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17
RESUMO

DE OLIVEIRA, M.G. Papel do receptor ionotrépico de glutamato NMDAR em células T
af da mucosa intestinal em modelo experimental murino. Tese (Doutorado em
Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2023.

Plexos ganglionares formados por redes de interconexdo entre neurénios do sistema
nervoso entérico estdo presentes nas camadas muscular e submucosa dos intestinos
delgado e grosso. Estes neurbnios secretam diversos neurotransmissores inibitorios e
excitatorios, como o glutamato, e suas inervagfes atingem a lamina prépria da mucosa
intestinal. Estes neurotransmissores desempenham papel fundamental na motilidade e
homeostase intestinal através de suas interagcbes com as células epiteliais intestinais.
Recentemente, foi descoberto que linfécitos T expressam receptores para
neurotransmissores, incluindo o receptor ionotropico de glutamato NMDAR. A maioria dos
linfécitos encontrados no corpo estdo localizados na mucosa intestinal e estes
desempenham funcbes importantes na tolerdncia local a microbiota e a antigenos
alimentares. Porém, pouco se sabe sobre o papel do NMDAR em linfécitos T,
especialmente na mucosa intestinal. Portanto, definimos por investigar inicialmente o papel
do NMDAR em linfécitos T, através de sua delecdo especifica, na homeostase intestinal.
Conceitualmente, mostramos neste trabalho a eficiéncia da dele¢do especifica do NMDAR
em linfécitos T af CD4+ e CD8+ em tecidos linfoides como no baco, timo, linfonodos
mesentéricos e cecais, assim como na lamina prépria e compartimento intraepitelial dos
intestinos delgado e grosso em camundongos Cd4¢exGrin1". Tal delecdo favorece a
expressdo génica de outras subunidades do NMDAR, como NR2c e NR2d no baco e
linfonodos mesentéricos, sem interferir na permeabilidade e no transito intestinal. Além
disso, mostramos que camundongos Cd4cexGrin1”" possuem distribuicdo alterada de
células T CD4+ e CD8+, até mesmo células T yd, no timo, baco e linfonodos mesentéricos
e cecais. Embora ndo tenhamos observado diferencas na lamina propria e compartimento
intraepitelial dos intestinos em camundongos Cd4¢xGrin1 na condigdo naive, definimos
por investigar também o papel do NMDAR em linfécitos T af mediante estimulo inflamatério
através de modelos experimentais de colite aguda e crbénica. Na colite aguda induzida por
DSS, observou-se um aumento na frequéncia de linfocitos T CD4+ e reducéo na frequéncia
de linfécitos T CD8+ na lamina propria do ceco e compartimento intraepitelial do célon em
camundongos Cd4cexGrinl1™. Por sua vez, os linfocitos T CD4+ da lamina prépria do ceco
destes animais produziram mais IL-17. Além disto, mostramos também alteragbes na
frequéncia de linfocitos T yd na lamina prépria do ceco e célon de camundongos
Cd4CrexGrin1”". No modelo de colite cronica induzido por mltiplos ciclos de DSS, a delecdo
especifica de NMDAR em linfocitos T af3 resultou na reducao da frequéncia de células T
CD4+ e no aumento da producéo de IFN-y por estas células na lamina prépria do colon.
Finalmente, também avaliamos o modelo de colite cronica induzido pela transferéncia
adotiva de células T CD4+ naive a camundongos Ragl™. A transferéncia de células T CD4+
depletadas de NMDAR gerou um aumento na frequéncia de células T CD4+, assim como
a reducao na expressédo de CD103 e na producao de IL-17 e IFN-y por estas células nos
linfonodos mesentéricos e cecais quando comparados ao grupo controle. Embora estas
alteracdes sejam sugestivas da perda da homeostase intestinal, assim como no modelo de
colite aguda e cronica induzidos por DSS, também ndo observamos diferencas nos
parametros macro e microscopicos referentes a inflamacdo crénica em camundongos
Cd4CexGrin1". Nossos dados sugerem a participacdo do NMDAR expresso por linfocitos T
af no controle da homeostase intestinal e durante doengas inflamatdrias intestinais,
principalmente a colite aguda sem comprometer a indugéo da tolerancia oral a Ovalbumina.

Palavras-chave: linfocitos T, glutamato, NMDAR, mucosa intestinal, colite.
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ABSTRACT

DE OLIVEIRA, M.G. Therole of theionotropic glutamate receptor NMDAR on a8 T cells
of the intestinal mucosa in an experimental murine model. PhD Thesis (Immunology) —
Biomedical Sciences Institute, University of Sao Paulo, 2023.

Ganglionic plexuses formed by interconnecting networks between neurons of the enteric
nervous system are present in the muscular and submucosal layers of the small and large
intestines. These neurons secrete several inhibitory and excitatory neurotransmitters,
including glutamate, and their innervations reach the lamina propria of intestinal mucosa.
Such neurotransmitters play a key role in intestinal motility and homeostasis through their
interactions with intestinal epithelial cells. Recently, it has been discovered that T cells
express receptors for neurotransmitters, including the ionotropic glutamate receptor
NMDAR. Most lymphocytes found in the body are located within the intestinal mucosa and
these cells play important roles in local tolerance to microbiota and food antigens. However,
little is known about the role of NMDAR on T cells, especially in the intestinal mucosa.
Therefore, we decided to initially investigate the role of NMDAR in T lymphocytes, through
its specific deletion, in intestinal homeostasis. Conceptually, we show in this work the
efficiency of the specific deletion of NMDAR on CD4+ and CD8+ af3 T cells in lymphoid
tissues such as the spleen, thymus, mesenteric and cecal lymph nodes, as well as in the
lamina propria and intraepithelial compartment of both intestines of Cd4cexGrin1”" mice.
Such deletion favors gene expression of other NMDAR subunits, such as NR2c and NR2d
in the spleen and mesenteric lymph nodes, without interfering with intestinal permeability
and transit. Furthermore, we demonstrate that naive Cd4¢*xGrinl1”" mice have altered
distribution of CD4+ and CD8+ T cells, even yd T cells, in the thymus, spleen, and
mesenteric and cecal lymph nodes. Although we did not observe differences in the lamina
propria and intraepithelial compartment of the intestines in Cd4%exGrin1” mice in the naive
condition, we decided to also investigate the role of NMDAR in a8 T cells upon inflammatory
stimulus through experimental models of acute and chronic colitis. In acute DSS-induced
colitis, an increase of CD4+ T cells and a decrease of CD8+ T cells frequencies in the lamina
propria of the cecum and colonic intraepithelial compartment were observed in
Cd4CexGrinl” mice. In turn, CD4+ T cells from the lamina propria of the cecum of these
mice produced more IL-17. In addition, we also showed changes in the frequency of y&o T
cells in cecum and colon lamina propria, dependent on this deletion. In chronic colitis model
induced by multiple cycles of DSS, specific deletion of NMDAR in a8 T cells resulted in
reduced frequency of CD4+ T cells and increased IFN-y production by these cells in the
colonic lamina propria. Finally, we also evaluated a chronic colitis model caused by adoptive
transfer of naive CD4+ T cells to Ragl” mice. The transfer of NMDAR-depleted CD4+ T
cells generated an increase in the frequency of CD4+ T cells, as well as a reduction in the
expression of CD103 and in the consecutive production of IL-17 and IFN-y by these cells in
the mesenteric and cecal lymph nodes when compared to control group. Although these
alterations are suggestive of loss of intestinal homeostasis, as well as in the model of acute
and chronic colitis induced by DSS, we also did not observe differences in the macroscopic
and microscopic parameters referring to chronic inflammation in Cd4¢xGrin1" mice. Taken
together, our data suggest the involvement of NMDAR expressed by a3 T cells in controlling
the intestinal homeostasis and during inflammatory bowel diseases, mainly acute colitis,
without compromising the induction of oral tolerance to Ovalbumin.

Keywords: T cells, glutamate, NMDAR, intestinal mucosa, colitis.
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1. INTRODUCAO

Ha alguns anos nosso grupo vem estudando o papel do receptor ionotrépico de
glutamato N-metil-D-aspartato (NMDAR) na biologia das células do sistema imune
utilizando o modelo murino de encefalomielite autoimune experimental (EAE) induzido pela
imunizacao de camundongos com a glicoproteina de mielina produzida por oligodendroécitos
(MOG3s-55).

Mais recentemente, nosso grupo também tem visado entender o papel dos
receptores NMDAR na ontogenia timica de linfécitos T CD4+. Para tanto, realizamos o
cruzamento entre camundongos C57BL/6 Cd4®® com camundongos C57BL/6 GrinlfoX,
promovendo a dele¢do de NMDAR especificamente em linfocitos Taf3 CD4+ e CD8+, devido
a expressao do coestimulador CD4 juntamente com a expresséo do CD8 no estagio imaturo
ou duplo positivo do desenvolvimento de timécitos no timo.

Dando continuidade nesses estudos, no presente projeto investigamos o papel do
NMDAR na imunobiologia dos linfocitos Tap CD4+ e CD8+ presentes no tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), um dos sitios de maior abundancia de linfécitos T no
organismo, onde estas células apresentam acdes fundamentais na manutencdo da

tolerancia a microbiota, assim como na manutencao da homeostase intestinal.

1.1 Glutamato e NMDAR

O aminoéacido ndo-essencial glutamato € o neurotransmissor mais importante como
mediador de sinapses excitatérias no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos. E
considerado um neurotransmissor, pois € encontrado em vesiculas de neurdnios pré-
sinpticos e, apds a despolarizacdo da membrana, é liberado na fenda sinaptica em
concentragfes altas suficiente para provocar resposta em neurdnios poés-sinapticos
(Fonnum, 1984). Sua funcéo excitatoria ja € conhecida desde a década de 50, em estudos
envolvendo o cérebro e medula espinhal em modelos experimentais de epilepsia e
excitacdo e depressdo de neurdnios, respectivamente (Hayashi, 1952; Curtis e Watkins,
1960).

O glutamato estd envolvido nos principais aspectos funcionais de neurbnios
encontrados no cérebro, como cognicdo, consolidagdo da memdria, plasticidade e
aprendizado (Fonnum, 1984; Ottersen e Storm-Mathisen, 1984; Collingridge e Lester, 1989;
Headley e Grillner, 1990). O mesmo também atua no desenvolvimento do SNC, agindo na
inducédo e eliminagéo de sinapses, migragao celular, diferenciagao, sobrevivéncia e morte

de células neuronais (Mcentee e Crook, 1993; Hack e Balazs, 1994; Yano et al., 1998;
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Hertz, 2006). Durante processos inflamatérios do SNC, o glutamato € responsavel por
causar morte neuronal por excitotoxicidade, como j& foi observado durante o acidente
vascular cerebral (Farooqui e Horrocks, 1991) e, também, em doencas neurodegenerativas,
como Azheimer e Huntington (Choi, 1994).

Além disso, o glutamato pode exercer fungdes periféricas por ser encontrado dentro
de microvesiculas presentes na glandula pineal, participando do processo de producao da
melatonina. Também foi sugerida a possivel participacdo do glutamato em outra glandula
enddcrina fora do SNC, o pancreas, pois as células das ilhotas de Langerhans expressam
receptores para esse neurotransmissor (Moriyama et al., 2000).

Outras funcdes importantes do glutamato fora do SNC podem ser encontradas no
trato gastrointestinal, levando em considera¢cdo que o glutamato € o principal combustivel
para homeostase do tecido intestinal. Suas fontes séo: ingestéo principalmente de dietas
proteicas (8-10% dos aminoacidos consumidos), metabolizacdo por componentes da
microbiota (Lactobacillus) (Tomé, 2018) ou ainda pode ser secretado por grandes
populacbes de neurbnios do sistema nervoso entérico (SNE), como sera descrito mais a
frente no item 1.3.

O glutamato proveniente da dieta e da microbiota é absorvido do limen intestinal e
metabolizado principalmente pelos enterdécitos (células epiteliais dos intestinos delgado e
grosso) por diferentes vias que culminam na producdo de energia para sustentar a
motilidade intestinal e outras fungcdes como, o metabolismo de proteinas e a producao de
diferentes moléculas que utilizam o glutamato como precursor. Algumas bactérias da
microbiota (Lactobacillus e Bifidobacterium) possuem a enzima glutamato descarboxilase
(GAD) que sintetiza o principal neurotransmissor inibidor, acido y-aminobutirico (GABA),
através da descarboxilacdo do glutamato, também envolvendo a participacéo de neurénios
glutamatérgicos e outras células presentes nos intestinos que expressam o transportador
de aminoacidos excitatorios 1 (EAAC1) (Kirchgessner, 2001; Tomé, 2018).

As primeiras especulacdes de que o glutamato poderia ter papel regulador sobre o
sistema imune vieram de estudos clinicos que reportaram altas concentracdes plasmaticas
de glutamato em condi¢des associadas a imunodeficiéncia, como em pacientes com o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e pacientes com cancer (Eck et al., 1989; Ollenschlager
et al., 1989; Eck et al., 1990).

Recentemente, foi demonstrado que células dendriticas (DCs) esplénicas secretam
guantidades significativas de glutamato durante a apresentagao antigénica, o que foi capaz
de modular a producao de citocinas e a proliferagédo de linfécitos T ativados in vitro (Pacheco

et al., 2006). Tais resultados evidenciam o papel imunomodulador do glutamato também
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durante sua ativacdo em 6rgaos linféides secundarios, e ndo somente quando essas células
infiltram o SNC. Trabalhos recentes demonstraram que DCs timicas podem ser
consideradas fontes fisioldégicas de glutamato assim como as células epiteliais timicas
(TECs), o que sugere um possivel papel do glutamato também em 6rgao linféides primarios,
atuando principalmente na selecdo timica levando em consideracdo que timocitos em
desenvolvimento expressam os receptores de glutamato do tipo NMDAR em altas
concentracOes (Storto et al., 2000; Affaticati et al., 2011).

Como ja citado, a funcédo biologica do glutamato € exercida pela ativacdo de
transportadores e de duas familias de receptores de membrana encontrados principalmente
em neurdnios pos-sindpticos, chamados de receptores metabotrépicos (MGIuRs) e
receptores ionotropicos (iGluRs). Existem oito receptores metabotrépicos acoplados a
proteina G (mGIuRs1-8), classificados em trés subgrupos com base nas sequéncias
homologas de seus aminoacidos. Sao eles: grupo | (mGluR1 e mGIuR5), grupo Il (MGIuR2
e mGIuR3), grupo Il (MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuR8) (Schoepp e Conn, 1993; Pin
e Duvoisin, 1995; Conn e Pin, 1997). Ja os receptores ionotropicos, sdo assim denominados
por ativarem canais iénicos, e sdo subdivididos em trés subfamilias: os receptores AMPA
(do inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor), os receptores
KA (do inglés, kainate receptor) e os receptores NMDAR (do inglés, N-methyl-D-aspartate
receptor). Estes receptores sdo assim nomeados pois, seus agonistas mais seletivos séo:
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiénico (AMPA), cainato (do inglés, kainate -
KA) e N-metil-D-aspartato (NMDA), respectivamente (Kew e Kemp, 2005).

Os receptores ionotropicos sdo multimeros proteicos transmembréanicos arranjados
na forma tetramérica (Laube et al., 1998) ou pentamérica (Dingledine e Conn, 2000). Todos
constituem canais ibnicos permeaveis a cations, como por exemplo sodio (Na*) e calcio
(Ca?*), sendo que essa permeabilidade pode variar dependendo das familias e das
subunidades que compdem cada receptor (Danbolt, 2001; Kew e Kemp, 2005; Hertz, 2006;
Watkins e Jane, 2006). Os receptores AMPA e Cainato sdo permeaveis ao sodio (Na*) e
potassio (K*) e responsaveis pela répida ativacdo da neurotransmissao excitatoria no SNC.
Ja o receptor NMDA é altamente permeavel a célcio (Ca?*), liberando o potassio (K*)
extracelular, tendo sua funcdo baseada na potenciacéo de longo prazo (Segovia et al.,
2001).

Como ja discutido, o receptor NMDAR é formado por quatro subunidades codificadas
por trés familias de genes diferentes: NR1 (Grinl), NR2 (Grin2) e NR3 (Grin3). A
subunidade NR1 possui um s6 gene, porém com oito variantes de splycing (Nakanishi et
al., 1992). A subunidade NR2 possui quatro isoformas denominadas NR2a, NR2b, NR2c e
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NR2d e a subunidade NR3 possui duas isoformas, NR3a e NR2b. O NMDAR é formado por
duas subunidades invariantes NR1, as quais se ligam ao co-agonista glicina, e outras duas
subunidades variantes que se ligam ao glutamato, podendo ter seis opcdes, as
subunidades NR2a, NR2b, NR2c, NR2d ou as subunidades NR3a ou NR3b. As
subunidades NR2a-d sdo comumente expressas nas porcdes anteriores do cérebro,
diencéfalo, mesencéfalo e nas células granulares do cerebelo. J4 as subunidades NR3a-b,
menos comumente encontradas, sdo expressas principalmente nos periodos iniciais do
desenvolvimento fetal (Monyer et al., 1994; Danysz e Parsons, 1998).

Quando em repouso, o receptor NMDA esta blogueado por ions de magnésio (Mg?*)
e, para sua ativacdo, é necessaria uma despolarizacdo para a abertura do canal ibnico
através da saida dos ions de Mg?* e da ligacdo dos agonistas, glicina e glutamato. Essa

despolarizacdo pode ser dependente da ativacao de outros iGIuRs (Mcbain e Mayer, 1994).
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Figura 1: Estrutura do NMDAR. O receptor ionotropico de glutamato NMDAR esté representado acima,
possuindo seu sitio de ligagcdo ao agonista glutamato (esferas verdes) nas subunidades NR2 (A-D) e seu sitio
de ligacé@o ao co-agonista glicina (esferas vermelhas) na subunidade invariante NR1. Quando em repouso, 0
canal i6nico esta bloqueado por ions de magnésio (esferas cinzas). Apos sua ativacdo e despolarizacao da
membrana, os ions de magnésio séo liberados, promovendo a abertura do canal ibnico com o influxo de ions
de calcio e sdédio (esferas azuis) e efluxo de ions de potassio (esferas laranjas). Figura criada no
BioRender.com.

Recentemente, tem se observado que determinadas conformacfes do NMDAR

podem levar tanto a sobrevivéncia das células neurais quanto a morte das mesmas (Luo et
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al., 2011). De fato, altas concentracdes de glutamato fora da fenda sinaptica podem induzir
uma ativacdo excessiva de seus receptores, com grande influxo de Ca?* e posterior morte
celular por apoptose, num processo conhecido por excitotoxicidade (Mcdonald et al., 1998;
Matute et al., 2006; Bai et al., 2013).

De forma interessante, os receptores de glutamato, principalmente o NMDAR, além
de serem expressos em ceélulas neuronais também séo encontrados em células da glia em
modelos experimentais e em humanos, porém suas fungbes ainda ndo sdo bem
compreendidas (Hosli e Hosli, 1993; Steinhauser e Gallo, 1996; Vernadakis, 1996; Conti et
al., 1999; Shelton e Mccarthy, 1999; Bergles et al., 2000).

