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Resumo

A esclerose multipla (EM) € uma doenca inflamatéria cronica e desmielinizante do
Sistema Nervoso Central (SNC) que desencadeia diferentes graus de incapacidade
fisica e cognitiva. Os tratamentos para a EM sdo baseados principalmente em
drogas imunomoduladoras visando reducdo da gravidade e da frequéncia de
recidivas, uma vez que ndo h& cura para a doenca. Estudos em modelo
experimental de EM, denominado encefalomielite autoimune experimental (EAE) tém
demonstrado o efeito imunomodulador da vitamina D (Vit D3) tanto na imunidade
inata quanto na adaptativa. Neste contexto, nosso objetivo foi avaliar se a
intervencdo precoce com Vit D3 é capaz de bloquear a neuroinflamacdo em um
modelo experimental de EM. Para isto, camundongos C57BL/6 fémeas foram
imunizados com MOG (glicoproteina da mielina do oligodendrdcito) associada ao
Adjuvante Completo de Freund e tratadas com Vit D3 por via intraperitoneal. A Vit
D3 diminuiu, de forma significativa, a incidéncia e o escore clinico da doenca. Este
efeito protetor foi acompanhado da diminuicdo de entrada de linfocitos no SNC e
também de reducdo no processo de desmielinizacdo e expressdao de MHCII em
macrofagos e microglia. A eficacia da Vit D3 também foi associada com controle
local do estresse oxidativo, ou seja, nos animais tratados ocorreu normalizacédo dos
niveis de peroxidacdo lipidica e de proteina carbonil e também de enzimas
antioxidantes (superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase). A terapia
com Vit D3 também determinou reducéo significativa na expressado génica de
NLRP3, caspase 1 e IL-1B locais, que sdo marcadores tipicos de ativacdo do
inflamassoma. Também constatamos que a terapia precoce com Vit D3 normalizou a

barreira hematoencefalica, principalmente no nivel da medula espinhal. Estes



resultados indicam que uma intervencéo precoce com Vit D3 é capaz de controlar o
processo neuroinflamatério que caracteriza a imunopatogénese da EAE e poderia,

portanto, ser explorada como terapia adjunta em pacientes com EM.

Palavras chave: Encefalomielite autoimune experimental, barreira

hematoencefalica, vitamina D, inflamassoma, estresse oxidativo.
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic and demyelinating inflammatory disease of the
Central Nervous System (CNS) that triggers different degrees of physical and
cognitive disability. Treatments for MS are mainly based on immunomodulatory drugs
that reduce severity and frequency of relapses. Studies in an experimental model of
MS, called experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), have demonstrated
the immunomodulatory effect of vitamin D (Vit D3) in both innate and adaptive
immunity. In this context, our objective was to evaluate whether early intervention
with Vit D3 was able to block neuroinflammation in EAE. Encephalomyelitis was
induced in female C57BL / 6 mice by immunization with MOG (myelin
oligodendrocyte glycoprotein) associated with Freund's Complete Adjuvant and two
doses of pertussis toxin. Mice were treated with Vit D3 intraperitoneally. Treatment
significantly decreased the incidence and clinical score of the disease. This protective
effect was associate to decreased lymphocyte infiltration in the CNS and also
reduced demyelination and MHCII expression in macrophages and microglia. Vit D3
also determined local control of oxidative stress, that is, normalization of the levels of
lipid peroxidation and carbonyl protein and also of antioxidant enzymes (superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase). Vit D3 therapy reduced NLRP3,
caspase-1 and local IL-18 mMRNA expression in the CNS. In addition, this precocious
Vit D3 therapy normalized the blood-brain barrier, mainly at the spinal cord level.
These results indicate that an early intervention with Vit D3 is able to control the
neuroinflammatory process that characterizes the immunopathogenesis of EAE and

could therefore be explored as adjunctive therapy in MS patients.



Keywords: Experimental autoimmune encephalomyelitis, blood-brain barrier, vitamin

D3, inflammasome, oxidative stress.
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1. Introduciio
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1.1. Esclerose multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca inflamatéria crénica e
desmielinizante do Sistema Nervoso Central (SNC) que determina diferentes graus
de incapacidade fisica e cognitiva ). A EM é caracterizada por episédios agudos ou
surtos da doenca com perda gradual e progressiva da fungéo neuroldgica. Pode ser
classificada em quatro subtipos: remitente-recorrente (RR), progressiva primaria
(PP), progressiva secundaria (PS) e progressiva recorrente (PR), sendo o primeiro
subtipo a forma mais prevalente, ocorrendo em 85% dos casos .

A doenca € mais prevalente em adultos jovens, em idade economicamente
ativa, acometendo mais mulheres do que homens, na proporcéo 2:1 ©. Globalmente
a prevaléncia é de 30 casos a cada 100.000 habitantes, sendo mais frequente na
Europa (80 a cada 100.000), seguida pelo Mediterraneo Oriental (14,9 a cada
100.000), Continente Americano (8.3 a cada 100.000), e com menor prevaléncia na
Africa (0,3 a cada 100.000) . No Brasil a prevaléncia é de 18 casos a cada 100 mil
habitantes, sendo que a cidade de Santa Maria (RS) é a cidade brasileira com maior
incidéncia, com média de 27 casos por 100 mil habitantes, seguida por Rio de
Janeiro (20), Belo Horizonte (18), Botucatu (17), Santos (15), Sdo Paulo (15),
Londrina (14) e Uberaba (12)®.

