogt™" ou Ogt"" tratados com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.).

Ap0s estas validagdes, iniciamos uma série de estudos com EAE. Em um primeiro
momento, trés grupos foram imunizados com MOGss.ss duas semanas apds receberem a
ultima dose de tamoxifeno/veiculo — (1) Aldh111°FR/Ogt"M tratados com tamoxifeno; (2)
Aldh111°°FR/Ogt" tratados com veiculo e (3) Ogr™? tratados com tamoxifeno.
Similarmente aos experimentos de rotina realizados em nosso laboratorio, animais
Aldh111°°FR/Ogt"1 tratados com veiculo (OGT—suficientes) desenvolveram os primeiros
sinais clinicos do EAE por volta do décimo dia apds a imunizagao, com pico ocorrendo
entre os dias 15-20 (Figura 21, a esquerda). Por outro lado, o curso da doenca foi
significativamente alterado em ambos os grupos tratados com tamoxifeno. Animais
Ogt" (OGT-suficientes) desenvolveram EAE com um retardo de quase dez dias,
enquanto os Aldhll11°°FR/OgtV" (OGT—deficientes) sequer ficaram doentes (Figura 21, a
esquerda). Esses resultados sugerem que o regime de tratamento com tamoxifeno
utilizado nesses experimentos alterou a progressdo natural da doenca e dessa forma a
interpretagdo dos dados se torna inviavel.

Existem diversas evidéncias de como o tamoxifeno interfere no desenvolvimento
do EAE, seja por suprimir a proliferacao de células T especificas para a mielina ou reduzir
a indu¢ao de MHC II por células dendriticas estimuladas com LPS (131). Diante dos
resultados anteriores, decidimos pela ampliagdo do intervalo entre a ultima dose de
tamoxifeno e o inicio da imunizagdo com MOGss.ss (de duas para cinco semanas). Nesse
segundo momento, o desenvolvimento do EAE foi comparado somente entre dois grupos
tratados com tamoxifeno — (1) Aldh111°°F*/Ogt" e (2) OgtVM. Dessa vez, embora o inicio

dos sinais clinicos tenha ocorrido dentro da janela esperada e de maneira similar entre os
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dois genotipos, os animais OGT—deficientes (41dh111°FR/Ogt"M) tiveram uma redugdo

significativa no score clinico da doenga quando comparados seus controles (Ogr™M,

OGT-suficientes) (Figura 21, a direita).
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Figura 21. A expressdo da OGT nos astrocitos promove o desenvolvimento da EAE. Sinais clinicos de
animais submetidos a inducdo de EAE. Fémeas adultas (10-15 semanas) Ogt™" e Aldh111°*R/Ogt™" foram
tratadas com tamoxifeno ou veiculo (TMX; 75mg/kg i.p.) e posteriormente imunizadas com MOGss-ss (n
= 6). O intervalo entre a administracdo da ultima dose de TMX ¢ a imunizagao foi de (A) duas ou de (B)
cinco semanas. Dados expressos em média = E.P.M. * P < 0,05, analisados através da ANOVA de duas
vias seguido de pos-teste Bonferroni. Os dados sdo representativos de 5 experimentos independentes com
resultados similares.

Visto que o EAE ¢ um modelo experimental no qual células T reconhecem
antigenos presentes na bainha de mielina, avaliamos o status de mieliniza¢do das medulas
obtidas desses, como um indicador funcional da doenca. Conforme demonstrado na
Figura 22, nota-se uma maior preservagdo da mielina nos animais AIdhl11°°ER/Ogt1,
com menor expressdo génica e proteica de GFAP (Figura 22). De maneira bastante
elegante, esses resultados refletem uma progressdo mais branda do EAE em animais
OGT—deficientes e sugerem menor ativagdo dos astrdcitos incapazes de realizar a O-

GlcNacilagao.
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Figura 22. A auséncia da OGT em astrécitos altera o padrio de distribui¢io da mielina e dos
astrocitos durante a EAE. Animais Aldhl1l1“ER/Ogt"" ¢ Ogt"" foram previamente tratados com
tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.), € em seguida imunizados com 300pg de MOGss.ss para indugdo do
modelo de EAE (n=6). O score clinico foi avaliado. A medula espinhal dos animais foi coletada para analise
da expressdo de mielina (vermelho — myelin) e de astrdcitos (verde — GFAP) por imunofluorescencia. Os
dados estdo expressos em Média =E.P.M. *P<0,05 em relacdo ao WT, e foram analisados por teste ¢

Student.