Desde a década de 90, diversos estudos demonstraram que receptores para
neurotransmissores também sdo expressos por células do sistema imune, como por
exemplo os linfécitos T e B de camundongos e humanos. Dentre eles podemos citar
receptores para dopamina, das diferentes subfamilias (Santambrogio et al., 1993; Barbanti
et al., 1996; Ricci et al., 1998), receptores nicotinicos de acetilcolina a7 (Rosas-Ballina et
al., 2011), receptores p2 adrenérgicos expressos por linfocitos T reguladores (Guereschi et
al., 2013) e receptores serotoninérgicos 5-HTr (Young et al., 1993; Laberge et al., 1996).
Mais recentemente, a expressao de receptores de glutamato também foi observada em
macréfagos (Mantuano et al., 2017) e em linfocitos T (Lombardi et al., 2001; Kvaratskhelia
et al., 2009; Fallarino et al., 2010; Mashkina et al., 2010; Kahlful3 et al., 2014), sendo
possivel ainda observar o bloqueio de NMDAR em linfécitos T através da utilizacdo do
antagonista memantina (Kahlful3 et al., 2014). De fato, tanto células da resposta imune inata
como células da resposta imune adaptativa expressam receptores de glutamato de ambas
as familias (Storto et al., 2000; Pacheco et al., 2006).

Apesar da atuagdo do glutamato fora do SNC e da presen¢ca dos NMDAR em células
do sistema imune, mais precisamente os linfocitos T, poucos trabalhos na literatura
buscaram compreender sua biologia e, tampouco € sabida sua funcdo em diferentes

contextos da resposta imune, como por exemplo no GALT.

1.2 Microbiota e o sistema imune no GALT

A interface entre o0 meio externo e interno de todos os vertebrados abriga
comunidades complexas e dindmicas de microrganismos chamados de microbiota. Os
intestinos de mamiferos abrigam a maior parte da microbiota de todo o corpo, contendo
trilhdes de comunidades microbianas comensais presentes no lumen intestinal que
estabelecem relagdes simbioticas com o hospedeiro. Essas comunidades bacterianas

intestinais sdo altamente benéficas ao hospedeiro e desempenham funcdes importantes
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como, digestdo de compostos da dieta para aumentar posteriormente a absorcdo do
conteldo nos intestinos, degradacdo de xenobidticos e competicio com agentes
patogénicos (Hooper et al., 2001; Hooper e Macpherson, 2010).

Somente em 2005 foi realizado o primeiro método molecular (sequenciamento
genético de RNA ribossomal 16S) para identificar o perfil da microbiota intestinal de
humanos, uma vez que 80% das espécies da microbiota intestinal ndo séo cultivaveis, o
qgue permitiu identificar a diversidade das comunidades microbianas e, até mesmo, novas
espécies (Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2008). A metodologia consiste em identificar a
sequéncia constante do gene que codifica o0 RNA ribossomal 16S contido na subunidade
30S dos ribossomos de todos os procariotos, diferenciando as bactérias da microbiota e
agrupando-as em espécies de acordo com as regides variaveis e hipervaridveis do gene
RNAr 16S (Furrie, 2006). A andlise € chamada de metagénomica por identificar
comunidades de microrganismos de um determinado ambiente por técnicas independentes
de cultivo (Hugenholtz e Tyson, 2008) e posteriormente sdo realizadas andlises
filogenéticas baseadas em uma biblioteca genémica de RNAr 16S para a identificacao e o
agrupamento das espécies (Hayashi et al., 2005).

Devido ao grande numero de bactérias intestinais, o hospedeiro apresenta uma
persistente e constante ameaca a infeccéo, levando também em consideracdo a enorme
area de superficie intestinal (aproximadamente 200 m? em humanos) que é protegida
apenas por uma simples camada de células epiteliais colunares intestinais. Alteracdes quali
ou quantitativas da microbiota decorrentes, por exemplo, do uso de antibidticos e outros
medicamentos com efeito direto sobre seus componentes alteram o equilibrio entre
microbiota e hospedeiro, resultando em disbiose e contribuindo para o desenvolvimento de
diversas patologias intestinais, sendo as mais comuns doencgas inflamatdrias intestinais
agudas e crbnicas. Para minimizar o contato entre os microrganismos luminais e as células
epiteliais, evolutivamente foram criadas barreiras fisicas e quimicas formadas por muco,
peptideos antimicrobianos e anticorpos IgA transportados ao Ilumen. Porém,
ocasionalmente, algumas bactérias invadem o tecido intestinal através das barreiras, o que
demanda respostas antimicrobianas mais eficientes e especificas oferecidas por células do
sistema imune presentes na lamina prépria intestinal (Hooper e Macpherson, 2010).

Os intestinos delgado e grosso sédo organizados em quatro camadas, do limen
externo ao tecido interno, as camadas mucosa, submucosa, muscular e membrana serosa.
A mucosa € a regido que apresenta maior contato com 0s microrganismos luminais e €
formada pela camada simples de células colunares epiteliais, 0s enterdcitos ou colondcitos,

formados por sua vez pelo conjunto de células heterogéneas que desempenham diferentes
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funcdes, as células caliciformes, células enteroenddcrinas, células de Paneth, células M e
células em tufo, que sdo organizadas em projecBes semelhantes a dedos chamadas de
vilos. Além disso, a regido mucosa também é formada pelo tecido conjuntivo subjacente ao
epitélio chamado de lamina propria (LP), onde estéo presentes células estromais, capilares
sanguineos e linfaticos, células imunes e foliculos linféides organizados chamados de
placas de Peyer, responsaveis principalmente pela vigilancia imunolégica do lumen
intestinal. As diferentes células do sistema imune se encontram nas regiées mucosa e
submucosa (Drolia et al., 2018; Mestecky et al., 2015).

Os tecidos linfoides associados & mucosa intestinal recebem o nome de GALT e
abrigam as células do sistema imune que desempenham um papel fundamental na mucosa
intestinal, promovendo ndo s6 a manutenc¢ao e o reparo tecidual, como também a tolerancia
aos microrganismos comensais da microbiota e aos antigenos alimentares. Esse papel
tolerogénico é exercido tanto por células da imunidade inata, células dendriticas e
macréfagos M2, quanto por células da imunidade adaptativa, linfécitos T reguladores (Treg)
entre outros. As células do sistema imune presentes na mucosa intestinal séo responsaveis
principalmente pela tolerancia local a componentes da microbiota, mas também iniciam
processos inflamatdrios apés a invaséo do epitélio por estes (Abbas et al. 2015).

Dispersas pela lamina propria sdo encontradas células da imunidade inata, como
células dendriticas (Becker et al., 2003), macréfagos (Lee et al., 1985), células NK (do
inglés, Natural Killer cells) (Sanos et al., 2009), células linféides inatas (ILCs) (Ebbo et al.,
2017; Lu et al., 2017) e linfécitos T y® (Hoytema Van Konijnenburg et al., 2017), e também
células da imunidade adaptativa, dentre estas os linfocitos T aff CD4+ efetores (Neurath et
al., 2002) e reguladores (Barnes e Powrie, 2009), linfocitos B produtores de anticorpos IgA
(Macpherson et al., 2000) e células iINKT (do inglés, invariant Natural Killer T cells) (Olszak
et al., 2012).

Além das células encontradas na lamina propria uma série linfocitos atipicos séo
encontrados entre as células epiteliais intestinais (compartimento intraepitelial do intestino),
chamados de linfocitos intraepiteliais (IELs), e desempenham fun¢bes diretamente contra
0s microrganismos do limem intestinal, como os linfécitos TCRap+ CD4-CD8- (Mayans et
al., 2014), linfécitos TCRaf+ CD8aa+ (Poussier et al., 2002), linfécitos TCRyd+ CD8aa+
(Konijnenburg et al., 2017), entre muitos outros (Cheroutre, 2004; Cheroutre et al., 2011).

No intestino delgado de camundongos, os linfécitos T yd intraepiteliais se localizam
e possuem padroes de motilidade dependentes de microrganismos da microbiota,

comportamento que é alterado em camundongos germ-free apOs infeccdo oral por
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Salmonella enterica Typhimurium e também é dependente de interagcbes com células
epiteliais intestinais (Konijnenburg et al., 2017).

Apesar de bem caracterizados fenotipicamente, ainda ha muitas lacunas acerca da
funcdo destes linfocitos na imunobiologia da mucosa intestinal, tanto no contexto de
tolerancia como na vigéncia de processos inflamatorios ou infecciosos, tampouco se sabe

sobre a dependéncia do glutamato nesse fenébmeno (Hooper et al., 2012).

1.3 Doencas inflamatorias intestinais

As doencas inflamatdrias intestinais (do inglés, Inflammatory Bowel Disease - IBD)
sdo distarbios crbénicos que causam inflamacgé&o no trato gastrointestinal de humanos, tendo
etiologias multifatoriais (Baumgart and Carding, 2007). Na década passada, as IBDs
emergiram como um desafio de saude publica mundial devido ao acometimento de mais de
1 milh&o de pessoas nos Estados Unidos e mais de 2 milhdes na Europa (Burisch et al.,
2013; Kaplan, 2015). Sendo tradicionalmente considerada como uma doenga da cultura
ocidentalizada (Estados Unidos, Canadd, Australia, Nova Zelandia e todos os paises da
Europa Ocidental), sua epidemiologia esta em mudanca desde o final do século 20 e inicio
do século 21 com a recém industrializacéo nos paises da Asia, América do Sul e Africa, os
quais aumentram a incidéncia de IBD (Molodecky et al., 2012; Kaplan and Ng, 2017).

Dentre os sintomas mais comuns estdo dor abdominal, diarreia, perda de peso e
sangramento retal (Sands, 2007). J4 as andlises de bidpsia de pacientes com a doenca
ativa mostram infiltracdo de células mono e polimorfonucleares (neutrofilos), erosdo de
enterdécitos, perda de células caliciformes, abscessos de criptas e hiperplasia de células
epiteliais intestinais (Morson and Patk, no date). A patogénese das IBDs é complexa e
dependente de diversos fatores, sendo os principais envolvidos a pré-disposi¢cao genética,
0 meio ambiente e a microbiota, que culminam na ativacéo desregulada de células imunes
contra a microbiota intestinal (De Souza and Fiocchi, 2016). Resumidamente, o primeiro
evento que ocorre durante a IBD € a perda de integridade da barreira epitelial intestinal, o
gue leva a penetragcdo de microrganismos para dentro do tecido intestinal. Em seguida,
células do sistema imune presentes entre o epitélio e na lamina propria dos intestinos,
principalmente células imunes inatas como granulécitos e macréfagos, geram uma resposta
inflamatoria do hospedeiro que leva a disbiose da microbiota intestinal (Ni et al., 2017).

Dentre as IBDs, as formas mais comumente encontradas sao a doenca de Crohn e
a Colite ulcerativa. Suas etiologias e manifestacdes séo distintas, sendo que a doenca de
Crohn é mais esparsa e acomete qualquer regidao do trato gastrointestinal e a Colite

ulcerativa acomete principalmente a regiao do coélon (Ng et al., 2017).
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Diversas células do sistema imune participam do processo de patogénese nas IBD,
tendo como as principais as células da imunidade inata. O infiltrado caracteristico de
neutréfilos contribuem para a perda da integridade e funcdo de barreira intestinal,
destruicdo tecidual através do dano oxidativo e proteolitico e a constante inflamacao devido
a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios (Brazil, Louis and Parkos, 2013). Os
macrofagos participam, principalmente, do processo inflamatério presente na doenga de
Crohn, onde possuem um fendtipo misto de macréfagos (CD14, CD33 e CD68) e células
dendriticas (CD205 e CD209), produzindo as seguintes citocinas em abundancia IL-6, IL-
23 e TNF. Contribuem também com a producdo de IFN-y por células mononucleares
(Kamada et al., 2008). J4 as DCs presentes na mucosa intestinal de humanos com doenca
de Crohn e Colite ulcerativa, expressam niveis aumentados de TLR2 e TLR4. Durante a
doenca de Crohn, as DCs ainda apresentam niveis reduzidos de RNA mensageiro para
linfopoetina estromal timica (TSLP), o que contribui com o estado inflamatoério destas
células, e um aumento na expressdo de CD40 e CCR7 e producédo de IL-6 e IL-12. Todos
estes fatores contribuem para a retencao destas células no sitio de inflamacg&o da mucosa
intestinal, provendo a inflamacéo local(Hart et al., 2005; Rimoldi et al., 2005; Middel et al.,
2006).

Linfécitos T também participam da patogénese de IBD. Os subtipos mais
encontrados na doenga de Crohn sdo Thl e Th1l7, onde s&o produzidas simultaneamente
as citocinas IL-17 e IFN- y por estas células, acreditando-se ser uma condi¢ao de fendétipo
misto de células Th1l/Thl7 (Annunziato et al., 2007; Globig et al., 2014; Ramesh et al.,
2014). Ainda assim, niveis aumentados de IL-17 também s&o encontrados na mucosa e no
soro de pacientes com Colite ulcerativa, porém, em menores quantidades que pacientes
com doenca de Crohn (Fujino et al.,, 2003). Recentemente, também foi relato o
envolvimento de células Th9 em pacientes com Colite ulcerativa, as quais produzem a
citocina IL-9 e séo poucos estudadas nesse contexto (Gerlach et al., 2014). Células Treg
(CD4+CD25+FoxP3+) possuem sua atividade reguladora prejudicada em pacientes com
IBD. Apesar de estarem expandidas na lamina prépria intestinal, sua capacidade e funcéo
supressora nao é o suficiente para controlar o processo inflamatério causado por células
Th1/Th1l7 durante a patogénese em IBD (Maul et al., 2005; Huibregtse, Van Lent and Van
Deventer, 2007). Diversas terapias, como o uso de anti-TNF, visam expandir e estimular a
funcao de células Treg presentes na mucosa de criancas e individuos adultos com IBD ativa
(Ricciardelli et al., 2008; Veltkamp et al., 2011).

O estudo do envolvimento de células T em IBD se da, principalmente, através de

modelos experimentais de colite aguda e cronica. Estes sdo agrupados, em geral, em trés,
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sendo eles: colite induzida por quimicos (Wirtz et al., 2007; Neurath, 2012), modelo de colite
de transferéncia de células T (Powrie, 1995) e modelo de colite crbnica espontaneo.
Existem pelo menos trés tipos de reagentes quimicos utilizados no primeiro modelo citado
acima, sendo o dextran sulfato de sodio (DSS) o principal e mais utilizado na literatura
podendo gerar manifestagcdes agudas ou cronicas e envolvendo, principalmente células
imunes inatas, seguido pelo hapteno acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) e pela
oxazolona (Boismenu and Chen, 2000). O modelo de colite de transferéncia de células T é
0 segundo modelo mais estudado, causado pela transferéncia adotiva de células T naive
(CD4+CD45RB"9") a animais deficientes de células T e B (Ragl”), possibilitando assim a
investigacdo de bases imunoldgicas tanto na indugdo quanto na progressao da inflamacao
intestinal, por ser um modelo crénico mediado por células T (Powrie, 1995; Leach et al.,
1996).
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Figura 2: Células imunes da mucosa intestinal na homeostase e inflamacdo. a) Na presenca de uma
microbiota balanceada (eubiose), as células epiteliais intestinais secretam mucinas e peptideos
antimicrobianos (AMPSs), induzindo a producdo de TSLP, IL-33, IL-25 e TGF-B, 0 que promove 0O
desenvolvimento de DCs e macréfagos tolerogénicos. DCs induzem iTregs através de TGF-f3 e acido retindico
(RA). Os plasmdcitos produtores de IgA+ séo gerados a partir do TGF- B produzidos por iTregs e BAFF e
APRIL produzidos pelas células epiteliais intestinais. O fendmeno chamado de tolerancia é induzido e mantido
a partir dessa homeostase e da producéo de TGF- 8 e IL-10 por iTregs e IL-10 também produzida pelos
macrofagos. b) Com a disbiose e/ou lesdes teciduais, as células epiteliais intestinais produzem citocinas
inflamatérias (IL-1, IL-6 e IL-18) e DCs e macrofagos produzem IL-6, IL-12 e IL-23, que levam a diferenciagao
de células Thl e Th17. Células Th2 e Th9 também podem ser diferenciadas dependendo das citocinas no
meio, levando a perda da integridade de barreira. Células linfoides inatas (NK, LTi e IEL Tyd) sdo ativadas
através das citocinas pré-inflamatérias, produzindo por sua vez IL-22, IL-17A e IL-17F e promovendo o
recrutamento de neutréfilos e protecdo da barreira epitelial. Adaptado de De Souza, H. S. P. e Fiocchi,C.
Nature Reviews, 2016.

Contudo, considerando o papel de células T na patogénese de IBD, muito pouco se
sabe sobre a participagdo do glutamato no agravamento ou melhora da inflamagéo

intestinal nessas doencas.

1.4 O sistema nervoso entérico

A divisdo anatdmica classifica o sistema nervoso em SNC e sistema nervoso
periférico (SNP), este ultimo por sua vez é ainda dividido por sua funcionalidade em sistema
nervoso somatico (SNS) e sistema nervoso autbnomo (SNA). O SNA ainda possui duas
subdivisdes, a divisdo simpatica e a divisdo parassimpatica. Ambas as divisbes regulam as
funcBes de todos os sistemas e 6rgdos de mamiferos, involuntariamente. O sistema
nervoso entérico é uma das principais divisdes do SNA que é encontrado na parede de todo
o trato gastrointestinal, desde o esbfago até o anus (Mai e Paxinos, 2011).

O sistema nervoso entérico € o Unico local onde se encontram grupamentos de
neurénios fora do SNC. Em humanos, o SNE contém aproximadamente 500 milhdes de
neurdnios, classificados funcionalmente em cerca de 20 classes. E constituido por células
neuronais e por células da glia agrupadas em ganglios interligados uns aos outros por feixes
de fibras nervosas. Os ganglios sao relativamente pequenos, porém muito numerosos, o
gue condiz com a enorme quantidade de células nervosas encontradas nesse sistema.
Como o0s ganglios encontrados normalmente no SNP, os ganglios do SNE também
promovem o encontro de dois ou mais neurdnios o que gera inervagbes para todos os
componentes do tubo digestivo, desde a musculatura até o epitélio e vasos sanguineos.
Outro aspecto que torna o SNE especial, € que seus reflexos independem de comandos do
SNC, o que é controlado pelo intercadmbio de sinais entre os dois sistemas (Furness, 2008).