A etiologia da EM ainda ndo estd esclarecida, mas acredita-se que fatores
genéticos e ambientais podem afetar seu desenvolvimento. Um forte candidato
genético responsavel pela maior susceptibilidade é o alelo HLA-DRB1*1501®.
Outros aspectos relevantes determinados através de estudos epidemiologicos séo
os fatores ambientais tais como infec¢do pelo virus Epstein—Barr, o habito de fumar
e a deficiéncia de vitamina D3 (VitD) (). Os trabalhos realizados por Munger et al., ®

mostraram que 0s niveis séricos de vitamina D3 séo significativamente menores em



22

pacientes com EM em comparacdo com 0s hiveis encontrados em individuos
saudaveis. Também tem sido demonstrado que a suplementacdo com vitamina D
esta associada com reducao do risco de desenvolver a doenca ©9).

Diversos estudos indicam que se trata de uma doenca autoimune iniciada por
linfécitos T auto-reativos especificos para mielina. Esses linfécitos T auto-reativos
sao ativados em orgaos linfoides secundarios por mimetismo molecular ou de forma
nao especifica por “bystander activation”. Independentemente dos eventos exatos
gue desencadeiam a EM, as células ativadas na periferia atingem o SNC através da
barreira hematoencefalica (BHE), espaco subaracndideo ou através da barreira do
liquido cefalorraquidiano. As lesBes agudas apresentam um alto contetdo de
macréfagos e células T CD8" e, em menor proporcdo, células T CD4" (do tipo Thl e
Th17), células B e plasmdcitos"'?. A migracdo através destas barreiras é mediada
por interacdo entre moléculas de adesédo presentes na superficie das células imunes
e moléculas de superficie das células endoteliais; por exemplo, LFA-1 e a4p1-
integrinas das células T e ICAM-1 e VCAM-1 de células endoteliais. VCAM-1 é
expressa constitutivamente e sua expressao € aumentada por citocinas. Este
mecanismo é utilizado principalmente por células Thl. Por outro lado as células
Thl7 interagem, preferencialmente, através de seus receptores para quimiocinas
(CCR6 e CCL20) com quimiocinas correspondentes expressas constitutivamente,
em pequenas quantidades, nas células endoteliais. Ao entrar no SNC, essas células
T séo reativadas por células dendriticas (CDs) ou macréfagos, que apresentam 0s
peptideos originados da bainha de mielina através do MHC de classe 1Y, Dessa
forma, essas células ativadas passam a produzir citocinas pré-inflamatérias, como
IFN-y e IL-17, causando danos a mielina. Além disso, estas citocinas podem ativar a

microglia e macrofagos. Estudos sugerem que estes fagocitos internalizam e
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degradam a bainha de mielina, dando inicio ao processo inflamatério e
desmielinizacdo™®!¥ através da liberacdo de varios mediadores pré-inflamatérios e
radicais livres como superoxido, hidroxil, peroxido de hidrogénio e Oxido nitrico. As
células T citotoxicas CD8+ destroem a mielina pela producéo de perforina-granzima,
resultando na liberacdo de mais auto-antigenos o que refor¢ca a continuidade do
processo inflamatdrio®.

A desmielinizacdo € amplamente localizada nas lesfes focais no inicio da
EMRR, de modo que outras areas da substancia branca parecem normais. No
entanto, ao longo do tempo, as infiltrac6es de células T e B tornam-se mais difusas e
a lesdo axonal é mais disseminada, levando a atrofia de matéria branca e
cinzenta®™®. Com a progressao da doenca, o infiltrado de células periféricas diminui,
e neste estagio os processos inflamatorios sdo predominantemente mediados pela
acdo das células da microglia residentes no SNC*?,

As células T regulatérias (Tregs) constituem um componente chave para a
tolerancia periférica, suprimindo células T auto reativas, isto é, aquelas que
escaparam do processo de selecdo negativa no timo, como por exemplo, aquelas
que reconhecem a proteina basica de mielina (MBP). As Tregs naturais (nTregs)
compreendem 5-10% de todos os timocitos CD4'CD8 e na periferia representam
aproximadamente 10% de toda a populacdo de células T CD4". As células T
regulatdrias induzidas i(Tregs) se diferenciam a partir de células auxiliares T CD4"
naive durante a resposta imune periférica. Estas células inibem a proliferacédo e/ou a
producdo de citocinas por outras ceélulas. Esta capacidade supressora requer o
contato célula-célula e/ou producéo de citocinas inibitérias, tais como, IL-10, TGF-8
e IL-35. As Tregs expressam marcadores de superficie como o CD4, CD25, CD5,