Em casos especificos, a expressao forgada da enzima Cre pode alterar a fisiologia
natural das células e assim mascarar a interpretacao dos resultados (132). Para excluir a
possibilidade de que o fenotipo anterior tenha ocorrido pela presenca da Cre em astrdcitos
(ou pela insercdo do cromossomo bacteriano artificial utilizado na construcdo),
realizamos uma rodada adicional de experimentos. Neste sentido, animais hemizigotos
Aldh111¢7°ER ¢ seus respectivos littermates (Aldh111"¢¢) foram tratados com tamoxifeno e

posteriormente imunizados com MOGss.ss para indugdo da EAE. Conforme demonstrado

45



na Figura 23, ndo observamos qualquer diferenca na cinética de desenvolvimento da
doenca entre animais carreadores ndo-carreadores de Cre. Em conjunto, esses resultados
sugerem que a expressdo da OGT em astrécitos (e/ou sua atividade candnica — a O-
GlcNacilagao) possui papel deletério na progressdo da encefalomielite autoimune
experimental.
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Figura 23. A expressio da enzima Cre recombinase nio altera o fenétipo da EAE. Animais Aldh1]1¢°ER
e Aldhlll foram previamente tratados com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.) e, em seguida, imunizados
com MOGss.s5 (300ug) para inducdo da EAE (n=6). O score clinico foi avaliado até o dia 24.

Frente aos fenotipos observados, decidimos investigar se (e como) a auséncia de
OGT em astrécitos poderia prejudicar a resposta imunoldgica montada durante o
desenvolvimento de EAE. Neste modelo, células T anti-mielina sdo geradas
perifericamente nos linfonodos drenantes de animais imunizados com MOGss.ss. Sete
dias mais tarde, estes mesmos linfocitos alcangcam o sistema nervoso central e iniciam os
eventos de neuroinflamacdo através da liberacao de citocinas pro-inflamatorias (IL-17A,
IFNy e GM-CSF). Inicialmente, analisamos por citometria de fluxo a distribui¢do das
células T apds o aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenga em animais
OGT-deficientes ou suficientes — Aldh111°°FR/Ogi" e OgrVM respectivamente. Nenhuma
diferenca significativa foi observada quando comparamos a proporcao (%) ou numero
absoluto de células T CD4", Th17 e Treg nos linfonodos inguinais (Figura 24, acima) e
medula espinhal (Figura 24, abaixo) desses animais. Esses achados descartam uma
relacdo entre o fendtipo descrito anteriormente e um déficit na formacao da resposta

imune periférica.
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Figura 24. A melhora no score clinico nio se correlaciona com a resposta imune periférica.
Aldh111°*R/0g¢" foram previamente tratados com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.), e em seguida
imunizados com 300pg de MOGss.ss para indugdo do modelo de EAE (n=6). O score clinico foi avaliado
até o dia 15. (A-B) Propor¢do (%) e nimero de células T CD4+, IL-17+ ¢ Foxp3+ derivadas de linfonodos
inguinais e medula espinhal de animais knockout e controle, analisados por citometria de fluxo. Os dados
sdo representativos de 2 experimentos independentes com resultados similares.

Posteriormente, avaliamos a funcdo efetora dos linfécitos anti-mielina gerados
perifericamente nos animais OGT—suficientes e deficientes. Para estes experimentos,
células obtidas dos linfonodos drenantes de animais com EAE (entre os dias 10-12 apo6s
a imunizacao) foram reestimuladas com MOGss.ss € a secregdo de citocinas foi avaliada
por ELISA. Conforme mostrado na Figura 25 ndo observamos alteragdes estatisticamente
significativas nas concentragdes de GM-CSF, IL-10 e IFNy. Coletivamente, esses
achados demonstram que a expressdo de OGT (ou a GlcNacilagdo) em astrécitos nao

prejudica a geracdo da resposta imune periférica anti-MOGss.ss.
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Figura 25. A auséncia da OGT em astrocitos ndo afeta a resposta antigeno-especifica das células T
durante o desenvolvimento da EAE. Animais Aldh1l1"®/Ogt"" ¢ Ogt"" foram previamente tratados
com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.), e em seguida imunizados com 300pg de MOGss.ss para indugdo do
modelo de EAE (n = 6). O score clinico foi avaliado. No pico da doenca os linfonodos foram coletados e
as células T isoladas para posterior estimulo in vitro. Os mediadores produzidos em cultura GM-CSF, IFN,
IL-10, foram mensurados por ELISA.