As primeiras descricfes de plexos ganglionares no trato gastrointestinal foram
realizadas pelos médicos e anatomistas Georg Meissner em 1857, Theodor Billroth em

1858 e Leopold Auerbach em 1862. Foram descritos dois tipos de plexos principais



30

encontrados nos intestinos delgados e grosso: o plexo mioentérico ou plexo de Auerbach;
e 0 plexo submucoso ou plexo de Meissner. O plexo mioentérico é encontrado entre as
camadas musculares longitudinais e circulares do musculo que reveste os intestinos e
apresentam a maior concentracao de neurénios. Ja o plexo submucoso é encontrado na
camada submucosa que se situa mais internamente em todo o intestino, apresentando a
minoria dos neurénios (Wood et al., 1999); Furness, 2008).

O primeiro mapeamento do SNE utilizando diversas técnicas foi realizado em 2002
(Schemann et al., 2002). Pequenos grupos de corpos de neurénios foram encontrados na
submucosa e mucosa, mais especificamente na lamina prépria do intestino delgado de
humanos e porcos (Fang et al., 1993; Balemba et al., 1998). A inervacdo da mucosa do
intestino delgado € dividida em quatro componentes: plexo subglandular, plexo
periglandular, plexo subepitelial e plexo viloso. As fibras nervosas que inervam a mucosa
do intestino delgado penetram apenas o tecido conjuntivo da lamina propria, nao
penetrando o epitélio. Por esse motivo, as fibras nervosas interagem com células do
sistema imune ali presentes, o que nos leva a inferir a presenca de mecanismos
neuroimunes importantes (Furness, 2008).

A interacdo entre 0s neurdnios entéricos e o intestino ocorre através da secrecao de
neurotransmissores que se ligam a receptores especificos encontrados em diversas células
presentes nas camadas mucosa, submucosa e muscular, incluindo aquelas do sistema
imune. Os primeiros neurotransmissores descritos, secretados por neurbnios motores
entéricos excitatorios, foram as taquicininas, como a neuroquinina A, 0s neuropeptideos K
ey, a substancia P, e a acetilcolina (Taylor e Bywater, 1986; Holzer et al., 1993).

Ainda na década de 80, foi demonstrada a expressao de receptores para
aminoacidos excitatorios, possivelmente do tipo ionotropico NMDAR, no plexo mioentérico
em cobaias (Moroni et al., 1986). Outros neurotransmissores também foram relatados, sao
estes: ATP, Oxido nitrico (NO), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e peptideo ativador da
adenilato ciclase da hipoéfise (PACAP) (Porter et al., 1997; Lecci et al., 2002). Sabe-se que
existe uma relacéo direta entre a regulagédo dos neurotransmissores inibidores, em que o
NO regula a liberacao de VIP e PACAP, e VIP e PACAP por sua vez estimulam a produgéo
de NO durante o peristaltismo (Grider et al., 1994).

Mais recentemente foi relatado o papel do glutamato na deteccdo quimica de
nutrientes envolvendo nervos gustativos e as vias humoral e neural (vagal) de conexao
entre o intestino e o cérebro que impactam a funcdo intestinal, o comportamento e a
preferéncia alimentar. Sendo assim, o glutamato age como molécula sinalizadora do

sistema nervoso entérico e modula os reflexos neuroenddcrinos do trato gastrointestinal



31

através de sua ligacdo a neurbnios sensores locais que aumentam o0s processos digestivos
através do reflexo vago-vagal (Tomé, 2018).

Desde a década de 90 estudos relatam a presenca de neurbnios secretores de
glutamato nos ganglios dos plexos mioentérico e submucoso de porquinhos-da-india e ratos
(Kirchgessner et al., 1997; Liu et al.,, 1997). Foi demonstrado que fibras nervosas
glutamatérgicas sdo abundantes em ambos 0s plexos ganglionares e na regido mucosa.
No ileo de cobaias, todos os neurbnios glutamatérgicos co-expressam colina
acetiltransferase (ChAT) e substancia P (SP) (Liu et al., 1997). Estes neurdnios presentes
no plexo submucoso de cobaias que expressam ChAT e SP séo considerados neurdnios
aferentes primarios que se projetam para a mucosa e respondem a estimulos sensoriais do
intestino (Kirchgessner et al., 1992).

As evidéncias de receptores ionotropicos e metabotrépicos de glutamato no sistema
nervoso entérico se deram por imunohistoquimica e hibridizacéo in situ também na década
de 90, onde foi relatado a expressdao do RNA mensageiro para NR1 em neurbnios do
intestino de ratos (Burns et al., 1994; Burns e Stephens, 1995). Além da subunidade NR1,
as subunidades NR2a e NR2b do receptor NMDA também foram encontradas em neurénios
dos plexos mioentéricos e submucoso do ileo de porquinhos-da-india (Liu et al., 1997) e do
colon de ratos, onde também encontraram a subunidade NR1 em fibras nervosas na
mucosa. Sendo assim, o NMDAR pode estar presente tanto em neurdnios primarios
aferentes espinhais (Mcroberts et al., 2001) quanto vagais (Hornby, 2001).

A concepcéo de que o sistema nervoso e o sistema imune podem influenciar um ao
outro de maneira sofisticada foi proposta pelo menos ha duas décadas atras (Ader et al.,
1990). Recentemente, sabe-se que o sistema nervoso entérico e o sistema imune estédo
intimamente relacionados, pois se associam para manter a homeostase entre o corpo e a
microbiota. Foi demonstrado, por exemplo, que microrganismos comensais regulam a
motilidade intestinal através da interacdo de neurénios entéricos e macréfagos encontrados
na camada externa da musculatura do intestino grosso (Muller et al., 2014). Além disso, as
fibras nervosas que inervam a mucosa do intestino delgado penetram apenas o tecido
conjuntivo da lamina propria, local, como ja mencionado, de grande abundancia de células
do sistema imune e, que, de forma inquestiondvel devem interagir para promover a
homeostase tecidual (Furness, 2008).

Sendo assim, levando-se em consideracdo a importancia do GALT na modulacéo da
resposta imune local, associada a presenca do neurotransmissor glutamato, seja advindo
do SNE, seja de células dendriticas teciduais ou da dieta, no presente projeto, investigamos

os fendmenos celulares e moleculares presentes nesta interacdo. Mais especificamente,
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estudamos o papel do NMDAR na imunobiologia de linfécitos T da lamina propria intestinal
em modelo murino, tanto na manutencdo da homeostase fisiolégica, como no advento de
modelos de doencas inflamatorias intestinais, como a colite aguda e crénica, assim como,

na tolerancia oral.
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Figura 3: Interagdes neuro-imunes nos intestinos. 1) A maioria das células imunes sdo encontradas na
regido da lamina prépria intestinal, enquanto os corpos celulares neuronais s&o restritos aos plexos
mioentérico e submucoso, regibes onde também se encontram macréfagos musculares e mastocitos.
Processos neuronais extrinsecos e intrinsecos inervam todas as camadas de ambos os intestinos.
Perturbacdes no lumen intestinal sdo sentidas inicialmente por IECs, células imunes inatas ou diretamente
por neurbnios. Entre varios possiveis circuitos neuro-imunes, quatro séo descritos: 2) circuito neuro-imune
local curto entre a lamina propria e células imunes presentes na camada muscular, assim como o sistema
nervoso intrinseco e extrinseco. 3) Interagdes neuro-imunes vagais envolvendo fibras nervosas aferentes e
eferentes originadas da medula oblonga. 4) a- Intera¢g6es neuro-imunes de longo alcance com fibras intestino-
fugais projetadas da medula espinhal ou de ganglios b- fibras aferentes e eferentes originadas no ganglio da
raiz dorsal ou medula espinhal, respectivamente. Adaptado de Fernandes, H. V. e Mucida, D. Cell, 2017.

Levando em consideracéo que fibras nervosas dos plexos submucoso e mioentérico
inervam a mucosa do intestino delgado, penetrando principalmente a lamina prépria, os
neurdnios ali presentes interagem com as células do sistema imune encontradas nessa
regido atraves da secrecao de neurotransmissores. Como ja se sabe, células da imunidade
inata e adaptativa expressam receptores para neurotransmissores excitatorios, como por
exemplo receptores ionotrépicos de glutamato do tipo NMDAR. Na mucosa intestinal sdo

encontrados linfécitos T abundantemente sendo esses bem caracterizados
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fenotipicamente, porém com poucas descricdes sobre suas funcées na imunobiologia da
lamina prépria. Considerando ainda que o glutamato também pode ser absorvido pela dieta
e metabolizado por algumas bactérias comensais da microbiota, nossa hipétese foi que a
deficiéncia de NMDAR especificamente em linfécitos Tad poderia desempenhar um papel
importante na interacdo entre a microbiota e o hospedeiro, o que poderia levar ao

agravamento de doencas inflamatdrias intestinais.

2. OBJETIVOS

Investigar o papel do receptor ionotrépico de glutamato NMDAR presente em células

T af na modulacdo da homeostase e inflamacéo intestinal.

2.1. Objetivos especificos

e Confirmar a delecédo especifica do NMDAR em células T af CD4+ e CD8+ no baco,
timo, lamina prépria e compartimento intraepitelial intestinais, assim como seus
respectivos linfonodos drenantes por citometria de fluxo e no intestino delgado por
imunofluorescéncia em camundongos Cd4¢exGrin1"" e seus controles Grin1;

e Quantificar a expressao génica das isoformas NR2a, NR2b, NR2c e NR2d do NMDAR
em células do baco, linfonodos mesentéricos e compartimento intraepitelial do intestino
delgado em camundongos Cd4¢exGrin1” e seus controles Grin1;

e Avaliar a integridade e permeabilidade da barreira mucosa do intestino delgado em
camundongos Cd4°exGrinl1" e seus controles Grin1™;

e Caracterizar fenotipicamente os linfocitos T af CD4+ e CD8+ e linfécitos T yd na lamina
prépria e compartimento intraepitelial intestinais e seus respectivos linfonodos drenantes
em camundongos Cd4¢exGrinl” e seus controles Grinl” naive e ap6s colite por
citometria de fluxo;

e Auvaliar a producao intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfocitos T af CD4+ na lamina
prépria e compartimento intraepitelial intestinais e seus respectivos linfonodos drenantes
em camundongos Cd4¢exGrinl” e seus controles Grinl” naive e apo6s colite por
citometria de fluxo;

e Avaliar fenotipicamente os linfocitos T af CD4+ e CD8+ e linfocitos T yd e a producéo
intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfocitos T af CD4+ no bago de camundongos

Cd4CxGrinl1"" e seus controles Grin1f apds tolerancia oral por citometria de fluxo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 Cd4¢xGrinl1"" e seus controles Grin1", de
ambos os sexos, com 8 a 10 semanas de idade. Ambos os animais foram mantidos em
estantes ventiladas sob condi¢des controladas de temperatura, umidade e iluminagao (ciclo
claro/escuro) no Biotério do Departamento de Imunologia. Todos os experimentos foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S&o Paulo (CEUA-ICB/USP) em 12/11/2018, n°® de protocolo
1287040618 (Anexo 1). Para o experimento de colite através da transferéncia de células
T, foram utilizados camundongos machos Ragl’ de 8 semanas de idade obtidos do
Jackson Laboratory e mantidos no Biotério do Brigham and Women’s Hospital na Harvard
Medical School aprovados pela Comissdo de Animais, segundo protocolo 2016N000230
(Anexo 2).

3.2 Tolerancia Oral

Camundongos Cd4¢exGrin1” e seus controles Grin1”f de 8 semanas de idade foram
alimentados continuamente com 8 mg/mL de ovalbumina (OVA) em sua agua por 5 dias.
Animais controles de ambas as linhagens receberam apenas dgua comum. Trés dias ap0s
a ingestdo de OVA, todos os grupos foram imunizados com 50 pg de OVA no adjuvante
completo de Freund (CFA - BD Biosciences, 231131) em seus flancos ventrais, pela via
subcutanea (s.c.). Respostas in vitro e in vivo foram avaliadas 10 dias apés a imunizacéo.
Para a andlise in vitro, células do baco foram estimuladas com 100 pg/mL de OVA (livre de
LPS) ou com 1 pg/mL de anti-CD3, para a avaliacdo antigeno-especifica ou néao,
respectivamente, através da dosagem da incorporacdo de timidina trifosfato (Sigma,
T0251). Além disso, para as analises in vivo, células do bago também foram avaliadas por

citometria de fluxo, conforme o item 3.10.

3.8 Colite induzida com DSS

Camundongos Cd4cexGrin1” e seus controles Grin1”f de 8 semanas de idade foram
submetidos ao modelo experimental de colite aguda através da administracao de 2.5% de
DSS (Colitis grade, 36.000-50.000, MP Biomedicals, 9011-18-1) em sua agua por sete dias
e, apos este periodo, este foi substituido por &gua normal pelos préximos trés dias. No dia
10 apés o inicio do tratamento, os animais foram sacrificados para as analises de histologia

intestinal, conforme o item 3.12, e de células do colon e linfonodos cecais por citometria de
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fluxo, conforme o item 3.10. O peso corporal e 0s seguintes sinais e sintomas clinicos e
macroscopicos foram monitorados diariamente: perda de peso, diarreia, sangue oculto nas
fezes, sangramento retal, comprimento do intestino grosso, adesdes e obstrugcdes
intestinais. Para o modelo experimental de colite aguda, camundongos Cd4¢exGrinl1" e
seus controles Grinl”f de 8 semanas de idade ingeriram 2.5% de DSS em sua agua por
sete dias, em trés ciclos. O primeiro e segundo ciclo incluiram sete dias de DSS seguido de
14 dias de repouso, através da substituicdo por &gua normal, e o terceiro ciclo consistiu em
sete dias de DSS seguido por trés dias de repouso com agua normal. Os animais foram

sacrificados no dia 52 para as mesmas andlises do modelo de colite aguda.

3.9Colite induzida por transferéncia de linfécitos T

Camundongos Cd4cexGrin1" e seus controles Grinl1f foram sacrificados e o baco e
linfonodos foram coletados para o enriquecimento de células T CD4+ com as microbeads
de isolamento CD4 mouse (MACS, 130-117-043, clone L3T4), seguido pelo cell sorting de
células T CD4+ naive (CD4+CD45RBMI"CD25-) em citbmetro FACSAria Il cell sorter (BD
Bioscience). Apés a separacdo, as células T CD4+ naive de ambos os grupos foram
processadas, individualmente e contadas. 0.6x10° células, de cada grupo, foram
transferidas ao camundongo receptor Ragl” no dia O de tratamento. Nas primeiras trés
semanas, ambos 0s grupos receptores Ragl’ foram monitorados quanto a perda de peso
uma vez por semana. Apdés a terceira semana da transferéncia adotiva, 0os animais
passaram a ser monitorados quanto a perda de peso diariamente, assim também foram
monitorados 0s sinais e sintomas clinicos da colite crénica. Ambos os grupos foram
sacrificados 12 semanas ap0s a transferéncia adotiva de células T CD4+ naive para as

analises de histopatologia e citometria de fluxo, conforme descritas anteriormente.

3.5 Separacdo magnética de células T CD4+ e CD8+ do baco

Camundongos Cd4¢xGrin1”f e seus controles Grin1"f foram sacrificados e o baco
foi coletado e depositado em peneiras de 70 um (Cell Strainer) para posterior maceragéao
com émbolo de seringa de 1 mL em meio RPMI1640 (LGC Biotecnologia). As células em
suspensdo foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de tampéao de lise celular e aguardamos
um minuto para a lise das hemacias. Em seguida, foi adicionado 9 mL de PBS 1x e o tubo
foi novamente centrifugado a 500 g por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi descartado.
O pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo (1% I-glutamina, 1%

aminoacidos nao-essenciais, 1% penicilina/streptomicina, 1% piruvato de sédio, 1% MEM-
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vitamina e 10% de soro bovino fetal - SBF) para a contagem celular. Para o enriquecimento
e separacéo de células CD4+ ou CD8+ foram utilizados os kits MagniSort™ Mouse CD4 T
Cell Enrichment Kit e MagniSort™ Mouse CD8 T Cell Enrichment Kit, separadamente. Parte
das células foram ressuspendidas na concentragéo de 1 x 107 células/100 pL e depositadas
em tubo de 5 mL. Em seguida, foi adicionado 20 uL do coquetel de anticorpos de cada Kkit,
separadamente, a cada 100 pL de suspencao celular e o tubo foi vortexado e incubado por
10 minutos a temperatura ambiente (TA). As células foram lavadas e seus sobrenadantes
descartados. A seguir, foi adicionado a mesma proporcao das beads de selecdo negativa
e as amostras foram novamente incubadas por 5 minutos a TA. Foi adicionado até 2.5 mL
do volume total do tamp&o de separacgéo e foi homogeneizado por pipetagem. O tubo foi
inserido dentro do magneto e as amostras foram incubadas por mais 5 minutos a TA. O
sobrenadante foi passado para um novo tubo, vertendo cuidadosamente por 1 segundo.
Nesse sobrenadante estavam contidas as células negativamente selecionadas, CD4+ ou
CD8+. As células foram passadas para novos tubos de 1.5 mL e armazenadas em TRIzol
para posterior analise por PCR em tempo real.

3.6 Obtencao de células do baco, timo, linfonodos mesentéricos e cecais

Apo6s o sacrificio dos animais, o baco, timo, linfonodos mesentéricos e cecais foram
coletados e depositados em peneiras de 70 um dentro de placas de Petri para maceracao
com émbolo de seringa de 1 mL em meio RPMI. As células em suspensdo foram
centrifugadas a 500 g por 5 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. As hemacias
provenientes apenas do baco foram lisadas conforme descrito no item acima. Apos iSso o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo para a contagem de células
viaveis coradas com 0,5% de azul de tripan em camara de neubauer. Posteriormente, as
células foram ou armazenadas em TRIzol® (Invitrogen, EUA) para posterior analise por PCR
em tempo real ou submetidas ao protocolo de marcacéo extra e intracelular para determinar

sua frequéncia e fenotipo por citometria de fluxo.

3.7 Obtencéo de células da mucosa do intestinal

Apos a retirada dos linfonodos mesentéricos, foram coletados o intestino delgado e
grosso. Ambos os intestinos foram depositados em uma placa de Petri contendo 10 mL de
HBSS livre de calcio e magnésio (-/-) gelado com 5% de SBF e 25 mM de HEPES.
Primeiramente, realizamos a limpeza do tecido através da remoc¢do de todo o tecido
conjuntivo e a gordura do mesentério. ApGs isso, todas as placas de Peyer foram removidas

do intestino delgado e, ambos os intestinos, foram abertos através de um corte longitudinal.
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Com os intestinos abertos, as fezes e muco foram removidos. Foram realizados cortes de
1,5 a 2 cm e os pedacgos de tecido foram adicionados a um tubo conico de 50 mL contendo
10 mL de HBSS -/- com 10% de SBF, 15 mM de HEPES, 5 mM de EDTA e 1 mM de DL-
Dithiotreitol (DTT). O tubo foi incubado por 20 minutos em um agitador aquecido a 37 °C.
As células do epitélio e da lamina propria foram separadas de acordo com as etapas 3.7.1
e 3.7.2, respectivamente. Passamos o0s pedagos de intestino delgado sobre uma peneira
de aco inoxidavel depositada em um becker de 500 mL para a remocédo do sobrenadante,
onde estdo contidas as células epiteliais e linfocitos intraepiteliais. Os pedacos do tecido
foram transferidos a um novo tubo cénico de 50 mL contendo 10 mL de HBSS -/- com 2
mM de EDTA e 25 mM de HEPES, livre de SBF e agitados por aproximadamente 30
segundos. O conteudo foi novamente depositado sobre a peneira. Este procedimento foi

repetido mais duas vezes, para a separacao completa das células epiteliais e intraepiteliais.