CD49d, CD69, CD103, CD152 (CTLA-4), CD357 (GITR) e o fator de transcricdo
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nuclear Forkhead box P3 (FoxP3), o qual parece ser fundamental para o
desenvolvimento e funcdo desta capacidade supressora, sendo considerado o

18  Essas células

marcador molecular mais especifico desta subpopulacdo
desempenham um papel vital na regulacdo de processos autoimunes. Estudos
demonstram que uma mutacdo no gene FoxP3, determina diferenciacdo defeituosa
de células Tregs contribuindo assim para o desenvolvimento de processos
imunopatoldgicos. Embora as células T regulatérias mais estudadas sejam aquelas
gue expressam Foxp3, também h& populacbes de Tregs que ndo expressam Foxp3.
Estes incluem trés tipos principais: células Trl, uma populacédo ativada na periferia
apos estimulacdo antigénica na presenca de IL-10 e que expressam 0s marcadores
de superficie LAG-3 (gene de ativacdo de linfocitos 3) e CD49b sem expressar
Foxp3 e CD25; Células Th3, que também sao diferenciadas na periferia € medeiam
a supressdo celular secretando a citocina TGF-B; e finalmente, Tregs CD8+!9),
descritas como células T de memdria antigeno-especifica com propriedades Treg,
que podem regular a resposta imune pela producdo de IL-10, TGF-B1 e IFN-y,
embora 0S mecanismos exatos dessa supressdo ainda sejam amplamente
desconhecidos®?.

A contribuicdo dessas células para a autoimunidade pode ocorrer por sua
baixa frequéncia ou pela perda ou diminuicdo de sua funcdo. O papel das células
Tregs na EM é bastante controverso. Embora existam relatos sobre reduzida
frequéncia de nTregs em pacientes com EM, na maioria dos estudos € descrita uma
frequéncia semelhante a observada em individuos saudaveis. No entanto, varios
estudos funcionais usando ensaios de supressdo in vitro tém demonstrado
(11).

deficiéncias na atividade de células Tregs nestes pacientes

Os tratamentos para EM s&o baseados principalmente em drogas
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imunomoduladoras visando reducdo da gravidade e da frequéncia de recidivas, uma
vez que ndo ha cura para a doenca V. Os corticosteroides s&o utilizados na fase
aguda da doenca, ja as drogas imunomoduladoras sao utilizadas em pacientes com
quadros de exacerbacdo e remissdo da doenca %2, Existem diferentes drogas
imunomoduladoras com diferentes mecanismos de acao, por exemplo, o IFN-B, o

@3 natalizumabe ®¥ e o fingolimode, mais recentemente

acetato de glatiramer,
disponibilizado para uso clinico ®*?9. Apesar da variedade de condutas terapéuticas
aprovadas para o tratamento da EM, essas medicacbes possuem custo muito
elevado, estdo associadas com varios efeitos colaterais e ndo sdo eficazes em todos

0s pacientes. Portanto, ainda ha a necessidade de se investigar novas estratégias

terapéuticas.

1.2. Encefalomielite autoimune experimental

Encefalomielite autoimune experimental (EAE) é o modelo animal mais
amplamente aceito de EM. Diferentes tipos de EAE tém sido desenvolvidos a fim de
investigar os aspectos patogénicos, clinicos e terapéuticos da EM @7, Inicialmente,
pela facilidade de ser purificada em grandes quantidades, a MBP foi 0 antigeno mais
amplamente utilizado e os estudos foram restritos aos camundongos SJL (H-2s) e
PL/J (H-2u) ®®29_ Atualmente, o modelo mais comum de inducdo de EAE baseia-se
na injecdo de peptideos encefalitogénicos, principalmente MOG3ss.55 € PLP139.151,
associados ao Adjuvante Completo de Freund (ACF), contendo 6leo mineral e a
cepa H37RA de Mycobacterium tuberculosis, seguida por injecdes intraperitoneais
de toxina pertussis. A evolucdo clinica nos diferentes modelos depende
principalmente da fonte antigénica e da genética das cepas de camundongos

utilizadas ©9.
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De forma semelhante a doenca humana, na EAE também ocorre aumento de
células Thl e Th1l7 auto reativas contra antigenos da mielina, aumento de CDs e
macrofagos ativados no SNC, maior producdo de mediadores inflamatorios e
diminuicdo na frequéncia das células Tregs na periferia®?. A ativacéo das células T
auto-reativas na encefalomielite autoimune experimental ocorre em linfonodos
drenantes da pele apdés a imunizacdo subcutanea de animais com antigenos de
mielina. As células T CD8+ sdo raramente encontradas em lesdes na EAE®?),

Camundongos C57BL/6 imunizados com MOG3s.s5 desenvolvem uma doenca
aguda com perda de peso corporal e paralisia. Estas caracteristicas estédo
associadas com um processo inflamatorio e desmielinizante acentuado no SNC.
Apos esta fase aguda os animais desenvolvem uma doenca cronica que perdura por
pelo menos 45 dias 2. De acordo com Murphy et al., ®¥ a partir do sétimo dia apds
a inducdo da EAE ja ocorre aumento significativo de linfécitos produtores de IL-17
(CD3+CD4+IFN-y-IL-17+) no cérebro e na medula espinhal de camundongos
C57BL/6 com EAE induzida por MOGg3s.55. O modelo de EAE induzida por MOGa3s.s5

em camundongos C57BL/6 tem sido bastante explorado, especialmente em estudos

envolvendo procedimentos imunomoduladores e terapéuticos.