Durante o curso do EAE, células T primadas nos linfonodos drenantes tornam-se
efetoras, aumentam em numero e, através da aquisi¢ao de receptores de quimiocinas e
moléculas de adesdo, invadem o parénquima cerebral e medular dos animais. Os
resultados anteriores descartaram a hipdtese de que alteragdes imunes periféricas sdo as
responsaveis pelo desenvolvimento mais brando de EAE nos animais OGT—deficientes.
Assim, nesta proxima bateria de experimentos, repetimos os protocolos de imunizacdo e
avaliamos a resposta inflamatdria parenquimal durante o pico da doenga (entre os dias 15
e 18 apds a imunizagdo). Por citometria de fluxo, observamos que a populagcdo de
leucocitos infiltrantes (células CD45") reduziu significativamente nos animais
Aldh111°*FR/OgtVM (ndo mostrado). Dentre os subtipos de leucocitos, as células T CD4*
estiveram menos representadas em amostras de medula obtidas dos animais
OGT—deficientes em comparagdo aos OGT—suficientes. Por outro lado, encontramos um
modesto, porém significativo, aumento das células T reguladoras. A frequéncia e nimero

absoluto dos linfocitos Th17 foram equivalentes entre os grupos (Figura 26).
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Figura 26. A melhora no score clinico se correlaciona com a reducio na resposta inflamatoéria no
SNC. Aldh111°¢*R/Ogt™" foram previamente tratados com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.), e em seguida
imunizados com 300pg de MOGss.ss para indugdo do modelo de EAE (n = 6). O score clinico foi avaliado.
Proporgao (%) e numero de células T CD4+, IL-17A+ e Foxp3+ presentes na medula espinhal foram
avaliados por citometria de fluxo. Os dados estdo expressos em média =E.P.M. *P < 0,05 em relagdo ao
WT, e foram analisados por teste ¢ Student.

Similarmente, a analise adicional de outras populagdes na medula espinhal desses
animais revelou diferencas relevantes na resposta inflamatdria local. Células dendriticas
maduras (Ly6G"CD11b"CCR2 Ly6C CDI1 1c*), derivadas de mondcitos (MoDC; Ly6G~
CD11b"CCR2*Ly6C" CDI11c"), macréfagos (Ly6G CDI11¢ CCR2Ly6C CD11b") e
microglias (CD45™CD11b") foram todos sub-representados, em niimeros absolutos, nos
animais Aldh111°°ER : Qg1 (Figura 27). Monocitos inflamatorios
(Ly6GCD11¢CD11b*CCR2'Ly6C"), por sua vez, apareceram de maneira equivalente
entre os dois grupos (Figura 27). De maneira coletiva, esses dados refletem as alteragdes
clinicas observadas durante a progressdo do EAE em animais OGT—deficientes e
fornecem pistas interessantes a respeito dos possiveis mecanismos adjacentes.
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Figura 27. A melhora no score clinico se correlaciona com uma reduc¢io na resposta imune central.
Animais Aldh111°°*R/Ogt"" ¢ Ogt"" foram previamente tratados com tamoxifeno (TMX; 75mg/kg i.p.), e
em seguida imunizados com 300pg de MOGss.-ss para indugdo do modelo de EAE (n = 6). O score clinico
foi avaliado. Propor¢do (%) e o nimero de microglia, MoDC (células dendriticas derivadas de mondcitos),
células dendriticas maduras, macrofagos e mondcitos inflamatorios presentes na medula espinhal foram
avaliados por citometria de fluxo. Os dados estdo expressos em média =E.P.M. *P < 0,05 em relagdo ao
WT, e foram analisados por teste ¢ Student.
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5. Discussao

Dados da literatura descrevem varios mecanismos pelos quais os astrocitos
reconhecem estimulos nocivos e participam do controle da homeostasia (1,6). Frente aos
mais diversos estressores, os astrocitos reativos, como sdao atualmente chamados, sofrem
um significativo remodelamento funcional, com mudangas morfologicas, moleculares e
metabolicas. Apesar dos recentes avangos na area, permanece desconhecido como essas
alteragdes metabolicas se encaixam no contexto das doencas neurologicas.