3.7.1 Linfécitos intraepiteliais intestinais

A suspenséao celular contida no sobrenadante foi filtrada em peneira de 70 um sobre
de um novo tubo cénico de 50 mL e centrifugada a 500 g por 5 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido em 5 mL de Percoll a 37% e, em
seguida, transferido para um novo tubo de 15 mL e centrifugado a 800 g por 20 minutos, a
22 °C com o freio desligado. Apéds isso, 0 sobrenadante foi removido cuidadosamente por
aspiracdo e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI e, novamente, transferido
para um novo tubo de 15 mL. Foi adicionado mais 9 mL do meio ao tubo e este foi
centrifugado a 500 g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo para posterior contagem de células e
armazenagem em TRIzol para posterior analise por PCR em tempo real ou marcacao para

analise por citometria de fluxo.

3.7.2 Linfécitos da lamina propria intestinal

Apés a separacdo de células epiteliais e linfécitos intraepiteliais, os pedacos de
intestino delgado e grosso foram transferidos para um novo tubo de 2 mL contendo 1 mL
de HBSS -/- com 2 mM de EDTA e 25 mM de HEPES, livre de SBF. Os tecidos foram
novamente cortados em pedacos menores e 0s tubos centrifugados a 2000 g por 1 minuto,
a 4 °C. O sobrenadante, contendo o restante de gordura, foi removido com o auxilio de uma
pipeta Pasteur. Os pellets foram ressuspendidos em 1 mL da solucdo de digestao recém-
preparada contendo meio X-Vivo, 0.5 mg de Liberase TL Research Grade(Roche-Sigma

Aldrich, 5401020001) e 0.2 mg de DNase do tipo | (Sigma) e, em seguida, transferidos para
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um novo tubo conico de 50 mL. Adicionamos mais 9 mL da solucéo de digestdo a cada tubo
e este foram incubados por 35 minutos em um agitador aquecido a 37 °C. Foi adicionado
10 mL de HBSS com 5 mM de EDTA apés a incubagédo, para estacionar a acado enzimatica
da Liberase e DNase, e o conteudo foi depositado em uma peneira de 100 ym sobre um
novo tubo coénico de 50 mL. O tecido sobre a peneira foi macerado com o auxilio de um
émbolo de seringa de 1 mL e, em seguida, adicionamos mais 10 mL de HBSS (-/-) com 5%
de SBF e 25 mM de HEPES sobre o tecido. A suspencao foi centrifugada a 500 g por 5
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 5 mL de
Percoll a 37%e, em seguida, transferido para um novo tubo de 15 mL e centrifugado a 800
g por 20 minutos, a 22 °C com o freio desligado. Apés isso, 0 sobrenadante foi removido
cuidadosamente por aspiracdo e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI e,
novamente, transferido para um novo tubo de 15 mL. Foi adicionado mais 9 mL do meio ao
tubo e este foi centrifugado a 500 g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo para posterior contagem de células

e marcacao para analise por citometria de fluxo.

3.8 Extracédo de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

O mRNA foi extraido utilizando a técnica de TRIzol seguindo especificacdes do
fabricante. Brevemente, foi adicionado 1 mL do reagente TRIzol sobre a suspenséo celular
de cada tecido analisado. Posteriormente adicionou-se 500 pL de cloroférmio, apés
centrifugacédo, a fase aquosa foi retirada e transferida para outro tubo seguido da adi¢cao de
500 pL de isopropanol. Apés 10 minutos a T.A. as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante descartado. Ao pellet, foi adicionado 1 mL etanol 75% e centrifugado, o etanol
foi retirado. A Ultima etapa foi realizada 3x para se obter RNA livre de contaminagdes. Por
final, apds a ultima centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o tubo mantido invertido
na bancada até a secagem total do pellet. Ao final, adicionou-se ao pellet agua ultrapura e
a concentracdo de RNA total foi determinada em NanoDrop (Thermo) dentro dos
parametros de 260/280nm. Para a extracdo de RNA do soro foi utilizado o kit de extragcéo
QIAmp viral RNA mini (Qiagen) seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a sintese de cDNA, foi realizada uma reagéo de transcri¢cdo reversa a partir do
RNA total purificado. Para tanto, 2,0 ug de RNA diluidos em 10 pL de agua ultrapura foram
adicionados a 10 pL de mix (2 uL RT buffer, 2 uL de RT random primers, 1 uL de multscribe
e 0,8 pL de dNTPs e 4,2 puL de agua ultrapura). A sintese de cDNA foi realizada no
termociclador da Applied Biosystems seguindo o0s seguintes parametros: 25°C por 10

minutos; 37° C por 120 minutos; e 85° C por 5 minutos.
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3.9 Quantificagdo de mRNA por PCR em Tempo Real

A partir do cDNA obtido, foi avaliada a expressdo de mRNA por PCR em tempo real
(pPCR). A cada reacéo de PCR, foi adicionado 200 uM do primer forward, 200 uM do primer
reverse sintetizados, 5 uL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 4309155) e 46
ng de cada amostra de cDNA totalizando um volume final da reacdo de 10 pL. A reagao de
gPCR foi realizada no aparelho QuantStudio3 (Applied Biosystems) e submetidas aos
seguintes ciclos: 1 - 50°C por 2 minutos; 2 - 95°C por 2 minutos; 3 - 95°C por 15 segundos
e 4 - 60°C por 1 minutos. Os passos 3 e 4 foram repetidos 40 vezes. As curvas foram
normalizadas pela expressao da B-actina. A expressao génica foi dada pela formula 2-AACt
(Fold change), onde AACt = ACt (experimental) — ACt (controle), e ACt € o Ct do gene alvo
subtraido do Ct do gene enddgeno. Segue abaixo a lista dos genes e as sequéncias dos
primers utilizados para avaliacdo dos genes que compdem a subunidade NR2 (Grin2) do

NMDAR e genes relacionados as subpopulacdes de linfécitos T helper (Tabela 1).

Gene Espécie Sequéncia Forward Sequéncia Reverse
Actb camundongo GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
Grin2a camundongo ACGTGACAGAACGCGAACTT TCAGTGCGGTTCATCAATAACG
Grin2b camundongo GCCATGAACGAGACTGACCC GCTTCCTGGTCCGTGTCATC
Grin2c camundongo GCCCTGCTTCTCACTTCACTC GTTGGTATTGTTGACCCCGAT
Grin2d camundongo TGGAGGAGTACGACTGGACAT CGCACTGACACTACGGAGC
112 camundongo | TGAGCAGGATGGAGAATTACAGG | GTCCAAGTTCATCTTCTAGGCAC
16 camundongo GCCTTCTTGGGACTGATGCT TGTGACTCCAGCTTATCTCTTGG
1117 camundongo TTTAACTCCCTTGGCGCAAAA CTTTCCCTCCGCATTGACAC
Foxp3 camundongo CCCATCCCCAGGAGTCTTG ACCATGACTAGGGGCACTGTA
Tbx21 camundongo AGCAAGGACGGCGAATGTT GGGTGGACATATAAGCGGTTC

Tabela 1. Lista de primers utilizados para avaliacdo de mRNA dos genes em interesse.

3.10 Citometria de fluxo

As suspensoes celulares do baco, timo, lamina propria (LP) e linfécitos intraepiteliais
(IEL) do intestino delgado, colon-LP e IEL, céco-LP, linfonodos mesentéricos e linfonodos
cecais foram submetidas ao protocolo de marcagdo de superficie ou estimuladas por 3
horas com 50 ng/mL de PMA (Sigma), 1 uM de ionomicina (Sigma-Aldrich) e 1 mg/mL de
monensina ou Golgi Stop (BD Biosciences) em estufa a 37 °C, contendo 5% de COz, para

marcacao de citocinas intracelulares. Para a marcacao de superficie, as células foram
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incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente com 1:1000 de Zombie Aqua Fixable
Viability (Biolegend), para exclusdo de células mortas. Em seguida, as células foram
lavadas com FACS Buffer (HBSS -/-, 2% de SBF, 2 mM de EDTA e 25 mM de HEPES) e
incubadas com o coquetel de anticorpos anti-mouse: CD4 (1:300 - BV605), CD8a (1:300 -
BV711), CD8b (1:300 - APC-Cy7), CD25 (1:200 - PE), CD45 (1:300 - BUV395), CD103
(1:200 - BUV496), TCRpB (1:200 - PE-Cy7) e TCRyd (1:200 - PercP) (Biolegend) por 30
minutos a 4 °C, diluidos em FACS Buffer. Para a marcacdo do NMDAR foi utilizado 1:100
do anticorpo biotinelado anti-NMDAR1 (Biolegend, 818606), junto com os marcadores de
superficie, seguido pela incubacao por mais 30 minutos a 4 °C com 1:300 da estreptavidina
(Bv421, Biolegend, 405226). Apés as incubacdes relatadas, as células foram novamente
lavadas com FACS Buffer e o sobrenadante removido. As suspensodes utilizadas para o
painel de marcacdo de NMDAR1 foram em seguida adquiridas, sem fixacdo. As demais
células foram fixadas por 20 minutos a temperatura ambiente com o fixador
Cytoperm/Cytofix Transcriptional Factor Staining Buffer Set (eBioscience-Invitrogen, 00-
5523-00) e lavadas e ressuspendidas em FACS Buffer para entdo serem adquiridas. Para
a marcacdao intracelular, apés a incubacao de trés horas as células passaram pelas mesmas
etapas descritas acima (marcacdo de viabilidade, coquetel de anticorpos de superficie e
fixac@o). As células foram permeabilizadas com Perm/Wash Buffer (eBioscience) e lavadas
em seguida a fixagdo. O sobrenadante foi removido e, em seguida, foi adicionado o seguinte
coquetel de anticorpos intracelulares anti-mouse: IL-10 (1:100 - PE-TexasRed), IL-17 (1:100
—BV711), IFN-y (1:100 - BvV421) e FoxP3 (1:100 - AlexaFluor 488) (Biolegend) diluidos em
Perm/Wash, e as células foram incubadas de 30 minutos a 1 hora a 4 °C. A seguir, as
células foram lavadas novamente e ressuspendidas em FACS ou Perm/Wash Buffer. As
aquisicdes de citometria de fluxo foram realizadas no citbmetro FortessaLSR ou Symphony
(BD Biosciences) utilizando o software DIVA (BD Biosciences). Todos os dados foram

analisados no software FlowJo versao X.07 (TreeStar Inc.).

3.11 Permeabilidade e transito intestinal

Os animais foram mantidos em jejum absoluto por 6 horas e, apds este periodo, foi
administrado 150 pL (120 pg) de Dextran-FITC 4-kDa diluido em agua via intragastrica por
gavagem e a agua e racdo repostas. Os animais foram sacrificados apdés 2 horas da
administracao por deslocamento cervical e o sangue total foi coletado por puncéo cardiaca,
adicionado a um tubo de 1.5 mL e o soro foi separado apos centrifugacdo a 2000 g por 5
minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizado a perfusdo do animal com

PBS 1x e o intestino delgado foi coletado e posicionado em uma placa de Petri contendo
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aproximadamente 10 mL de PBS 1x gelado. Com o intestino ainda inteiro, os segmentos
intestinais duodeno, jejuno e ileo foram separados e colocados em seus respectivos tubos
de 1.5 mL contendo 1 mL de PBS 1x. O tecido intestinal foi cortado com o auxilio de uma
tesoura cirdrgica em pedacos pequenos, 0s conteudos luminais liberados foram
homogeneizados por 45 segundos e as particulas grossas foram removidas por
centrifugacéo a 300 g por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para mensurar o
Dextran-FITC. Para a mensuracéo por fluorescéncia, o soro foi diluido 1:5 em &gua Milli-Q
e 0 sobrenadante dos conteudos intestinais foi diluido 1:100 também em agua Milli-Q. A
fluorescéncia foi medida pelo espectrofotdmetro em placa de 96 wells branca na excitacéo
de 485 nm e emissdo em 525 nm. As concentragdes de Dextran-FITC foram determinadas
de acordo com a curva padréo também diluida em agua Milli-Q de 0 a 500 pg/mL. Os sinais
de emissédo no plasma e no sobrenadante dos conteudos intestinais de animais tratados

apenas com agua foram subtraidos dos camundongos tratados com Dextran-FITC 4-kDa.

3.12 Histologia do célon

O célon dos animais provenientes dos modelos de colite aguda e crénica, através da
administracdo de DSS e transferéncia adotiva de células T, foram extraidos e, em seguida,
realizamos a abertura e limpeza das fezes e muco. Em seguida, o tecido intestinal foi fixado
em paraformaldeido 4% gelado diluido em PBS 1x durante 24 a 48 horas a 4 °C. Apés a
fixacdo, foi utilizada a técnica de Swiss Roll para enrolar o célon e os tecidos foram
adicionados ao alcool 70%. As amostras foram enviadas ao servico de histologia da
Harvard Medical School para serem seccionadas em 5 ym de espessura em micrétomo
automatico (Leica Biosystems). L4, as laminas também foram coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) e avaliadas por patologistas treinados quanto aos seguintes parametros para
a andlise do escore histolégico da colite através do dano tecidual: 0 - normal; 1 - foco isolado
de dano epitelial e presenca de neutréfilos na l[amina propria; 2 - erosdes e ulceracdes na
mucosa, com infiltrado mononuclear; 3 - dano tecidual extenso, hiperplasia de epitélio,
perda de células caliciformes e abcessos nas criptas; 4 - inflamag&o transmural. Em
seguida, realizamos o escaneamento das laminas em microscopio DMi8 Widefield (Leica
Biosystems) no aumento de 20X. As imagens foram analisadas através da plataforma

online eSlide Manager (Aperio).

3.13 Imunofluorescéncia do intestino delgado
O intestino delgado de camundongos Cd4¢exGrin1"f e seus controles Grin1"f naive

foram e, em seguida, realizamos a abertura e limpeza das fezes e muco. Em seguida, o
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tecido intestinal foi segmentado em duodeno, jejuno e ileo e fixado em paraformaldeido 4%
gelado diluido em PBS 1x durante 24 a 48 horas a 4 °C. ApGs a fixacao, foi utilizada a
técnica de Swiss Roll para enrolar cada segmento individualmente e os tecidos foram entao
desidratados em um gradiente de sacarose, sendo a primeira concentracéo a 15% por 12
horas e a segunda concentracdo a 30% por 24 a 36 horas a 4 °C, em tubos cbnicos de 15
mL. Apés isso, as amostras foram congeladas em OCT TissueTek (Sakura) com gelo seco
e mantidas no freezer -80 °C. Em seguida, as amostras foram seccionadas em micrétomo
automatico (Leica Biosystems) em 18 ym de espessura e posicionadas sobre laminas
polarizadas SuperFrost Plus (VWR International). Ap6s a secagem das laminas, foi
adicionado acetona para fixacdo dos segmentos intestinais, até sua total evaporacdo. Apés
esta etapa, as laminas foram lavadas com PBS 1x por 5 minutos a temperatura ambiente
trés vezes. Em seguida, foi realizado o bloqueio com a solu¢édo de PBS 1x contendo 10%
de soro normal de cavalo (NHS), 2% de albumina sérica bovina (BSA), 1% de glicina e 0.1%
de Triton X-100 por 1 hora a temperatura ambiente. Foram adicionados 0s anticorpos
primarios hamster anti-mouse CD3e (BD Pharmingen, 553057, 1:300) e rabbit anti-mouse
NMDAR1 (Abcam, ab109182, 1:100) diluidos em PBS 1x com 5% de NHS e 2% de BSA, e
as lamina foram incubadas overnight a 4 °C. No dia seguinte, as laminas foram lavadas
com PBS 1x por 5 minutos a temperatura ambiente trés vezes e 0s anticorpos secundarios
goat anti-rabbit AlexaFluor488 (Abcam, ab150077, 1:500) e goat anti-hamster Cy5 (Jackson
ImmunoResearch, 112-175-143, 1:500) foram adicionados e as laminas incubadas por 1
hora a temperatura ambiente. Por fim, removemos os anticorpos secundarios, as laminas
foram secas e adicionamos 0 meio de montagem com DAPI (Invitrogen), para a marcacao
dos nucleos celulares. Em seguida, foram adicionadas laminulas sobre as laminas e o
escaneamento foi realizado através do microscopio confocal LSM710 (Zeiss). As imagens

foram analisadas no software ImageJ.

3.14 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software computacional
GraphPad Prism (GraphPad Software Incorporation) versdo 8.0. O método utilizado para
comparacao entre duas condigdes foi o teste t-Student e a significancia entre os grupos foi

estatisticamente considerada quando P<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressédo de NMDAR por linfocitos T a8

Camundongos Cd4cxGrin1”f foram gerados através do cruzamento das linhagens
Cd4Ce e Grinl1™. Vale ressaltar que a linhagem Cd4° promove a delegdo do gene floxeado
(Grinl - NMDAR) ndo somente em linfécitos T CD4+, mas também em linfocitos T CD8+.
Isto se deve ao fato de timécitos expressarem ambos os correceptores (CD4+ e CD8+) no
estagio duplo positivo de seu desenvolvimento no timo.

Inicialmente, avaliamos a expressao de NMDAR em linfécitos T a CD4+ (Figura 4)
e CD8+ (Figura 5) do baco, timo, linfonodos mesentéricos e cecais, |amina propria e
compartimento intraepitelial dos intestinos delgado e célon em camundongos

Cd4CrexGrinl” e seus controles Grinl"fatravés da técnica de citometria de fluxo.
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Figura 4: Avaliacdo da expressdo de NMDAR por linfocitos T af CD4+ no bago, timo, linfonodos
mesentéricos e cecais, lamina prépria e compartimento intraepitelial do intestino delgado e célon.
Camundongos Grinlff e Cd4cexGrinl1"foram sacrificados com 8 semanas de idade e todos os tecidos citados
foram removidos. O percentual da subunidade NR1 do NMDAR em células T af CD4+ foi avaliado por
citometria de fluxo. Foram utilizados de 2 a 5 camundongos por grupo, provenientes de dois experimentos
independentes.
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Figura 5: Avaliacdo da expressdo de NMDAR por linfocitos T af CD8+ no bago, timo, linfonodos
mesentéricos e cecais, lamina propria e compartimento intraepitelial do intestino delgado e célon.
Camundongos Grin1ff e Cd4cexGrin1 foram sacrificados com 8 semanas de idade e todos os tecidos citados
foram removidos. O percentual da subunidade NR1 do NMDAR em células T af CD8+ foi avaliado por
citometria de fluxo. Foram utilizados de 2 a 5 camundongos por grupo, provenientes de dois experimentos
independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

Todos os tecidos linfoides de camundongos Cd4¢exGrinl”, com excecdo dos
linfonodos mesentéricos (Figura 1C e 2C) apresentaram niveis reduzidos, mas nao
estatisticamente diferentes, da proteina NMDAR em linfécitos T af CD4+ e CD8+ quando
comparados ao grupo controle Grinl”. Apenas a expressdo de NMDAR em linfécitos T
CD8+ presentes no timo se mostrou estatisticamente reduzida no grupo experimental
(Figura 2B).