1.3. Vitamina D

A prevaléncia de EM apresenta um padrao geografico bem definido; aumenta
com o incremento de latitude em ambos os hemisférios ©°, locais estes onde ocorre
uma diminuicdo da exposicéo & luz solar ®. As maiores quantidades de Vit D3 sdo
sintetizadas pela pele exposta a luz solar. A radiacdo ultravioleta € usada para

converter 7-dehidrocolesterol em pré-vitamina D3. Em seguida, a pré-vitamina D3

sofre uma isomerizacdo térmica espontanea em colecalciferol ®7_ Devido ao papel
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essencial da luz solar, esta vitamina tem sido chamada de "vitamina do sol" (38),

Quantidades menores de vitamina D podem ser obtidas a partir da ingestdo de
certos alimentos como cogumelos, peixe, leite e ovos ©%. Para se tornar um
horménio metabolicamente ativo, colecalciferol precisa ser hidroxilado duas vezes. A
primeira hidroxilacdo ocorre no figado e converte o colecalciferol em 25
dyhidroxyvitamin D (calcidiol) através da enzima 25-hidroxilase “%. Depois disso,
calcidiol liga-se a uma molécula carreadora, conhecida como proteina transportadora
de vitamina D, para ser transportado sistemicamente aos tecidos que expressam 1-
a-hidroxilase (CYP27B1) “Y. O nivel plasmatico de calcidiol é geralmente usado
como parametro do nivel de Vit D“?. No rim, a segunda hidroxilacdo gera o
metabdlito bioativo denominado 1,25-di-hidroxivitamina D3 (calcitriol) catalisada por
CYP27B1. O calcitriol possui um papel importante na homeostasia da maioria das
funcdes metabdlicas e na homeostasia do calcio e do metabolismo 6sseo. Dessa
forma, a hipocalcemia estimula as glandulas paratiredides a liberar o paratotmdnio
que ativa a funcdo da enzima CYP27B1 renal, resultando na produgé&o de calcitriol.
Além disso, este horménio estimula a maturacdo de osteoclastos os quais liberam
calcio e fosfato a partir dos ossos. O calcitriol também reduz a excre¢éo renal do
calcio e aumenta a absorcdo de célcio dos alimentos no intestino. Quando séo
alcancados niveis normais de calcio, o calcitriol regula por feedback negativo a
glandula paratiroideia, diminuindo a atividade CYP27B1 para evitar intoxicagdo por
VITD “. Além dos rins, lo-hidroxilase tem sido relatada em muitos tecidos,
incluindo osso, placenta, prostata e glandula paratiredide. Além disso, varias células
cancerosas e celulas imunes, tais como macroéfagos, linfécitos T e CDs sdo também
capazes de produzir esta enzima “**®. A forma bioativa de VitD tem seus efeitos

) (46,47)

biologicos mediados pelo receptor nuclear de vitamina D (VDR . De forma
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similar a 1a-hidroxilase, o VDR também esta presente em células do sistema imune
(macroéfagos, CDs e linfocitos T e B ativados). A descoberta da expressao de VDR
em monocitos e posteriormente, em células apresentadoras de antigeno (APCS)
desencadeou estudos que mostraram um importante papel regulador da vitamina D
na imunidade inata bem como na adaptativa “®.

Na imunidade inata ela aumenta as propriedades antimicrobianas de
mondcitos e macréfagos®?. O papel regulador da 1,25 (OH) 2D3 na imunidade
adaptativa foi principalmente atribuido aos seus efeitos sobre as CDs. In vitro a
exposicao a 1,25 (OH) 2D3 inibiu a maturacdo de CDs reduzindo a expressao de
marcadores tais como CD1a, MHC Il, CD40, CD80 e CD86 ©%. Além disso, a 1,25
(OH) 2D3 modula a producédo de citocinas pelas DCs, inibindo, por exemplo, a
producdo de IL-12 e IL-23 as quais induzem a diferenciacdo de Thl e Thl7,
respectivamente. Classicamente, tem sido descrito que a 1,25 (OH) 2D3 aumenta
também a secrecdo de IL-10, uma citocina com propriedades anti-inflamatérias muito
bem estabelecidas ®V. Os efeitos da 1,25 (OH) 2D3 em células T incluem inibicdo da
proliferacéo, da producéo de IL-2 e IFN-y ®? e também inibicéo da diferenciacéo de
células Th17 ©. Além disso, estudos in vitro e in vivo mostraram que a 1,25 (OH)
2D3 normalmente induz células Tregs Foxp3+ ©¥. O papel benéfico de 1,25 (OH)
2D3 em modelos experimentais de doencas autoimunes, como a uveite autoimune
experimental, EAE e diabetes tem sido claramente demonstrado >, Vem sendo
intensamente investigado o mecanismo de acao da 1,25 (OH) 2D3 sobre o sistema
imunolégico. Chang et al.,®”, por exemplo, mostraram que o efeito benéfico desta
substéancia na EAE € mediado, pelo menos em parte, por inibicdo da diferenciacéo e
da migracdo das células Th1l7 para o SNC. A contribuicdo de CDs tolerogénicas