Através da utilizacdo de ferramentas genéticas e farmacoldgicas, estudos in vitro
e in vivo, investigamos como a neuroinflamacao regula a O-GlcNacilacao dos astrocitos,
uma modificacdo pds-traducional resultante do metabolismo da glicose. Em resumo,
embora a capacidade glicolitica de astrocitos cultivados sob condigdes inflamatdrias
tenha sido comprometida, ndo observamos alteracdes na expressao da enzima OGT e nem
no padrao de O-GlcNacilagdo global celular. Funcionalmente, a indug¢do farmacolédgica
(ndo especifica) da O-GlcNacilagdo desencadeou fungdes anti-inflamatorias. Por outro
lado, nos estudos utilizando o modelo da encefalomielite autoimune experimental (EAE),
a delecdo especifica de OGT nos astrocitos aliviou significativamente a progressao da
doenca e foi acompanhada por um menor infiltrado de células imunes no parénquima
medular. Mesmo que ainda preliminares, nossos dados suportam a hipotese de que a O-
GlcNacilacdo em alvos (ainda) desconhecidos em astrdcitos possui papel deletério na
neuroinflamacao.

Iniciamos nosso trabalho com a padronizacdo da cultura primaria de astrdcitos.
Neste sistema, validamos dados prévios da literatura nos quais estimulos inflamatorios
induzem a liberagdo de moléculas tradicionalmente associadas a ativagao celular — IL-6,
CCL2, CXCL1 e CXCLI10 (125). Trés estimulos foram utilizados e obtivemos resultados
similares: TNF, LPS e a combinacdo de TNF, IL-1a e Clq (9).

Os astrocitos sdo células metabolicamente ativas e utilizam a glicose como
principal substrato para a gerag@o de energia (34,41). Na glicolise, o piruvato formado a
pode gerar tanto lactato quanto ser convertido em Acetil-CoA pela acdo da enzima PDH.
Observamos que, sob condic¢des inflamatdrias, os astrocitos ndo alteram a transcri¢cao do
principal regulador negativo de PDH, a PDK 1, porém induziram HIF-1a.

Diversos trabalhos sugerem que a resposta inflamatdria induz aumento da expressao

de GLUT-1, como forma de suprir a alta demanda metabolica nesse contexto (15-16).
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Nos astrocitos cultivados em nossas condigdes inflamatorias, encontramos uma redugao
a expressao de GLUT-1. Esta diferenca talvez seja explicada pelo predominante
armazenamento da glicose em forma de glicogénio nestas células que, em situagdes
especificas, pode ser rapidamente mobilizada como fonte de energia (17-19).

Em seguida, checamos se a inflamagdo poderia modular a glicolise através da
transcricdo de enzimas adicionais da via. Neste caso, encontramos um aumento na
expressdo de Hkl, Pkml e Pkm2, especialmente 24 h apds os estimulos inflamatorios.
Hk2 apresentou um pico agudo de expressao, logo apds as primeiras 6 h e decaiu nos
periodos posteriores. Estes resultados poderiam indicar um feedback positivo da via pelo
acimulo dos metabolitos upstream. O aumento de Pkm 1 e de Pkm2 corrobora com dados
prévios da literatura em modelos de carcinoma e na neuroinflamag¢do (20-21). Por outro
lado, o gene que codifica a PFKB3 foi suprimido. Esta enzima tem como substrato a
frutose-6-fosfato (F6P), o primeiro intermedidrio comum das vias glicoliticas e das
Hexosaminas.

Procuramos nos aprofundar nos estudos de reprogramacdo metabdlica e
realizamos experimentos funcionais utilizando o Seahorse (22). Nao houve diferencas
significativas na taxa de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) dos astrocitos frente a
estimulos inflamatorios. Entretanto, destaca-se & menor capacidade glicolitica (ECAR)
nestas condi¢des. Fisiologicamente, a glicolise aerdbica representa a principal via de
obtencdo de energia dos astrocitos (34) e assim, esses dados sugerem a reprogramacgao
metabolica em condi¢des inflamatorias. Dentre as possibilidades, trabalhos recentes
demonstram que em condig¢des ndo fisioldgicas, os astrocitos sdo capazes de metabolizar
efic