Devido ao fato de linfocitos T af CD4+ e CD8+ expressarem em maiores niveis o
NMDAR quando encontrados em ambos os compartimentos (lamina prépria e linfocitos
intraepiteliais) dos intestinos delgado e célon, também avaliamos a expressao do NMDAR
por células T aff presentes nos segmentos duodeno, jejuno e ileo do intestino delgado por
imunofluorescéncia (Figura 3). E possivel notar que células T af (CD3 - marcacio em
vermelho) expressam NMDAR (NR1 - marcagdo em verde), representados em laranja
através das setas brancas, apenas em camundongos do grupo controle Grin1” (Figura 3A)
e ndo em camundongos Cd4cexGrinl1” (Figura 3B). Assim sendo, observamos a delecdo
condicional de NMDAR em linfécitos T af§ CD4+ e CD8.
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Figura 6: Expressdo de NMDAR por linfécitos T af no intestino delgado. Camundongos Grinl" e
Cd4crexGrinl* foram sacrificados com 8 semanas de idade e o intestino delgado foi removido e processado
para histologia, conforme descrito no item 3.13 de materiais e métodos. A expressao de NMDAR em células
T of totais presentes no duodeno, jejuno e ileo foi avaliada por imunofluorescéncia. A subunidade NR1 (e
verde) do NMDAR, as células T af totais CD3+ (em vermelho) e a co-expressdo de ambos os marcadores
apontados pelas setas brancas (em laranja) estdo representados acima. Sendo A representativo do
camundongo controle Grinl e B representativo do grupo experimental Cd4°exGrinl"’. As imagens foram
adquiridas no microscopio confocal LSM710 (Leica) e analisadas através do software ImageJ.
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A fim de compreendermos se a delecdo do NMDAR especificamente em linfocitos T
af pode interferir na expressao génica das outras subunidades que compdem este
receptor, avaliamos a expressao génica das isoformas NR2 (Grin2a, b, ¢ e d) no baco,
linfonodos mesentéricos e intestino delgado de camundongos Cd4¢exGrinl’ e seus
controles Grin1” por gPCR (Figura 7). N&o foi possivel identificar a expresséo génica das
subunidades NR2a (Grin2a) nas subpopulacdes de linfécitos T af CD4+ provenientes do
baco de ambos os grupos. Observamos um aumento na expressao génica da subunidade
NR2d (Grin2d) em linfocitos T a CD4+ do baco e em células totais dos linfonodos
mesentéricos de camundongos Cd4cexGrin1”f em comparagdo a seus controles Grinlf
(Figura 7C e K). Além disso, células totais dos linfonodos mesentéricos de camundongos
Cd4°exGrinl"”" também expressam o gene da subunidade NR2c (Grin2c) em niveis
aumentados (Figura 7J). Nao notamos alteracfes na expressao génica das isoformas NR2
em células T ap CD8+ derivadas do bacgo e em linfécitos intraepiteliais do intestino delgado

entre oS grupos.

4.2 Alteracdo na expressédo de genes relacionados ao fendétipo Thl, Thl7 e Treg no
baco, linfonodos mesentéricos e compartimento intraepitelial do intestino delgado
de camundongos Cd4°exGrin1f

Com o intuito de determinar o fendtipo das células T af CD4+ do baco, linfonodos
mesentéricos e compartimento intraepitelial do intestino delgado, avaliamos a expressao
de genes para citocinas e fatores de transcricdo envolvidos com as subpopulagbes de
linfocitos Thi (112, Thx21), Thi7 (116, 1117) e Treg (Foxp3) em camundongos Cd4¢exGrinl1f
e seus controles Grinl1" através da técnica de PCR em tempo real (Figura 8). Foi possivel
observar que linfocitos T a CD4+ do bacgo e células totais dos linfonodos mesentéricos de
camundongos Cd4°exGrin1" expressam Tbx21 em niveis aumentados (Figura 8E e J),
sugerindo um aumento do fator de transcricdo Thbet responsavel pela diferenciacdo da
subpopulagao Th1l.

Além disso, células totais derivadas dos linfonodos mesentéricos também
apresentaram um aumento na expressao dos genes II16 (Figura 8G) e 1117 (Figura 8H) em
camundongos Cd4°¢xGrin1”f quando comparados ao grupo controle, sugerindo também
um aumento na diferenciacéo da subpopulagcédo Th17.

Ja os linfécitos intraepiteliais do intestino delgado de camundongos Cd4¢exGrin1f
mostraram um aumento na expressao génica de 112 (Figura 8K) e 116 (Figura 8L), sugerindo

uma possivel modulacéo das subpopulacdes Thl e Thl7.
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Figura 7: Expresséo génica das isoformas NR2a, NR2b, NR2c e NR2d do NMDAR no bagco, linfonodos
mesentéricos e intestino delgado. Camundongos Grinl?" e Cd4CexGrinlff foram sacrificados com 8
semanas de idade e foram removidos o baco, os linfonodos mesentéricos e o intestino delgado. Os linfocitos
T a3 CD4+ e CD8+ do bago foram separados por coluna magnética, enquanto foram avaliadas as suspensoes
celulares totais dos linfonodos mesentéricos e do compartimento intraepitelial do intestino delgado. As
suspensdes celulares de cada tecido foram armazenadas em TRIzol para posterior extragdo do mRNA. Em
seguida, foi realizado a sintese do cDNA de cada respectiva amostra e 0o PCR em tempo real para a analise
dos genes Grin2a, Grin2b, Grin2c e Grin2d. Foram utilizados de 6 a 17 camundongos por grupo, provenientes

de trés experimentos independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.
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Figura 8: Expressao génicade 112, 116, 1117, Foxp3 e Tbx21 no baco, linfonodos mesentéricos e intestino
delgado. Camundongos Grinl? e Cd4CexGrinl foram sacrificados com 8 semanas de idade e foram
removidos o bago, os linfonodos mesentéricos e o intestino delgado. Os linfocitos T a3 CD4+ do bago foram
separados por coluna magnética, enquanto foram avaliadas as suspensofes celulares totais dos linfonodos
mesentéricos e do compartimento intraepitelial do intestino delgado. As suspensdes celulares de cada tecido
foram armazenadas em TRIzol para posterior extracdo do mRNA. Em seguida, foi realizado a sintese do
cDNA de cada respectiva amostra e o PCR em tempo real para a anélise dos genes 112, 116, 1117, Foxp3 e
Tbhx21. Foram utilizados de 4 a 6 camundongos por grupo, provenientes de trés experimentos independentes.
Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

4.3 A delecdo de NMDAR especificamente em linfécitos T aff ndo prejudica a
permeabilidade e o transito intestinal

Em seguida, investigamos o papel do NMDAR expresso por linfocitos T aff no
controle da barreira mucosa intestinal, uma vez que o glutamato desempenha fung¢des na
homeostase de células epiteliais intestinais. Para tanto, realizarmos analises de
permeabilidade e transito intestinal em camundongos Cd4cexGrinl” e seus controles
Grin1”. Ambos os grupos foram submetidos ao jejum absoluto por 6 horas e, em seguida,
foi administrado 12 ug Dextran-FITC/animal. Apés o periodo de duas horas, o qual coincide
com o pico de Dextran-FITC no sangue, foram coletados o sangue total por puncao cardiaca

e o intestino delgado. O intestino delgado foi segmentado nas por¢des duodeno, jejuno e
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ileo e seu contetudo luminal foi quantificado por fluorescéncia, determinando assim o
transito intestinal. Na Figura 9A esta ilustrado o desenho experimental. Foi possivel notar
uma concentracéo de Dextran-FITC semelhante no soro dos animais de ambos os grupos,
sugerindo assim que ndo houve alteracdes na permeabilidade intestinal (Figura 9B), em
decorréncia da delecdo do NMDAR em linfécitos T af. O mesmo foi notado na concentracéo
de Dextran-FITC presente no contetdo luminal dos segmentos duodeno, jejuno e ileo do
intestino delgado avaliados (Figura 9C), novamente sugerindo que ndo houve mudangas

no transito intestinal entre os grupos.
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Figura 9: Avaliagdo da permeabilidade e transito intestinal. Camundongos Grinlff e Cd4cexGrin1fde 8
semanas de idade foram mantidos em jejum por 6 horas. Foi administrado via intragastrica (gavagem) 12 ug
de Dextran-FITC 4-kDA por animal e a agua e rac¢édo foram repostas. Apds duas horas, os camundongos
foram sacrificados e o sangue total e intestino delgado foram removidos. O soro e o contetido luminal dos
segmentos duodeno, jejuno e ileo intestinais foram analisados quanto a concentragao de Dextran-FITC pelo
ensaio fluorescéncia através de espectofotometria. Foram utilizados de 12 a 14 camundongos por grupo,
provenientes de trés experimentos independentes.
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4.4 A delecdo de NMDAR especificamente em linfocitos T af leva a distribuicéo
alterada das subpopulacdes CD4+ e CD8+ em tecidos linfoides de camundongos
naive

Avaliamos o efeito da delecdo do NMDAR em linfécitos T af na distribuicdo de
linfocitos T a CD4+ e CD8+, assim como linfécitos T yd, nos tecidos linfoides primario
(timo) e secundarios (linfonodos mesentéricos e cecais) de camundongos naive. No timo
de camundongos Cd4°xGrinl1”, encontramos uma reducdo na frequéncia de ambas as
subpopulagdes de linfécitos T ap CD4+ (Figura 10B) e CD8+ (Figura 10C), seguido de um
aumento na frequéncia de linfécitos T yd (Figura 10D). J& nos 6rgéaos linfoides secundarios
de camundongos Cd4°exGrin1f, notamos uma diminuicdo na frequéncia de linfocitos T
CD4+ nos linfonodos mesentéricos (Figura 10J), porém esta mesma populacdo celular se
encontra aumentada nos linfonodos cecais (Figura 10N). Enquanto isso, a frequéncia de
linfécitos T CD8+ de camundongos Cd4¢xGrin1”f encontra-se reduzida no bago (Figura
10G) e aumentada nos linfonodos mesentéricos (Figura 10K) em comparag¢do ao grupo
controle. Como observado no timo, a frequéncia de linfécitos T yd também se encontra
aumentada no baco de camundongos Cd4cexGrin1" (Figura 10H).

Em seguida, avaliamos as mesmas populacdes celulares presentes na lamina
propria e no compartimento intraepitelial do intestino delgado e célon de camundongos
naive Cd4cexGrinl” e seu grupo controle Grinl”. Ndo observamos diferencas entre os
grupos avaliados na frequéncia de linfocitos T af totais (TCRB+), assim como nas
subpopulacdes CD4+ e CD8+, e na frequéncia de linfécitos T yd (Figura 11).

Também avaliamos as subpopulacdes de linfécitos T CD8+ intraepiteliais tipicos
(CD8ab+) e atipicos (CD8aa+) no intestino delgado e célon. Nenhuma diferenca foi
encontrada entre os camundongos naive Cd4cexGrin1” e seu grupo controle Grinlff
(Figura 12).

Em conjunto, estes achados mostram um padrdo alterado na distribuicdo de
linfocitos T af CD4+ e CD8+ e linfécitos T yd nos tecidos linfoides, mas ndo nos

compartimentos da mucosa em decorréncia da delecdo do NMDAR em linfécitos T af.
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Figura 10: Distribuicdo de linfécitos T af e T y® em 6rgédos linfoides primarios e secundéarios de
camundongos Cd4°exGrin1”. Camundongos Grinlff e Cd4CrexGrinlff foram sacrificados com 8 semanas
de idade e foram removidos o timo, baco, os linfonodos mesentéricos e cecais. As frequéncias de linfocitos T
ap totais (A, E, 1 e M), CD4+ (B, F, J e N), CD8+ (C, G, Ke O) e linfocitos T yd (D, H, L e P) foram avaliadas
por citometria de fluxo de acordo com cada tecido linfoide. Foram utilizados de 2 a 5 camundongos por grupo,
provenientes de dois experimentos independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.
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Figura 11: Distribuicdo de linfécitos T af e T yd® na lamina prépria e compartimento epitelial dos
intestinos de camundongos Cd4¢exGrin1”", Camundongos Grin1" e Cd4CcexGrin1 foram sacrificados com
8 semanas de idade e o intestino delgado e co6lon foram removidos. As frequéncias de linfécitos T af totais
(A, E, I e M), CD4+ (B, F, J e N), CD8+ (C, G, K e O) e linfécitos T yd (D, H, L e P) foram avaliadas por
citometria de fluxo de acordo com cada compartimento intestinal. Foram utilizados de 2 a 5 camundongos por

grupo, provenientes de dois experimentos independentes.
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Figura 12: Distribuicdo de linfocitos T af CD8+ intraepiteliais tipicos e atipicos de camundongos
Cd4%exGrin1”. Camundongos Grinlf e Cd4CexGrinl" foram sacrificados com 8 semanas de idade e o
intestino delgado e célon foram removidos. As frequéncias de linfocitos T af CD8ab+ tipicos (A e C) e CD8aa+
atipicos (B e D) foram avaliadas por citometria de fluxo de acordo com cada compartimento do intestino
delgado e colon. Foram utilizados de 2 a 5 camundongos por grupo, provenientes de dois experimentos
independentes.

4.5 Papel do NMDAR na inflamag&o intestinal

Seguindo as investigagcdes em camundongos naive, ou livre da indugéo de doencas,
definirmos por investigar se a delecdo de NMDAR especificamente em linfocitos T af
afetaria a patogénese das doencas inflamatorias intestinais (IBD), uma vez que observamos
gue os compartimentos do intestino possuem a maior expressao destes receptores quando
comparados aos tecidos linfoides avaliados. Camundongos Cd4¢*xGrin1” e seu grupo
controle Grin1"f foram tratados com DSS por 7 dias, de acordo com o item 3.3 de materiais
e métodos. Ambos os grupos foram sacrificados no dia 10 de tratamento e, como mostrado
na Figura 13A, a perda de peso iniciou no dia 5 do tratamento com DSS em ambos o0s
grupos avaliados. Coletamos o intestino grosso (céco e colon) de todos os animais, como
representado na Figura 13B, e medimos seu peso (Figura 13C) em g, assim como o
comprimento do coélon (Figura 13D) em cm. Também observamos a atividade da colite pela
histologia do célon (Figura 13E) e pelo escore histolégico (Figura 13F), conforme descrito
em detalhes no item 3.3. Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos tratados com
DSS.
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Figura 13: Sinais e sintomas da colite aguda induzida por DSS em camundongos Cd4°exGrin1.
Camundongos Grinlf" e Cd4CexGrinl" foram tratados ou ndo com DSS a 2.5% por 7 dias e sacrificados no
dia 10 de tratamento para a coleta do intestino grosso. O percentual de perda de peso esté representado em
A e os intestinos grossos de todos os grupos representados em B. As andlises de peso do intestino grosso e
comprimento do célon encontram-se em C e D, respectivamente. Em E a representacédo histologica do célon
distal de ambos os grupos tratados com DSS e em F esta representado o escore histolégico da colite aguda
de acordo com as classificagfes relatadas no item 3.12 de materiais e métodos. Foram utilizados 10
camundongos por grupo, provenientes de dois experimentos independentes. *Considerado estatisticamente
diferente quando P<0.05.
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Logo apds as andlises macro e microscépicas, também avaliamos a distribuicao e
fenétipo de linfocitos T nos érgaos afetados pelo modelo de colite aguda, que sao os
linfonodos cecais (ceLN), lamina propria (colon-LP) e linfocitos intraepiteliais do coélon
(colon-IEL) por citometria de fluxo (Figura 14). Nao encontramos diferenca na frequéncia
de células T ap totais nos tecidos avaliados de camundongos Cd4cexGrinl" em
comparacéo ao grupo controle Grinl”" (Figura 14A, M e S). O percentual de linfocitos T
CD4+ encontra-se aumentado apenas no compartimento intraepitelial do coélon de
camundongos Cd4cexGrinl1¥ (Figura 14T). Também avaliamos a expressado da molécula
CD25 e do fator de transcricdo FoxP3, como marcadores de células Treg. Nao foram
observadas diferencas na expressdo de CD25 nos tecidos avaliados, porém notamos uma
tendéncia na reducédo de FoxP3 nos ceLN e colon-LP, sendo significativamente reduzido
no coélon-IEL (Figura 14V). Os linfécitos T CD8+ intraepiteliais do colon (colon-IEL)

encontram-se extremamente reduzidos (Figura 14W), sem diferengcas nos ceLN e célon-
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LP. No entanto, também observamos uma reducdo na frequéncia de linfécitos T yd
presentes na lamina prépria do célon (colon-LP) de camundongos Cd4¢exGrinl? em
comparagao ao grupo controle Grinl1” (Figura 14R). Os dados do modelo de colite aguda
aqui mostrados e discutidos derivam-se de dois experimentos distintos. No primeiro
experimento notamos uma diferenca na morfologia do ceco nos camundongos
Cd4%exGrin1” quando comparados ao grupo controle. Em razdo disso, no segundo
experimento realizado também avaliamos as células presentes na lamina prépria do ceco
(ceco-LP) de ambos os grupos tratados com DSS. Os linfocitos T ap totais (Figura 14G),
assim como a subpopulacdo CD4+ (Figura 14H) e a expresséo de CD25 por estas células
(Figura 14l) derivados do ceco-LP de camundongos Cd4¢exGrinl”" encontram-se
aumentados em comparagcdo com 0 grupo controle. Também notamos um aumento na
frequéncia de linfécitos T yd (Figura 14L) e uma reducao na frequéncia de linfécitos T CD8+

(Figura 14K) na lamina prépria do ceco destes animais.
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Figura 14: Distribuicdo e fenétipo de linfécitos T ag e T yd nos tecidos afetados pelo modelo de colite
aguda induzido por DSS em camundongos Cd4¢exGrin1", Camundongos Grin1"" e Cd4CrexGrin1" foram
sacrificados com 8 semanas de idade e foram tratados com DSS a 2.5% por 7 dias e sacrificados no dia 10
de tratamento. Os linfonodos cecais, ceco e célon foram coletados. As frequéncias de linfocitos T af totais
(A, G,MeS), CD4+ (B, H, NeT), CD4+CD25+ (C, |, O e U), CD4+FoxP3+ (D, J, P e V), CD8+ (E, K, Ge W)
e linfocitos T y0 (F, L, R e X) foram avaliadas por citometria de fluxo de acordo com ceLN, ceco-LP, célon-LP
e cOlon-lIEL. Foram utilizados de 5 a 10 camundongos por grupo, provenientes de dois experimentos
independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