induzidas por 1,25(0OH)2D3 no controle da EAE também foi claramente demonstrado
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por Farias et al., 2013 ®®. Estes autores observaram que tanto a administraco, in
vivo, de 1,25 (OH) 2D3 guanto a transferéncia de CDs imaturas IDO+ induzidas por
1,25 (OH) 2D3, reduziram significativamente a gravidade da EAE. Além disso, ocorre
expressdo de VDR no SNC e a atividade da la-hidroxilase (enzima que converte a
forma circulante da vitamina D na forma ativa) foi demonstrada também em
neurénios e na microglia, enfatizando efeitos locais, paracrinos e autécrinos da

vitamina D no SNC ©9,

1.4. Inflamassoma

Muitas das citocinas proé-inflamatérias sdo produzidas pelo sistema imune
inato através da ativacdo de uma variedade de receptores que reconhecem
diferentes padrées moleculares associados a patégenos (PAMPsS) assim como
padrées moleculares associados a danos (DAMPSs) produzidos durante a lesdo de
tecidos. Dentre estes receptores celulares destacam-se os receptores semelhantes a
Toll (TLRs, toll-like receptors) e os receptores de ligacdo a nucleotideos contendo
dominios com sequéncia repetida de residuos do aminoacido leucina (NLRs) ©1¢%).
Enquanto os TLRs séo receptores usualmente expressos na membrana celular, os
NLRs sdo sensores citoplasmaticos que monitoram compartimentos intracelulares
buscando sinais de infeccéo ou injdria tecidual. Através destes receptores as células
sdo capazes de regular fagocitose, atividade microbicida, produgéo de citocinas e
diferenciagcdo de CDs, determinando assim um elo entre a imunidade inata e a
adaptativa ¢+,

Existem mais de 20 genes NLR em humanos e mais de 30 em camundongos,
0s quais codificam proteinas citosolicas caracterizadas pela presenca de um dominio

central de ligagdo a nucleotideo e oligomerizacdo (NACHT), o qual é flanqueado por
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uma porcado C-terminal com repeticdes ricas em leucina (LRRs) e um dominio N-
terminal responsavel pelo recrutamento da caspase (CARD) ou dominio pirina (PYD)
©®®  Os LRRs estdo ligados com auto-regulacdo e os dominios CARD e PYD
medeiam interacdes proteina-proteina para consequente sinalizacdo. O dominio
NACHT, comum para todos os NLRs, permite ativacdo de sinais via oligomerizacao
dependente de ATP. Através dos dominios NACHT os NLRs podem ser divididos em
3 subfamilias: os NOD (NOD1, NOD2, NOD3/NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1,
CIITA), os NLRPs (NLRP1 ao 14) e a subfamilia IPAF (NLRC4 e NAIP) ©7. As
classes mais extensivamente estudadas de NLRS sdo os NLRs formadores de
inflamassoma e entre estes NLRs estdo os NLRP1, NLRP3, NLRC4, NLRCS5,
NLRP6, NLRP7, NLRP12 e AIM2. O inflamassoma € uma plataforma formada por
um complexo de proteinas que contém principalmente a enzima proteolitica caspase
(66-70) responsavel pela maturagéo de citocinas pré inflamatdrias como IL-1B, IL-18 e
IL-33 70 A ativacdo desses NLRs também induz a producéo de IFN-y e NO 979,
Desta forma, apés sua ativacdo, os NLRs se oligomerizam através do dominio
NACHT. Essa oligomerizacdo facilita recrutamento de pro-caspase 1 através da
interacdo entre dominio CARD e a pro-caspase 1. No entanto, alguns NLRs néo
possuem o dominio CARD e entéo sinalizam através do dominio PYD e da molécula
adaptadora ASC. A porcédo PYD da adaptadora ASC interage com a por¢édo PYD do
NLRs enquanto que a por¢cdo CARD da ASC recruta pro-caspase 1. Uma vez que a
pro-caspase 1 € recrutada em um inflamassoma, ocorre a clivagem da pro-caspase
1 nos fragmentos p35 e pl0 “""®  |nflamassomas contendo ASC induzem
autoproteolise de caspase-1 com consequente sintese de citocinas, enquanto que o

complexo caspase-1 independente de ASC determina morte celular por piroptose

(79)
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O inflamassoma NLRP3 (figura 1) é atualmente o que se encontra melhor
caracterizado e € composto por trés proteinas diferentes: NLRP3, proteina
adaptadora ASC e pro-caspase-1. Este detecta diferentes estimulos, incluindo virus,
bactérias, fungos, ATP extracelular, acido trico ®*®% e varios irritantes ambientais,

tais como silica e amianto entre outros #+%

. Estudos demonstram que espécies
reativas do oxigénio (ROS), catepsinas de lisossomos ou o influxo de potassio
também podem ativar o inflamassoma NLRP3 € 892 Ng entanto, os mecanismos

moleculares pelos quais o inflamassoma NLRP3 é ativado por estas substancias

ainda nao esta claro.
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Figura 1: Estrutura e ativacdo do inflamassoma NLRP3. (a) Inflamassoma NLRP3
sem ativador. (b) Abertura da molécula do inflamassoma pelo ativador, para que
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ocorra a interagdo com ASC. Interacdo de ASC com pré caspase-1. (c)
Polimerizacdo de NLRP3. Inducdo da maturacéo de IL-B e IL-18 por caspase-1 2.

No contexto deste projeto acredita-se que a formagédo do inflamassoma
NLRP3 esteja relacionada com a progressao da EM, visto que as citocinas
sintetizadas por esse complexo proteico, como IL-1p e IL-18, atuam na diferenciagéo
e manutencdo das células Thl e Thl7, principais subpopulacdes celulares

(94-9)  Além disso, h4a uma elevada

responsaveis pela patogénese da doenca
expressdo de caspase-1 nas lesdes no SNC e nas células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com EM ©"%) Camundongos com EAE exibem
elevada expressdo de NLRP3 na medula espinhal enquanto que camundongos
NLRP3-/- apresentam menor gravidade da doenca, decorrente da reducédo do
infiltrado inflamatério, menor producéo de citocinas encefalitogénicas e preservacao
da bainha de mielina ©®9. Além disso, estudos tém demonstrado que a via do
inflamassoma NLRP3 induz desmielinizacdo tanto no modelo de EAE quanto em
modelo de doenca desmielinizante induzida quimicamente %1%, No caso da EAE a
ativacdo do inflamassoma tem sido associada com o aumento da migracdo de
células T auxiliares e APCs para o SNC, induzindo a progressédo da doenca 1%?. A
importante contribuicdo do inflamassoma para o desenvolvimento da EM/EAE é

reforcada por estudos que demonstram que camundongos deficientes em caspase-1

sd0 mais resistentes a EAE (102103),

1.5. Estresse Oxidativo

Durante o metabolismo celular, a geracdo de radicais livres constitui um

processo continuo e fisiologico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Esses
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radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias reacdes
bioquimicas. Sua producdo, em propor¢cdes adequadas, possibilita a geracdo de
ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons; importante para varias
funcdes celulares. Porém, a producdo excessiva pode desencadear danos

oxidativos®

. Tais processos quimicos ocorrem, normalmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem ser especialmente
favorecidos pelos fons ferro e cobre % sendo que na mitocondria, a cadeia
transportadora de elétrons é a principal fonte geradora de radicais livres %, A
enzima catalisadora dessa reacdo € a oxidase do citocromo c. Na parte terminal da
cadeia transportadora de elétrons, esta enzima oxida quatro moléculas de citocromo
c removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O
para formar a4gua. A acao da oxidase do citocromo c controla a geracdo de radicais
livres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocondria. No entanto, cerca de 2% a
5% do oxigénio metabolizado nas mitocéndrias € desviado para outra via metabdlica
e reduzido de forma univalente, dando origem aos radicais livres %7199,

Os principais radicais livres gerados pela reducdo do O, sdo: superoxido
(O2+), hidroxila (OH+) e peroxido de hidrogénio (H»,0O,). Embora o H,O,, ndo seja
considerado um radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua Ultima
camada eletrbnica, € uma espécie altamente reativa, sendo considerado o mais
reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular que se
encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o H,O, tem vida longa e é capaz de
atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente toxico para as
células. Além da capacidade do O2+ em participar de rea¢des de geragdo de OHe,

pode ainda, por meio da reagdo com o radical livre 6xido nitrico (NOe), gerar a

espécie reativa de nitrogénio denominada peroxinitrito (ONOO), também
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potencialmente reativa. Esses radicais podem também ser produzidos pela acdo das
enzimas NADPH oxidase (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidases)
e oxido nitrico sintase induzivel (INOs), respectivamente. Essas se referem as
proteinas transmembrana que tém, por exceléncia, a funcao de transferir os elétrons

(106,108,109 A5 membranas celulares sdo

através das membranas celulares
constituidas por acidos graxos poli-insaturados; a oxidacdo dessa camada lipidica
acarreta intensa producdo de radicais livres, tais como, alcoxila (LO¢) e peroxila
(LO2e). O radical OHe, por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos
graxos poli-insaturados da membrana celular, desempenha importante papel na
lipoperoxidac&o, sendo considerado o principal iniciador de tal processo®*?.

Além das espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio serem bioprodutos
naturais de fosforilagdo oxidativa %', também podem ser gerados por células

inflamatérias ativadas, incluindo macréfagos e microglia 3119,

Uma vez que
macréfagos ativados e microglia sdo importantes fontes de ROS, estes radicais
ainda podem atuar como ativadores de fatores de transcricdo (NF-kB), aumentando
a expressdo de genes pré-inflamatérios .