Também avaliamos a producéo intracelular das citocinas anti e pro-inflamatorias, IL-
10, IL-17 e IFN- vy, por linfocitos T CD4+ dos linfonodos cecais, lamina propria do ceco e
co6lon e compartimento intraepitelial do célon de camundongos Cd4%exGrin1" apés indugdo
de colite aguda através da técnica de citometria de fluxo (Figura 15). Nenhuma alteracdo
foi observada, por excecdo de um aumento na producéo de IL-17 por linfécitos T CD4+ do
ceco-LP em camundongos Cd4cexGrin1”f quando comparados ao grupo controle (Figura
15E),
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Figura 15: Producao intracelular de 1I-10, IL-17 e IFN-y por linfécitos T afg CD4+ nos tecidos afetados
pelo modelo de colite aguda induzido por DSS em camundongos Cd4%xGrin1"f, Camundongos Grin1"f
e Cd4CrexGrinl¥ foram sacrificados com 8 semanas de idade e foram tratados com DSS a 2.5% por 7 dias e
sacrificados no dia 10 de tratamento. Os linfonodos cecais, ceco e colon foram coletados. As células totais
dos ceLN, ceco-LP, colon-LP e cdlon-1EL foram estimuladas com PMA, ionomicina e monensina por trés horas
e, em seguida, avaliadas quanto a producédo de IL-10 (A, D, G e J), IL-17 (B,E,He K) e IFN-y (C, F, l e L)
por citometria de fluxo. Foram utilizados de 5 a 10 camundongos por grupo, provenientes de dois
experimentos independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

O modelo de colite aguda induzida por DSS é mediado principalmente por células
imunes inatas. Assim sendo, avaliamos o papel da delecdo do NMDAR em linfocitos T af3
em um modelo de colite crénica também induzido por DSS, onde células T desempenham
um papel importante na patogénese da inflamagao intestinal. Para isso, camundongos
Cd4%exGrin1f e seu grupo controle Grin1"f foram tratados com DSS por 7 dias, de acordo
com o item 3.3 de materiais e métodos, seguidos por 14 dias de repouso e entdo novamente
tratados com DSS por mais dois ciclos. Os camundongos foram sacrificados no dia 52 de
tratamento. Como mostrado na Figura 16A, apesar de ambos 0s grupos de camundongos
tratados com DSS perderem peso em todos os ciclos, ndo foram observadas diferencas
entre os camundongos Cd4¢®xGrin1 e o grupo controle Grin1”.. Em conjunto, também n&o
foram observadas diferencas entre os grupos em relacdo ao peso do intestino grosso
(Figura 16C) e comprimento do célon (Figura 16D), nem mesmo diferengas no escore
histolégico (Figura 16E).
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Figura 16: Sinais e sintomas da colite cronica induzida por DSS em camundongos Cd4°exGrin1,
Camundongos Grinl? e Cd4CexGrinl1t foram tratados ou ndo com DSS a 2.5% por 7 dias durante trés ciclos
e sacrificados no dia 52 de tratamento para a coleta do intestino grosso. O percentual de perda de peso esta
representado em A e os intestinos grossos de ambos os grupos representados em B. As analises de peso do
intestino grosso e comprimento do célon encontram-se em C e D, respectivamente. Em E a representacao
histolégica do cdlon distal de ambos os grupos tratados com DSS e em F esta representado o escore
histolégico da colite cronica de acordo com as classificagdes relatadas no item 3.12 de materiais e métodos.
Foram utilizados 9 camundongos por grupo, provenientes de apenas um experimento. *Considerado
estatisticamente diferente quando P<0.05.

Em seguida, avaliamos a distribuicdo e fenétipo de linfécitos T nos tecidos afetados
pela colite crénica e ndo foram observadas diferencas entre os grupos na frequéncia de
células T af totais (TCRB+), linfocitos Treg (CD4+FoxP3+), linfécitos T CD8+ e linfocitos T
y® em todos os tecidos avaliados (Figura 17). A Unica diferenca encontrada no modelo de
colite crénica induzido por mdltiplos ciclos de DSS foi uma reducao na frequéncia de
linfocitos T CD4+ (Figura 17N), assim como a expressdo de CD25 também se encontra
reduzida nestas células (Figura 170) em camundongos Cd4¢exGrin1”fem comparacéo ao

grupo controle Grin1.
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Figura 17: Distribuicdo e fenétipo de linfécitos T ag e T yd nos tecidos afetados pelo modelo de colite
cronicainduzido por DSS em camundongos Cd4°exGrin1\. Camundongos Grinl e Cd4CrexGrinlffforam
tratados ou ndo com DSS a 2.5% por 7 dias durante trés ciclos e sacrificados no dia 52 de tratamento. Os
linfonodos cecais, ceco e colon foram coletados. As frequéncias de linfécitos T af totais (A, G, M e S), CD4+
(B, H, N e T), CD4+CD25+ (C, I, O e U), CD4+FoxP3+ (D, J, P e V), CD8+ (E, K, G e W) e linfécitos T yd (F,
L, R e X) foram avaliadas por citometria de fluxo de acordo com ceLN, ceco-LP, c6lon-LP e célon-IEL. Foram
utilizados 9 camundongos por grupo, provenientes de apenas um experimento. *Considerado estatisticamente
diferente quando P<0.05.

Também investigamos a producéo intracelular das citocinas IL-10, IL-17 e IFN-y por
linfocitos T CD4+ dos linfonodos cecais, 1amina prépria do ceco e colon, e compartimento
intraepitelial do célon no modelo de colite crénica através da técnica de citometria de fluxo
(Figura 18). Por conta dos baixos numeros de linfécitos intraepiteliais do célon, as anélises
ndo foram satisfatorias e ndo serdo mostradas a seguir. Nenhuma diferenca foi observada
a nao ser pelo aumento na producéo de IFN-y por linfécitos T CD4+ presentes na lamina
préopria do célon de camundongos Cd4¢exGrin1”fem comparacéo ao grupo controle Grin1ff

(Figura 18l).
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Figura 18: Producdo intracelular de 1I-10, IL-17 e IFN-y por linfécitos T afg CD4+ nos tecidos afetados
pelo modelo de colite crénicainduzido por DSS em camundongos Cd4¢xGrin1™. Camundongos Grin1f
e Cd4cexGrinl" foram tratados ou ndo com DSS a 2.5% por 7 dias durante trés ciclos e sacrificados no dia
52 de tratamento. Os linfonodos cecais, ceco e c6lon foram coletados. As células totais dos ceLN, ceco-LP e
célon-LP foram estimuladas com PMA, ionomicina e monensina por trés horas e, em seguida, avaliadas
guanto a producao de IL-10 (A, D e G), IL-17 (B, E e H) e IFN-y (C, F e 1) por citometria de fluxo. Foram
utilizados 9 camundongos por grupo, provenientes de apenas um experimento. *Considerado estatisticamente
diferente quando P<0.05.
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Investigamos também o papel da delegcdo de NMDAR em linfécitos T af no modelo
conhecido de colite mediada pela transferéncia de células T, conforme descrito no item 3.4
de materiais e métodos. Este modelo consiste na transferéncia adotiva de células T af3
CD4+CD45RB"9" (linfocitos T CD4+ naive) para camundongos receptores deficientes de
linfécitos T e B (Ragl”), o que permite a investigacdo de células imunes adaptativas
durante a indugéo e progresséo da inflamagéo intestinal. Resumidamente, camundongos
doadores de ambos os grupos (Cd4cexGrin1” ou controles Grin1”) foram sacrificados e os
linfocitos T CD4+ naive do baco e linfonodos foram separados através de FACS cell sorting.
Por fim, células T de ambos os grupos doadores foram transferidas a camundongos
receptores Ragl™, individualmente.

Como mostrado na Figura 19A, ambos os grupos receptores Ragl”’ iniciaram a
perda de peso corporal a partir da terceira semana apos a transferéncia adotiva de células
T. No final do periodo avaliado, total de 12 semanas, notamos que os camundongos Ragl-
- que receberam células T do grupo controle Grinl”" perderam mais peso que os
camundongos Ragl” receptores de células T do grupo experimental Cd4cexGrinl™.
Porém, nenhuma diferenca foi encontrada nas analises de peso do intestino grosso (Figura
19C), comprimento do colon (Figura 19D) e, até mesmo, no escore histolégico (Figura
19F).
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Figura 19: Sinais e sintomas da colite crénicainduzida por transferénciade células T de camundongos
Cd4%exGrin1™. Camundongos Grinlff e Cd4rexGrinlffde 8 semanas de idade foram sacrificados e o bago e
linfonodos inguinais, axilares e cervicais foram coletados. Apos cell sorting, células T CD4+ naive de ambos
os grupos foram transferidas adotivamente a camundongos Ragl”’ receptores. Camundongos Ragl”
receptores foram sacrificados 12 semanas apoés a transferéncia e o intestino grosso foi coletado. O percentual
de perda de peso esta representado em A e 0s intestinos grossos de ambos os grupos representados em B.
As analises de peso do intestino grosso e comprimento do colon encontram-se em C e D, respectivamente.
Em E a representagao histologica do colon distal de ambos os grupos e em F esta representado o escore
histolégico da colite crénica de acordo com as classificag8es relatadas no item 3.12 de materiais e métodos.
Foram utilizados 5 camundongos por grupo, provenientes de apenas um experimento.

Em seguida, analisamos a frequéncia e fenétipo de linfocitos T a CD4+ nos tecidos
acometidos pelo modelo de colite crénica induzido pela transferéncia adotiva de células T.
Foi observado que os camundongos Ragl” receptores de células T do grupo experimental
Cd4CrexGrin1”f possuem uma redugdo marcante de linfocitos T ap totais (TCRB+) em ambos
0s compartimentos avaliados do colon, LP (Figura 20K) e IEL (Figura 20P), em
comparacdo com camundongos Ragl” receptores de células T do grupo controle Grinl™.
Em contrapartida, os linfonodos mesentéricos (mLN) e cecais (ceLN) de camundongos
Cd4°exGrinl”" -> Ragl’ mostraram um aumento na frequéncia de linfécitos T CD4+
(Figura 20B e G), em comparacéo ao grupo controle. Nao foram observadas altera¢des na
expressao de CD25 (Figura 20C, H, M e R) e FoxP3 (Figura 20D, I, N e S), em todos os
tecidos avaliados. O que mostra que ndo houve modulacdo de células Treg neste modelo
de colite crbénica induzido pela transferéncia de células T. Investigamos também a
expressao da molécula CD103, integrina aER7 expressa por linfocitos T que se liga a E-
caderina expressa por células epiteliais intestinais, promovendo assim, a retencdo de
linfocitos T residentes de memdaria (Trm) no intestino. Observamos que os linfécitos T CD4+
presentes nos mLN (Figura 20E), ceLN (Figura 20J) e lamina propria do cdlon (Figura
200) de animais Cd4°®xGrinl”f -> Ragl’ expressam niveis extremamente baixos de
CD103 quando comparados ao grupo controle Grinl” -> Ragl”. N&o avaliamos a

expressdo de CD103 em linfocitos intraepiteliais do célon de ambos os grupos.
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Figura 20: Distribuicéo e fendtipo de linfécitos T af CD4+ nos tecidos afetados pelo modelo de colite
cronicainduzido por transferéncia de células T de camundongos Cd4%®xGrin1”. Camundongos Grin1f"
e Cd4°cexGrinl""de 8 semanas de idade foram sacrificados e o baco e linfonodos inguinais, axilares e cervicais
foram coletados. Apés cell sorting, células T CD4+ naive de ambos os grupos foram transferidas adotivamente
a camundongos Ragl” receptores. Camundongos Ragl’ receptores foram sacrificados 12 semanas apds a
transferéncia e os linfonodos mesentéricos, linfonodos cecais e célon foram coletados. As frequéncias de
linfécitos T ap totais (A, F, K e P), CD4+ (B, G, L e Q), CD4+CD25+ (C, H, M e R), CD4+FoxP3+ (D, |, N e S)
e CD4+CD103+ (E, J e O) foram avaliadas por citometria de fluxo de acordo com mLN, ceLN, célon-LP e
célon-IEL. Foram utilizados 5 camundongos por grupo, provenientes de apenas um experimento.
*Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

Ao avaliarmos a producao intracelular de citocinas, ndo notamos diferencas na
producéo de IL-10. IL-17 e IFN-y por células T CD4+ presentes nos mLN, ceLN, célon-LP
e coélon-IEL de ambos os grupos Ragl’ receptores (Figura 21). Interessantemente,
notamos uma populacdo de linfocitos T CD4+ produtores de ambas as citocinas IL-17 e
IFN-y, simultaneamente, neste modelo de colite crénica induzida através da transferéncia
de células T, o que ja havia sido relatado na literatura (Harbour et al., 2015). Notamos que
camundongos Ragl”’ que receberam células T do grupo experimental Cd4cexGrinl"
resultaram na reducéo de linfécitos T CD4+ duplo positivos para IL-17/IFN-y em ambos 0s
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linfonodos mesentéricos (Figura 21D) e cecais (Figura 21H), em comparacdo ao grupo

controle Grin1 -> Rag1™-.
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Figura 21: Producgao intracelular de 11-10, IL-17 e IFN-y por linfocitos T af CD4+ nos tecidos afetados
pelo modelo de colite cronicainduzido por transferéncia de células T de camundongos Cd4°exGrin1',
Camundongos Grinlff e Cd4cexGrinl? de 8 semanas de idade foram sacrificados e o baco e linfonodos
inguinais, axilares e cervicais foram coletados. Apés cell sorting, células T CD4+ naive de ambos 0s grupos
foram transferidas adotivamente a camundongos Ragl” receptores. Camundongos Ragl’ receptores foram
sacrificados 12 semanas ap0s a transferéncia e os linfonodos mesentéricos, linfonodos cecais e célon foram
coletados. As células totais dos mLN, ceLN, célon-LP e célon-IEL foram estimuladas com PMA, ionomicina e
monensina por trés horas e, em seguida, avaliadas quanto a producédo de IL-10 (A, E, | e M), IL-17 (B, F, J e
N), IFN-y (C, G, K e O) e IL-17/IFN-y (D, H, L e P) por citometria de fluxo. Foram utilizados 5 camundongos
por grupo, provenientes de apenas um experimento. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.
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4.6 Papel do NMDAR na tolerancia oral

Por fim, decidimos investigar a delecédo especifica de NMDAR em linfécitos T a3 na
inducéo de tolerancia oral (OT), modelo o qual linfécitos T desempenham papel importante
na manutencdo da homeostase intestinal e na prevencdo da inflamacao intestinal contra
antigenos ingeridos. Resumidamente, a tolerancia oral foi induzida através da ingestao
continua por cinco dias de OVA na 4gua de camundongos Cd4¢xGrin1" e Grin1", seguido
da imunizacdo subcutanea deste camundongos com OVA emulsificado em CFA, conforme
descrito em detalhes no item 3.2 de materiais e métodos. Dez dias ap0s a imunizacdo, 0s
camundongos foram sacrificados e o baco foi coletado para analises de proliferacdo in vitro
e andlises fenotipicas de linfécitos T através da técnica de citometria de fluxo. Notamos
gue, apesar da ingestao oral de OVA ter gerado a tolerancia oral como quantificado pela
reducdo na proliferacdo de células T estimuladas com OVA, ndo foram observadas
diferencas na induc&o de tolerancia oral entre os grupos Cd4°exGrin1”" e seus controles
Grinl1” (Figura 22).
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Figura 22: Avaliagdo da tolerancia oral em camundongos Cd4°xGrin1". Camundongos Grinl" e
Cd4cexGrinl” de 8 semanas de idade ingeriram OVA ou ndo em sua agua por 5 dias. Interrompemos a
ingestdo de OVA por dois dias e, em seguida, os camundongos foram imunizados com OVA/CFA. 10 dias
apo6s a imunizacao, os camundongos foram sacrificados e o bago foi coletado. Células totais do bago foram
estimuladas in vitro com 100 pg/mL de OVA por 48 horas e a proliferacéo de células T foi avaliada através da
incorporacédo de timidina. Foram utilizados de 5 a 10 camundongos por grupo, provenientes de apenas um
experimento. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.
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N&o encontramos diferencas na frequéncia de linfocitos T af3 totais (Figura 23A),
linfécitos T CD4+ (Figura 23C), linfocitos T CD8+ (Figura 23D) e na expressao de CD25
(Figura 23E) e FoxP3 (Figura 23F) por células Treg nos grupos experimentais atraves da
analise pela técnica de citometria de fluxo. A Gnica diferenca encontrada foi uma reducao
na frequéncia de linfécitos T yd presentes no baco de camundongos Cd4¢exGrinlf em
comparacao ao grupo controle Grin1"f, ambos os grupos que ingeriram apenas agua e ndo
OVA.
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Figura 23: Distribuicdo e fenétipo de linfocitos T af e T y& no bagco de camundongos Cd4%exGrin1™
em modelo de tolerancia oral. Camundongos Grinlf e Cd4¢cexGrinl” de 8 semanas de idade ingeriram
OVA ou ndo em sua agua por 5 dias. Interrompemos a ingestao de OVA por dois dias e, em seguida, 0s
camundongos foram imunizados com OVA/CFA. 10 dias ap6s a imunizacdo, os camundongos foram
sacrificados e o baco foi coletado. A frequéncia de células T a totais TCRB+ (A), T yd (B), e as subpopulacdes
de linfocitos T CD4+ (C), linfécitos T CD8+ (D), assim como a expresséo de CD25 (E) e FoxP3 (F) por linfocitos
T CD4+ foram avaliadas por citometria de fluxo. Foram utilizados de 5 a 10 camundongos por grupo,
provenientes de dois experimentos independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.

Finalmente, também avaliamos a producao intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-y por
linfécitos T CD4+ do baco de camundongos Cd4cexGrinl” em comparagdo ao grupo
controle Grinl” apés inducdo de tolerancia oral. Novamente, nenhuma diferenca foi

observada entre os grupos (Figura 24).
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Figura 24: Producdo intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfécitos T af CD4+ no baco de
camundongos Cd4%exGrin1" em modelo de toleréncia oral. Camundongos Grinl” e Cd4cexGrin1 de 8
semanas de idade ingeriram OVA ou ndo em sua agua por 5 dias. Interrompemos a ingestao de OVA por dois
dias e, em seguida, os camundongos foram imunizados com OVA/CFA. 10 dias apds a imunizagdo, 0s
camundongos foram sacrificados e o baco foi coletado. As células totais do bacgo foram estimuladas com PMA,
ionomicina e monensina por trés horas e, em seguida, avaliadas quanto a producéo de IL-10 (A), IL-17 (B),
IFN-y (C) e IL-17/IFN-y (D) por citometria de fluxo. Foram utilizados de 5 a 10 camundongos por grupo,
provenientes de dois experimentos independentes. *Considerado estatisticamente diferente quando P<0.05.
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5. DISCUSSAO

Com o decorrer dos anos, nosso grupo vem estudando o receptor ionotropico de
glutamato NMDAR no SNC em um modelo experimental de Esclerose Mdltipla, chamado
de encefalomielite autoimune experimental (EAE). Nosso grupo ja demonstrou que o
blogueio do NMDAR, através de seu antagonista especifico MK801, foi capaz de reduzir o
escore clinico da EAE em camundongos imunizados com MOGsss5, 0 que se da pela
reducdo da excitotoxicidade causada pela ativacdo deste receptor (manuscrito em
preparacao).