Para contrabalancear o efeito deletério destes radicais livres existe um
sistema de defesa antioxidante. Esse sistema € dividido em enzimético e néo-
enzimatico. Os antioxidantes sao definidos como qualquer substancia que, presente
em menores concentracdes que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou

(117)

inibir a oxidagcdo deste de maneira eficaz . Estes tém o objetivo de limitar os

niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
(18119 Tais acdes podem ser alcancadas por meio de diferentes mecanismos de

acao: impedindo a formacao dos radicais livres ou espécies nao-radicais (sistemas

de prevencado), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda,
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favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas biolégicas lesadas (sistemas
de reparo) (10120,

O sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas Superéxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por
meio de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formacdo de
radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes em
cadeia que culminam com propagacdo e amplificacdo do processo e,
consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos "1 As enzimas CAT
e GPx agem com o0 mesmo propdsito, ou seja, o de impedir o acimulo de H,0,. Tal
acao integrada é de grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por
meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss, culmina na geracdo do radical OHe,
contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa 17199,

O sistema de defesa nao-enzimatico inclui, especialmente, os compostos
antioxidantes de origem dietética, entre os quais se destacam: vitaminas, minerais e
compostos fendlicos. O acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno,
precursores das vitaminas E e A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos
potencialmente antioxidantes. Entre os minerais destacam-se 0 zinco, cobre, selénio
e magnésio 192D,

Dessa forma, a instalagdo do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor
da geracao excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéao
desses. Tal processo conduz a oxidacdo de biomoléculas, incluindo proteinas,
lipideos e DNA, com consequente perda de suas fungdes biologicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo, em potencial, € o dano oxidativo

contra células e tecidos 2. A cronicidade do processo em questdo tem implicacdes
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relevantes sobre o processo etioldgico de numerosas enfermidades cronicas nao
transmissiveis, entre elas a aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer ),

Estudos enfocando a contribuicAo do estresse oxidativo na MS tém

aumentado dramaticamente nos ultimos anos *%21%9,

Investigacdes recentes
descrevem o importante papel do estresse oxidativo nos processos de inflamacgéo e
desmielinizacdo %% Tem sido demonstrado que as espécies reativas sdo
produzidas pela micréglia, ap6s serem ativadas por linfécitos T, especialmente
células Thl7. Dessa forma, esses radicais livres atacam diferentes moléculas do
SNC causando danos do tecido neural. Neste estudo, os autores também
observaram uma diminuicdo nos niveis de antioxidantes no plasma de pacientes
com MS, o que poderia ser atribuido ao alto consumo dos mesmos pelos radicais
livres (127:128),

As membranas celulares sdo mais susceptiveis a acdo das espécies reativas
do oxigénio (EROs) em decorréncia da presenca de grande quantidade de
fosfolipidios, os quais sofrem lipoperoxidacdo ‘9. Elevados niveis de EROs podem
aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefalica, facilitando a migracdo de
células ativadas para o SNC"?. Autépsias revelaram a presenca de lipideos
oxidados nas bainhas de mielina em regides de lesdo ativa de pacientes com
EM®3Y. Modelos experimentais também comprovam a participacdo das EROs na
patogénese da EAE*®?. Macréfagos e CDs de ratos Lewis na fase aguda da doenca

produzem niveis elevados de EROs e o tratamento com catalase, um antioxidante

que atua inibindo a formacéo de H,O,, reduz a gravidade da doenca 3.
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1.6. Racional do projeto

A EM é uma doenca autoimune grave que acomete o SNC. As terapias para
esta patologia sdo baseadas em drogas imunomoduladoras com alto custo e com
varios efeitos colaterais, por estas razdes estudos de novas terapias se fazem
necessarias. Diversos trabalhos tém demonstrado o papel benéfico da Vit D3 na
EAE. Os efeitos benéficos desta vitamina estdo relacionados com sua capacidade
imunomoduladora como, por exemplo, inibicdo da maturacdo de CDs e da
diferenciacéo de células Th17 e aumento da producéo de citocinas anti-inflamatorias
como por exemplo a IL-10. Poucos estudos mostram, entretanto, seu efeito
terapéutico no controle na neuroinflamacdo na EAE. A participacédo do inflamassoma
NLRP3 e do estresse oxidativo vém sendo demonstrado neste processo
neuroinflamatério. A ativacdo do inflamassoma pode determinar aumento da
producado de IL-B, citocina importante para diferenciacao de células Th17 e indugao
da producdo de citocinas inflamatérias envolvidas na doenca, as quais podem
aumentar a ativacdo celular e a permeabilidade da BHE. Este aumento da ativacao
celular também desencadeia a producédo de radicais livres 0s quais, no caso do alvo
ser o SNC, determinam lipoperoxidagcédo da bainha de mielina, agravando a doenca.
Neste contexto e considerando adicionalmente a necessidade de novas estratégias
terapéuticas capazes de controlar a neuroinflamacéo, nossa hipétese de trabalho é
gue a terapia precoce com a Vit D3 na EAE seja capaz de reduzir, pelo menos
parcialmente, a permeabilidade da barreira hematoencefalica e a ativacdo do
inflamassoma, do estresse oxidativo e de células residentes e infiltrantes no SNC,

controlando assim o processo inflamatério local e a consequente neurodegeneracgao.
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2, Objetivos
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2. Objetivo Geral:

Determinar se a intervencdo precoce com Vit D3 é capaz de bloquear a

neuroinflamacédo em um modelo experimental de EM.