Por outro lado, pouco se sabe sobre o papel do NMDAR em células T, mesmo sendo
estudado por mais de 20 anos e mesmo tendo sido mostrado sua expressao por estas
células ha mais de 10 anos (Mashkina, Cizkova et al. 2010).

Baseado nestes fatos, nossos estudos primeiramente visavam compreender o papel
do NMDAR especificamente em linfocitos T aff no contexto da fisiopatologia da EAE e
durante o desenvolvimento destes linfécitos T no timo, visto que os timoOcitos em
desenvolvimento expressam este receptor e que sua delecdo possa influenciar seu
repertorio.

As fungBes do receptor ionotropico de glutamato NMDAR em células imunes,
principalmente em linfécitos T, vém sendo descritas ao longo dos ultimos anos. Este
receptor é responsavel por aumentar os niveis de Ca?* intracelular logo apdés a ativacéo de
linfécitos T (Miglio, Varsaldi et al. 2005), o que pode levar a ativacdo da PKC dependente
de Ca?*, aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio e inducdo de corpos
apoptéticos ou necraticos nestas células (Boldyrev, Carpenter et al. 2005).

Durante todos estes anos, o papel do glutamato e de seu receptor ionotropico
NMDAR tém sido principalmente investigados no contexto da fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Esclerose Multipla (Lowinus, Bose et al. 2016;
McFarland and Martin 2007).

Contudo, recentemente foi relatado a funcdo do glutamato como o principal
combustivel responsavel pela homeostase do tecido intestinal seja este proveniente da
dieta (Tomé 2018) ou, até mesmo, produzido pelos neurdnios do sistema nervoso entérico,
podendo agir sobre as células imunes presentes na lamina propria intestinal (Swaminathan,
Hill-Yardin et al. 2019).

Devido a isto e ao fato de que o intestino é o principal 6rgdo linfoide que abriga
células T em todo o corpo, nossos estudos e foco tomaram esta direcéo.

Primeiramente, confirmamos a delecao especifica do NMDAR em linfocitos T a8
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CD4+ e CD8+ de camundongos Cd4¢xGrin1" naive, através da citometria de fluxo. Todos
os tecidos avaliados (bago, timo, linfonodos mesentéricos, linfonodos cecais, lamina propria
e compartimento intraepitelial dos intestinos delgado e célon, exceto os linfonodos
mesentéricos, apresentaram niveis mais baixos de NMDAR em ambas as subpopulacdes
CD4+ e CD8+ de animais Cd4¢exGrin1”", Também buscamos a expressdo do NMDAR em
células T (CD3+) nos diferentes segmentos (duodeno, jejuno e ileo) do intestino delgado
destes animais e do grupo controle, por imunofluorescéncia. Encontramos que apenas
células T de animais controle co-expressam CD3+ e a subuhnidade NR1 do NMDAR em
todos os segmentos do intestino delgado avaliados. Esses achados foram importantes para
a validacao da delecéo condicional do NMDAR em células T CD4+ e também, porém em
menores quantidades, em células T CD8+.

Em seguida, avaliamos a expresséao das isoformas da subunidade NR2 do NMDAR
compostas pelos genes Grin2a, Grin2b, Grin2c e Grin2d, em animais deficientes do
NMDAR especificamente em linfocitos T af. Em concordancia com a literatura, a
subunidade NR2 requer a expressdo da subunidade invariante NR1 para dar origem ao
NMDAR e este ser expresso na superficie da célula (Garcia-Gallo and Diaz-Guerra 2001).
Portanto, em nossos dados podemos identificar a expressdo do mRNA das isoformas
NR2a, b, c e d, mesmo nao havendo a geragéo de um receptor maduro e funcional. Nao foi
possivel identificar a expressdo da subunidade NR2a em células T CD4+ do baco de
camundongos Cd4cexGrin1”. Podemos notar que apenas a subunidade NR2d se encontra
mais expressa em células T CD4+ do baco, assim como as subunidades NR2c e NR2d se
encontram mais expressas nas células totais dos linfonodos mesentéricos nestes animais.
Acreditamos que esse fendbmeno possa ocorrer de maneira compensatéria ao deletar a
expressdo génica da subunidade NR1 de linfocitos T af3, levando em consideragao que a
forma mais encontrada deste receptor possui um dimero de NR1 em conjunto com outro
dimero da subunidade NR2 (Schorge and Colquhoun 2003; Papadakis, Hawkins et al. 2004;
Schiler, Mesic et al. 2008). Inesperadamente, as isoformas da subunidade NR2 nao foram
reguladas nas células intraepiteliais do intestino delgado em camundongos Cd4¢exGrin1™.

Apos isto, verificamos a morte celular, mais especificamente apoptose e necrose, de
linfécitos T CD4+ e CD8+ de camundongos controle apds cultivo in vitro com 0 agonista
seletivo do NMDAR (NMDA) por citometria de fluxo. Testamos 5 diferentes concentracdes
de NMDAR, porém néao foram notadas diferencas na morte de ambos os linfocitos T CD4+
e CD8+. Dados ndo mostrados.

Também avaliamos a expressdo de genes relacionados as subpopulacbes de
linfocitos Thl, Thl7 e Treg (112, 116, 1117, Foxp3 e Thx21) e podemos observar que células
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T CD4+ do baco possuem um perfil génico Thl aumentado, enquanto células dos
linfonodos mesentéricos e do compartimento intraepitelial do intestino delgado possuem um
perfil misto Th1/Th17 aumentado.

O ensaio utilizado para avaliacdo da permeabilidade intestinal foi desenhado de
acordo com Cifarelli et al., 2017, que demonstrou que o pico de Dextran-FITC 4-kDa no
soro de camundongos background C57BL/6 ocorre apés 2 horas de sua administracao.
Contudo, nossos resultados sugerem que os animais Cd4°exGrin1fo* possuem
permeabilidade intestinal semelhante aos animais do grupo controle Grinl”. Nossas
analises para determinacgéo do transito intestinal, conforme Woting et al., 2018, sugerem
gue o transito intestinal em ambos os animais avaliados ocorre de maneira semelhante e,
apos duas horas da administracéo do Dextran-FITC, este € identificado nas porcdes finais
ou distais do intestino delgado, seguindo para o cdélon e intestino grosso. Podemos notar
gue todos os segmentos do intestino delgado avaliados (duodeno, jejuno e ileo) apresentam
uma tendéncia no aumento da concentracdo de Dextran-FITC, sugerindo assim, uma
possivel disfuncdo na barreira mucosa, apesar de a permeabilidade intestinal ndo estar
alterada devido ao resultado da concentracdo de Dextran-FITC no soro destes animais.

Adicionalmente, camundongos Cd4¢®xGrinl” mostraram uma reducdo na
frequéncia de linfécitos T CD4+ e CD8+ no 6rgao primario timo, o que sugere uma reducao
na maturacao destas células ou, até mesmo, uma migracao maior destas para a periferia.
Notamos ainda um aumento de linfocitos T yd neste tecido em comparacdo ao grupo
controle. JA nos 6rgdos linfoides secundarios, notamos um aumento na frequéncia de
linfocitos T yd e uma reducéo em linfocitos T CD8+ presentes no bago de animais que néo
possum o NMDAR em linfécitos T ap. Nos linfonodos mesentéricos houve uma reducéo em
linfécitos T CD4+ e um aumento em linfocitos T CD8+. Por outro lado, nos linfonodos cecais,
gue drenam o ceco e coélon, notamos uma reducédo na frequéncia de linfécitos T CD4+. Nédo
foram observadas alteragdes linfocitos T afg CD4+ e CD8+, assim como T yd presentes na
lamina prépria ou entre o epitélio dos intestinos delgado e célon. Estes dados sugerem que
a delecao de NMDAR em linfécitos T af causam diferencas na distribuicdo de,
principalmente, linfécitos T CD4+ e CD8+ em o0rgaos linfoides primarios e secundarios,
porém nao nos intestinos.

Por conta da alta expressdo do NMDAR em linfécitos T CD4+ e CD8+ dos intestinos,
nos investigamos se sua delecdo poderia afetar a inflamacao intestinal em modelos
experimentais de colite aguda e cronica. Embora tenhamos encontrado poucas alteragoes
no modelo de colite aguda e crénica mediadas por DSS, nds notamos que no modelo de

colite induzida pela transferéncia de células T CD4+ naive os animais Ragl”’ que
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receberam células do grupo controle Grin1”" desenvolveram uma colite pior que o grupo
receptor de células Cd4cexGrinl”. Ainda assim, camundongos receptores de células
Cd4CexGrin1” mostraram redugdo na producéo de IL-17 e IFN-y por células T CD4+ dos
linfonodos mesentéricos e cecais em comparacao ao grupo controle, 0 que sugere que 0
NMDAR expresso por células T CD4+ possui um papel importante neste modelo,
considerando ainda que ndo foram observadas alteracbes na diferenciacdo in vitro de
linfécitos Thl e Th17 provenientes de camundongos Cd4¢xGrinl1", dados ndo mostrados.
Estes linfocitos T CD4+ duplo positivos para 1I-17 e IFN-y ja foram relatos com patogénicos
neste modelo de colite (Harbour et al., 2015). Além disso, nhotamos uma reducéo nas células
T CD4+ de memodria presentes nos linfonodos mesentéricos e cecais e também na lamina
propria dos camundongos receptores de célula T CD4+ que ndo expressam NMDAR. Estas
células séo consideradas importantes na regulacéo da inflamacéo intestinal causada neste
modelo especifico de colite (Annacker et al., 2005; Bottois et al., 2020).

Devido ao fato de que os modelos de colite permitem apenas a avaliacdo da
inflamacéo do célon, nds, por fim, investigamos o modelo de tolerancia oral que permite a
avalicdo da funcdo do intestino delgado, local onde os antigenos alimentares sao
absorvidos. Ndo encontramos diferencas entre 0s grupos ao realizarmos a tolerancia oral
a OVA. Esses resultados ressaltam a regulacdo da mucosa intestinal em prevenir
perturbacdes causadas pela falta do receptor ionotropico NMDAR, o que sugere ainda o
envolvimento de mecanismos compensatoérios desenvolvidos por células intestinais na
auséncia de NMDAR em células T af.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a delecdo do receptor ionotrépico
de glutamato NMDAR em linfécitos T aff impacta a compartimentalizacdo de linfocitos T
CD4+ e CD8+ em orgao linfoides primarios e 6rgao linfoides secundarios, como 0s
linfonodos que drenam os intestinos delgado e cdélon (mesentéricos e cecais). N0Ss0s
resultados ainda apontam para um papel importante do NMDAR expressos por células T
af no controle da inflamagao intestinal no modelo de colite induzido pela transferéncia
adotiva de células T. Em suma, nossos dados auxiliaram na compreensao do papel do
receptor ionotropico NMDAR em células T af no controle da homeostase e inflamacao

intestinal.
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6. CONCLUSOES

A delecdo do NMDAR especificamente em linfocitos T af3 gerou:

v' Um aumento na expressdo génica da isoforma NR2d em células CD4+ do baco, NR2c
e NR2d em células dos linfonodos mesentéricos, enquanto nenhuma alteracdo das
isoformas foi observada para células intraepiteliais do intestino delgado;

v Um aumento na expressado génica de Thx21 em células T CD4+ do baco, 116, 117 e
Thx21 em células dos linfonodos mesentéricos e 112 e 116 em células intraepiteliais do
intestino delgado.

v' Uma reducao na frequéncia de linfécitos T CD4+ e CD8+ e um aumento na frequéncia
de linfécitos T yd no timo de animais naive;

v' Uma reducado na frequéncia de linfocitos T CD8+ e um aumento na frequéncia de
linfécitos T y® no bago de animais naive;

v' Uma reducéo na frequéncia de linfécitos T CD4+ e um aumento na frequéncia CD8+
nos linfonodos mesentéricos de animais naive;

v" Uma reducao na frequéncia de linfécitos T CD4+ nos linfonodos cecais de animais
naive;

v" No modelo de colite aguda induzido por DSS, um aumento de células T yd e T ap totais
assim como a subpopulacdo CD4+ e a expressao de CD25, seguido por reducédo da
subpopulacdo CD8+ e ne producédo de IL-17 por células T CD4+ na lamina prépria do
ceco. O aumento na frequéncia de CD4+ e reducdo de CD8+ também foi notado no
compartimento intraepitelial do célon. Também gerou uma reducgéo de linfocitos T yd na
lamina propria do célon;

v" No modelo de colite cronica induzido por DSS, uma reduc¢éo na frequéncia de linfécitos
T CD4+ e na expresséo de CD25, porém um aumento na producao de IFN-y por estas
células na lamina propria do colon;

v No modelo de colite cronica induzido pela transferéncia adotiva, um aumento na
frequéncia de linfocitos T CD4+ e reducéo de CD103 e na producéo de 1l-17 e IFN-y nos
linfonodos mesentéricos e cecais. Redugao na frequéncia de linfécitos T aff totais na

lamina prépria e compartimento intraepitelial do colon.
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Condicao naive T ap total T af CD4+ T apf CD8+ Tyod
Baco s/a sla ‘ f
Timo sla ‘ ‘ sla
mLN sla ‘ f sla
ceLN sla f sla sla
Intestino delgado-LP sla sl/a sla sla
Intestino delgado-IEL sla sl/a sla sla
Colon-LP sla sla sla sla
Codlon-IEL sla s/a sla sla

Tabela 2: Frequéncia de linfécitos T af (CD4+ e CD8+) e T yd nos 6rgaos linfoides de camundongos
Cd4%exGrin1™ naive. Resumo dos achados encontrados no bago, timo, linfonodos mesentéricos e cecais,
lamina prépria e compartimento intraepitelial do intestino delgado e célon de camundongos Cd4°cexGrinl”em
comparacdo ao grupo controle Grinl. Seta para cima, aumento da frequéncia; seta para baixo, diminuigao
da frequéncia; s/a, sem alteragdo na frequéncia.

DSS agudo Taf TCD4+ | TCD4+ | TCD4+ | T CD8+ Tyd
CD25+ | FoxP3+

ceLN s/a sla sla sla sla sla

Ceco-LP f f f sla ‘ f

Cdlon-LP s/a sla sla s/a s/a sla

Coélon-IEL sla f sla ‘ ‘ sla

DSS croénico Tap TCD4+ | TCD4+ | TCD4+ | T CD8+ Tyd
CD25+ | FoxP3+

ceLN s/a sla sla sla sla sla

Ceco-LP s/a s/a s/a s/a s/a s/a

Colon-LP sla ‘ ‘ sla sla sla

Colon-IEL s/a sla sla sla sla sla

Transferéncia Tap T CD4+ | TCD4+ | TCD4+ | T CD4+

adotiva CD25+ | FoxP3+ | CD103+

mLN sla f sla sla ‘

ceLN sla f sla sla ‘

Célon-LP ‘ sla sla sla ;

Célon-IEL ‘ s/a s/a sla n/a
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Tabela 3: Frequéncia de linfécitos T a (CD4+ e CD8+) e linfocitos T yd e expressao de CD25, FoxP3 e
CD103 por linfécitos T CD4+ nos 6rgéos linfoides de camundongos Cd4°exGrin1” submetidos a trés
modelos distintos de colite. Resumo dos achados encontrados nos linfonodos mesentéricos, linfonodos
cecais, lamina prépria do ceco e célon e compartimento intraepitelial do célon de camundongos Cd4¢exGrin1f
em comparacdo ao grupo controle Grinlf. Seta para cima, aumento da frequéncia; seta para baixo,
diminuicdo da frequéncia; s/a, sem alteracdo na frequéncia; n/a, ndo avaliado.

DSS agudo IL-10 IL-17 IFN-y

ceLN s/a sla sla

Ceco-LP s/a f sla

Cdlon-LP s/a sla sla

Colon-IEL s/a sla sla

DSS croénico IL-10 IL-17 IFN-y

ceLN s/a sla sla

Ceco-LP s/a sla sla

Cdlon-LP s/a sla f

Codlon-IEL s/a sla sla
Transferéncia IL-10 IL-17 IFN-y IL-17/
adotiva IFN-y
mLN sla sla sla ‘
ceLN sla sla s/a ‘
Cdlon-LP sla sla sla s/a
Colon-IEL s/a sla sla s/a

Tabela 4: Producdo intracelular de IL-10, IL-17 e IFN-y por linfécitos T CD4+ de camundongos
Cd4cexGrin1”" submetidos a trés modelos distintos de colite. Resumo dos achados encontrados nos
linfonodos mesentéricos, linfonodos cecais, lamina propria do ceco e célon e compartimento intraepitelial do
c6lon de camundongos Cd4CrexGrinlffem comparacéo ao grupo controle Grinlf. Seta para cima, aumento
da frequéncia; seta para baixo, diminuicdo da frequéncia; s/a, sem alteracdo na frequéncia.
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Preconceptional allergen immunization can induce R)

Check for

offspring IL-17 secreting B cells (B17): do they share -
similarities with regulatory B10 cells?

Aline Aparecida de Lima Lira?, Marilia Garcia de-Oliveira?,
Amanda Harumi Sabo Inoue?, Giovanna Rossi Beltrame?,
Alberto José da Silva Duarte®®, Jefferson Russo Victor?P:<*

2 Laboratory of Medical Investigation LIM 56, Division of Clinical Dermatology, Medical School, University of Sao Paulo, Sao Paulo,
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L(E YWQRDS Abstract

Ovit:gy' Background: IL-17-producing B cells can be identified in both mice and human and were named
M t’ (—fetal B17 cells. The role of B17 cells still needs to be elucidated and its inflammatory or regulatory
in?:eifrZSe—' bt functions remain controversial.

IL-17- 2 Objective: We evaluate the effect of maternal immunization with OVA on offspring B cells that
B celis produces IL-17 and can show a regulatory potential by IL-10 production.

Methods: C57BL/6 WT, IL-10-/- or CD28-/- female mice were immunized or not with OVA
in Alum, and immunized females were boosted after 10 and 20 days. Immunized and non-
immunized females were mated, and pups from both groups were evaluated at 3 or 20 days
old (d.o.). Some offspring from the aforementioned two groups were immunized with OVA at 3
d.o., boosted after 10 days and evaluated at 20 d.o.

Results: Matemal immunization with OVA induced offspring B cells to produce IL-17 at higher
intensity compared to the control group of offspring at 3 d.o. This effect was maintained until
20 d.o. and even after neonatal immunization with OVA. The co-production of IL-10 on off-
spring IL-17 +B cells is up-regulated in response to maternal immunization with OVA. Maternal
immunization with OVA on IL-10-/~ mice reveals reduced percentage and mean of fluorescence
intensity of IL-17 on B cells of offspring.

* Corresponding author.
E-mail address: victorjr@usp.br (J.R. Victor).
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0301-0546/© 2018 SEICAP. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The regulation of offspring allergy development mediated by maternal immuniza-
tion was evidenced by several groups, and this mechanism seems to involve the
induction of regulatory T cells (Tregs) on offspring. Here, we aimed to evaluate
whether the effect of maternal immunization on offspring Tregs occurs as a result
of peripheral or central modulation. Briefly, C57BL/6 female mice were immu-
nized with OVA in Alum or Alum alone and boosted with OVA in saline or sal-
ine only after 10 and 20 days. Non-immunized offspring serum, thymus and
spleen were evaluated at 3 or 20 days old, and some groups of pups were submit-
ted to neonatal OVA-immunization protocol for the subsequent evaluation of anti-
body production and allergic response. Our experimental protocol could be
validated because maternal OVA-immunization inhibited offspring allergic
response as evidenced by the suppression of offspring IgE production and allergic
lung inflammation. Interestingly, maternal immunization reduced the frequency of
offspring thymic Tregs with an opposite effect on spleen Tregs. Furthermore, after
neonatal immunization, the frequency of lung-infiltrated Tregs was also aug-
mented on offspring from immunized mothers. In conclusion, matenal OVA-
immunization can inhibit the thymic maturation of offspring Tregs without impli-
cations on peripheral Tregs induction and allergy inhibition.

Tregs play a pivotal role on several immune-suppressive
mechanisms including self-tolerance® and allergy.7 Tregs

The regulation of offspring allergy development mediated
by maternal immunization with allergens was evidenced
by several groups"4 and since 2003, it was suggested, in
a murine model, that this regulation can be mediated
by the induction of regulatory T cells (Tregs) on off-
spring.”

can be classified in two main populations according to its
origin, the thymus-derived naturally occurring Treg cells
(nTregs) and the non-thymic-induced Treg cells (iTreg),
and these populations can exert divergent functions in mur-
ine allergic response.8 Both Tregs populations can also
acquire effectors functions and enhance lung allergic

Scand J Immunol. 2018:88:¢12721.
https://doi.org/10.111 1/sji. 12721
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Preconception immunization can modulate
intracellular Th2 cytokine profile

in offspring: in vivo influence of interleukin 10
and B/T cell collaboration
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Abstract

Introduction: In the last few years our group has been studying the mechanisms involved in the
inhibition of allergy in offspring mediated by preconception maternal immunization, but these mecha-
nisms are not fully understood. Such mechanisms that we have studied aimed at the passive transfer of
maternal antibodies and its influence on offspring immune status.

Aim of the study: To evaluate whether maternal immunization could modulate intracellular Thl/

Th2 profiles in offspring.

Material and methods: C57BL/6 female wild type mice (WT), interleukin (IL)-10" or CD28" mice
were immunized or not with ovalbumin (OVA) and were mated with respective lincage males and off-
spring were evaluated at 3 days old (d.o.), 20 d.o., or 20 d.o. after neonatal immunization.

Results: Preconception OVA immunization induced a marked reduction in IL-4 secretion by TCD4+
cells of WT offspring when compared with offspring from non-immunized mothers. The maternal immu-
nization of IL-10"" mice induced an increase in the TCD4+IL-4+ percentage in offspring and a reduc-
tion in TCD4+IFN-y+ cells. The maternal immunization in CD28" mice induced augment IL-4 intensity

in 3 and 20 d.o. offspring TCD4+ cells.

Conclusions: Our results reveal that maternal immunization with OVA can down-regulate the Th2

pattern in offspring and this regulation is dependent on IL-10 and B/T cell collaboration.

Key words: allergy, OVA, maternal fetal-interface, IL-10, Th1/Th2 balance, B cells.

Introduction

Allergic reactions are characterized by intense Th2 cyto-
kine production profile and exacerbated immunoglobulin (Ig) E
production. The balance between Th1 and Th2 cytokine pro-
files is regulated mainly by interferon (IFN)-y (Th1-related)
and interleukin (IL)-4 (Th2-related) production. The main
sources of these cytokines are TCD4 cells but both cytokines
can also be produced or regulated by B cells [1].

The prevention strategies to regulate allergy develop-
ment are classified into three levels, with the primary strat-
egy aiming to prevent allergen sensitization, the secondary
aiming at the prevention of allergy development in already
sensitized individuals, and tertiary aiming at the treatment

(Centr Eur J Immunol 2018; 43 (4): 378-388)

of the symptoms [2]. Primary strategies have been studied
by our group in type I hypersensitivity murine models over
the last 15 years [3-12]. These models consider three im-
portant factors: the maternal immunity during pregnancy,
neonatal immunity, and the interaction between the two.
The maternal and fetal immune system interaction occurs
either through the placenta or through breast-feeding. Pre-
viously, we reported that maternal immunization with the
dust mite Dermatophagoides pteronyssinus (Dp) can in-
hibit offspring Th2 exacerbation [13] characteristics that
was also observed after maternal immunization with OVA
[14]. In the same work, we also reported that the passive
transfer of maternal IgG can modulate offspring IL.-10 pro-

Correspondence: Jefferson Russo Victor, PhD, Laboratory of Medical Investigation LIM-56, Division of Clinical Dermatology,
Medical School, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 500, 3“ floor, 05403-000 Sio Paulo, Brazil,
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Abstract

Background: The precise mechanism involved in the acquisition of the IL-17+ profile
of y8T cells, the ligands responsible for this change, and whether this default is ac-
quired during intrathymic maturation need to be elucidated.

Objective: This study aimed to evaluate whether IL-17-producing y8T cells are pre-
sent in the airways of tolerant offspring from allergen-sensitized mothers and the
possible implication of maternal IgG in the generation of these cells.

Methods: Female mice were immunized or not, and the allergic response, frequency
of y8T cell subsets and cytokine production of the offspring were analysed by flow
cytometry. The effects of passive in vivo transfer of purified IgG were investigated in
offspring. A translational approach was employed to analyse y8T cells in the thymus
and PBMCs from humans.

Results: Maternal immunization reduced the frequency of spontaneous IL-17-pro-
ducing y8T cells in the thymus, spleen and lung of offspring. This effect was mimicked
by the in vivo treatment of females with purified IgG. IgG directly interacted with y5T
cell membranes. The modulatory effect of human IgG on human infant intrathymic
and adult peripheral y8T cells showed similarities to murine y8T cells, which is rarely
reported in the literature.

Conclusions & Clinical Relevance: Together, our results reveal that 1gG from poten-
tially tolerant atopic mothers can influence offspring thymic IL-17-producing y5T cell
maturation. Furthermore, we suggest that IgG is an unprecedented modulatory fac-
tor of murine and human y3T cells. These observations may support the future devel-
opment of IgG-based immunoregulatory therapeutic strategies.

KEYWORDS
maternal IgG, thymus, y3T cells
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Abstract

Multiple sclerosis is a chronic and demyelinating disease of the central nervous system (CNS),
most prevalent in women, and with an important social and economic cost worldwide. It is
triggered by self-reacting lymphocytes that infiltrate the CNS and initiate neuroinflammation.
Further, axonal loss and neuronal death takes place, leading to neurodegeneration and brain
atrophy. The murine model for studying MS, experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE),
consists inimmunizing mice with myelin-derived epitopes. APCs activate encephalitogenic TCD4
and CD8 lymphocytes that migrate mainly to the spinal cord resulting in neuroinflammation. Most
of the knowledge on the pathophysiology and treatment of MS was obtained from EAE exper-
iments, as Th17 cells, anti-alpha4 blocking Abs and the role of microbiota. Conversely, recent
technology breakthroughs, such as CyTOF and single-cell RNA-seq, promise to revolutionize
our understanding on the mechanisms involved both in MS and EAE. In fact, the importance of
specific cellular populations and key molecules in MS/EAE is a constant matter of debate. Itis well
accepted that both Th1 and Th17 T CD4 lymphocytes play a relevant role in disease initiation
after re-activation in situ. What is still under constant investigation, however, is the plasticity of
the lymphocyte population, and the individual contribution of both resident and inflammatory
cells for the progression or recovery of the disease. Thus, in this review, new findings obtained
after single-cell analysis of blood and central nervous system infiltrating cells from MS/EAE and
how they have contributed to a better knowledge on the cellular and molecular mechanisms of
neuroinflammation are discussed.

KEYWORDS
single cell, neuroinflammation

sure also seem to contribute to susceptibility, although with lower
odds ratio.”8

First described by Charcot in 1868, Multiple sclerosis (MS) is a
chronic demyelinating disease of the central nervous system (CNS),
most prevalent in women. Besides traumatic events, MS is the main
cause of neurologic disability among young adults, with an impor-
tant emotional, social, and economic cost2-* Both genetic and envi-
ronmental factors seem to play a role in the prevalence and inci-
dence of the disease. Although a huge effort has been done to under-
stand the genetic trait of MS, only few alleles with low odds ratio
were identified. The main relevant gene associated with the disease
is still the HLA-DRB1 haplotype® and other immune related genes,
as STAT3, EOMES, and IL2RA.® On the other hand, environmen-
tal factors, such as EBV infection, cigarette smoking, and UV expo-

Received: 31 January 2020 Revised: 5 June 2020 Accepted: 16 July 2020

MS pathogenesis is triggered by the activation of self-reacting lym-
phocytes that further invade the brain through the ventricles? and the
meninges!? leading to neuroinfammation after the recognition of CNS
myelin epitopes. The question whether MS starts inside or outside the
CNS is still under intense debate. It is possible that microinflammation
as observed during radiologic isolated syndrome (RIS) leads to myelin
antigens drainage to cervical lymph nodes where it activates self-
reactive lymphocytes.!! On the other hand, some researchers believe
that molecular mimicry occurs against EBV or microbiota epitopes,’?
leading to the activation of cross-reacting lymphocytes. Either way, the
factisthat T CD4, CD8, and B lymphocytes get activated in the periph-
ery, undergo intense clonal expansion and differentiation, and further

J Leukoc Biol. 2020;1-9.

www. jleukbio.org
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Abstract: Regulatory B (B10) cells can control several inflammatory diseases, including allergies;
however, the origin of peripheral B10 cells is not fully understood, and the involvement of primary
lymphoid organs (PLOs) as a primary site of maturation is not known. Here, using a murine model
of allergy inhibition mediated by maternal immunization with ovalbumin (OVA), we aimed to
evaluate whether B10 cells can mature in the thymus and whether IgG can mediate this process.
Female mice were immunized with OVA, and offspring thymus, bone marrow, spleen, lung, and serum
samples were evaluated at different times and after passive transfer of purified IgG or thymocytes.
A translational approach was implemented using human nonatopic thymus samples, nonatopic
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), and IgG from atopic or nonatopic individuals. Based on
the expression of CD1d on B cells during maturation stages, we suggest that B10 cells can also mature
in the murine thymus. Murine thymic B10 cells can be induced in vitro and in vivo by IgG and be
detected in the spleen and lungs in response to an allergen challenge. Like IgG from atopic individuals,
human IgG from nonatopic individuals can induce B10 cells in the infant thymus and adult PBMCs.
Our observations suggest that B10 cells may mature in the thymus and that this mechanism may be
mediated by IgG in both humans and mice. These observations may support the future development
of IgG-based immunoregulatory therapeutic strategies.

Keywords: IgG; thymus; B cells; B10 cells; mouse; human

1. Introduction

The regulation of offspring allergy development mediated by maternal immune status has already
been shown by several groups [1-4]. Some recent discussions and evidence have suggested that this
mechanism involves the modulation of cell maturation in the offspring’s primary lymphoid organs
(PLO:s) [5,6], and the ability of maternal IgG to induce peripheral regulatory B cells (B10) in mice has
been shown in murine peripheral cells [7,8]; however, the possible involvement of PLOs as a source of
B10 cells has not been evaluated.

Cells 2020, 9, 2239; doi:10.3390/cells9102239 www.mdpi.com/journal/cells
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Cellular therapy with mesenchymal stem cells (MSCs) is a huge challenge for scientists, as
little translational relevance has been achieved. However, many studies using MSCs have
proved their suppressive and regenerative capacity. Thus, there is still a need for a bet-
ter understanding of MSCs biology and the establishment of newer protocols, or to test
unexplored tissue sources. Here, we demonstrate that murine endometrial-derived MSCs
(meMSCs) suppress Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE). MSC-treated an-
imals had milder disease, with a significant reduction in Th1 and Th17 lymphocytes in the
lymph nodes and in the central nervous system (CNS). This was associated with increased
1127 and Cyp1al expression, and presence of IL-10-secreting T CD4* cells. At EAE peak,
animals had reduced CNS infiltrating cells, histopathology and demyelination. gPCR anal-
ysis evidenced the down-regulation of several pro-inflammatory genes and up-regulation
of indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO). Consistently, co-culturing of WT and IDO~/~ meM-
SCs with T CD4* cells evidenced the necessity of IDO on the suppression of encephal-
itogenic lymphocytes, and IDO~/~ meMSCs were not able to suppress EAE. In addition,
WT meMSCs stimulated with IL-17A and IFN-y increased IDO expression and secretion
of kynurenines in vitro, indicating a negative feedback loop. Pathogenic cytokines were in-
creased when CD4* T cells from AhR~/~ mice were co-cultured with WT meMSC. In sum-
mary, our research evidences the suppressive activity of the unexplored meMSCs popula-
tion, and shows the mechanism depends on IDO-kynurenines-Aryl hydrocarbon receptor
(AhR) axis. To our knowledge this is the first report evidencing that the therapeutic potential

of meMSCs relying on IDO expression.
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Human Fallopian Tube - Derived Mesenchymal Stem Cells Inhibit
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis by Suppressing Th1/
Th17 Activation and Migration to Central Nervous System
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Abstract

Mesenchymal stem cells comprise a natural reservoir of undifferentiated cells within adult tissues. Given their self-renewal,
multipotency, regenerative potential and immunomodulatory properties, MSCs have been reported as a promising cell
therapy for the treatment of different diseases, including neurodegenerative and autoimmune diseases. In this study, we
investigated the immunomodulatory properties of human tubal mesenchymal stem cells (htMSCs) using the EAE model.
htMSCs were able to suppress dendritic cells activation downregulating antigen presentation-related molecules, such as
MHCII, CD80 and CD86, while impairing IFN-y and IL-17 and increasing IL-10 and IL-4 secretion. It further correlated
with milder disease scores when compared to the control group due to fewer leukocytes infiltrating the CNS, specially Thl
and Th17 lymphocytes, associated with increased IL-10 secreting Trl cells. Conversely, microglia were less activated and
infiltrating mononuclear cells secreted higher levels of IL-4 and IL-10 and expressed reduced chemokine receptors as CCR4,
CCR6 and CCRS. qPCR of the spinal cords revealed upregulation of indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) and brain derived
neurotrophic factor (BDNF). Taken together, here evidenced the potential of htMSCs as an alternative for the treatment of
inflammatory, autoimmune or neurodegenerative diseases.

Keywords Mesenchymal stem cell - Immunomodulation - EAE - Dendritic cells - Lymphocytes
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Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are typically
defined as undifferentiated multipotent adult cells that pos-
sess capacity of self-renewal and differentiation into distinct
mesoderm-derived lineages [1]. These progenitor cells are
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present in adult organisms where they constitute a reservoir
found within the connective tissue of most organs, and are
involved in the maintenance, repair and immunologic prop-
erties of tissues throughout the postnatal life of an individual
[2].

Looking beyond their potential in tissue repair and regen-
eration, MSCs are a promising tool for overcoming auto-
immunity, mainly due to their immunosuppressive capaci-
ties [3]. These activities are not constitutive, but may be
induced by an inflammatory environment to which MSCs are
exposed, such as soluble factors or by physical contact with
inflammatory cells. The former, includes proinflammatory
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Gamma-delta T cells modulate it
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to maintain mucosal tolerance
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Abstract

interact with the gut microbiota to maintain tolerance.

restoration of mucosal immune responses.

Background Gamma-delta (y&) T cells are a major cell population in the intestinal mucosa and are key mediators of
mucosal tolerance and microbiota composition. Little is known about the mechanisms by which intestinal y& T cells

Results We found that antibiotic treatment impaired oral tolerance and depleted intestinal y5 T cells, suggesting that
the gut microbiota is necessary to maintain y5 T cells. We also found that mice deficient for yS T cells (y§~/~) had an
altered microbiota composition that led to small intestine (SI) immune dysregulation and impaired tolerance. Accord-
ingly, colonizing WT mice with y5~/~ microbiota resulted in Sl immune dysregulation and loss of tolerance whereas
colonizing y6~'~ mice with WT microbiota normalized mucosal immune responses and restored mucosal tolerance.
Moreover, we found that SI y& T cells shaped the gut microbiota and regulated intestinal homeostasis by secreting the
fecal micro-RNA let-7f. Importantly, oral administration of let-7f to y6~'~ mice rescued mucosal tolerance by promot-
ing the growth of the y§~/~-microbiota-depleted microbe Ruminococcus gnavus.

Conclusions Taken together, we demonstrate that yo T cell-selected microbiota is necessary and sufficient to pro-
mote mucosal tolerance, is mediated in part by y5 T cell secretion of fecal micro-RNAs, and is mechanistically linked to

Introduction

The intestine contains the largest amount of lymphoid
tissue in the body and plays a critical role in developing a
tolerogenic or inflammatory immune response to dietary
and host antigens. There is a bi-directional interaction
between intestinal immune cells and the gut microbiota

"Rafael M. Rezende and Laura M. Cox contributed equally to this work.

*Correspondence:

Rafael M. Rezende

rmachadorezende@bwh.harvard.edu

Ann Romney Center for Neurologic Diseases, Brigham and Women’s
Hospital, Harvard Medical School, Boston, MA 02115, USA

B BMC

to maintain homeostasis. y§ T cells play a major role
in shaping the gut microbiota because of their innate-
like and adaptive properties. y§ T cells that inhabit the
intestinal epithelium are constitutively activated by com-
mensal microbiota [1] and can rapidly respond to T cell
receptor (TCR) signals in an MHC-independent manner
[2] and to pattern recognition receptors signals includ-
ing toll-like receptors (TLRs) [3] and NOD-like receptors
(NLR) including NOD2 [4].

y8 T cells that reside in the gut lamina propria (LP) and
intraepithelial lymphocyte (IEL) compartments maintain
intestinal homeostasis by suppressing microbial popula-
tions through the secretion of cytokines such as IL-22
and IL-17 and growth factors including keratinocyte
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