2.1. Objetivos Especificos:

Avaliar se intervencgéo precoce com Vit D3:

2.1.1. Controla o desenvolvimento clinico da EAE.

2.1.2. Reduz o infiltrado celular e a desmielinizacao na medula lombar.

2.1.3. Modula o perfil celular no SNC.

2.1.4. Altera a permeabilidade da barreira hematoencefalica.

2.1.5. Controla o estresse oxidativo no cérebro e medula cervical.

2.1.6. Altera o nivel de expressdo génica do inflamassoma NLRP3 na medula

lombar.
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3. Protocolo Ex/)e:ﬂimenfﬂ/
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4.1. Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6 adquiridas no biotério da
USP-Ribeirdo Preto com aproximadamente 8 semanas de idade. Os animais
receberam rac@o comercial autoclavada e agua filtrada ad libitum. Foram mantidos
em estantes ventiladas no Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia,
IB, UNESP de Botucatu, sob condi¢cdes controladas de luz e temperatura. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) deste instituto

(Protocolo nimero 926).

4.2. Inducéo de EAE e avaliacdo clinica

A EAE foi induzida por via subcutanea na base da cauda, com 100 pg de
MOG (Genemed) em 50 uL de Adjuvante Completo de Freund (Sigma) contendo
Mycobacterium tuberculosis (4 mg/mL) cepa H37RA. No dia da imunizacdo e 48
horas depois, os animais foram inoculados com 200 ng de toxina pertussis via
intraperitoneal. O peso e sinais clinicos da doenca foram avaliados diariamente. A
gravidade da doenca foi definida segundo a seguinte escala: 0- normal; 1- cauda
frouxa; 2- paraparesia moderada, perda da tonicidade do movimento; 3- paralisia

parcial dos membros posteriores; 4- paraplegia; 5- tetraplegia ou morte.

4.3. Administragcao de vitamina D3

Foi administrado 0,1ug de vitamina D3 (1a-,25 dihydroxyvitamin D3 — Sigma)

via intraperitoneal em dias alternados durante 15 dias, no total de 8 doses, conforme

(134)

descrito por Chiuso-Miniccuci et al. . Os animais controle e EAE receberam
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doses do veiculo utilizado para diluir a vitamina D3.

4.4. Analise histopatoldgica de inflamacédo e desmielinizacéo

A medula lombar foi coletada 18 dias apés a inducdo da EAE. Este segmento
do SNC foi fixado em formalina a 10% e incluido em Paraplast Plus (McCormick). As
amostras foram cortadas com 5 ym de espessura com auxilio de um micrétomo
(Leica, RM2245). As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e com
Luxol Fast Blue (LFB). Foi realizada analise semi-quantitativa do infiltrado
inflamatorio de acordo com os seguintes critérios: (0) auséncia de infiltrado; (1)
infiltracdo parcial na meninge; (2) infiltracdo mais pronunciada na meninge e (3)

infiltrag&o na meninge e no parénquima da medula. 3539

4.5. Ensaio de permeabilidade da barreira hematoencefélica com NaFLU

O ensaio foi realizado 10 dias ap6s a inducdo da doenca. Inicialmente foram
injetados, via intraperitoneal, 100 ul de solucdo de NaFlu 10% nos animais; apés 20
minutos esses animais foram anestesiados e foi realizada a puncao cardiaca para
obtencdo de sangue heparinizado. Os animais foram entdo perfundidos com salina
0,9% e o cérebro e medula espinhal foram coletados separadamente. Os érgéos
foram pesados e macerados com salina 0,9%, em seguida centrifugados, tanto os
orgdos quanto o sangue, a 9000 rpm, 22° C por 10 minutos. O sobrenadante e o
plasma foram coletados e 100 ul das amostras foram plaqueados em triplicata e
analisados em fluorimetro. A incorporagdo do Naflu no SNC foi calculada pela
seguinte equacéo: (Naflu no SNC/peso do SNC / Naflu no sangue/volume de sangue

cardiaco) de acordo com Brown et al. 3"
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4.6. Isolamento de células mononucleares do sistema nervoso central

Os animais foram anestesiados com xilazina/quetamina e perfundidos com
salina estéril 0,9%. O cérebro e a medula espinhal (porcéo cervical, toracia e lombar)
foram removidos e macerados em meio RPMI (complementado com gentamicina,
1% de piruvato de sodio, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 10% de soro bovino
fetal (SBF) e 2% de L-glutamina). Em seguida foram adicionados colagenase D (2,5
mg/mL) (Roche) e 10 uL de DNAse (100 ug/mL) e as amostras foram incubadas por
45 min a 37°C e 5% CO,, no escuro. Apés a incubagdo, as amostras foram
processadas em cell strainers e transferidas para tubos de 15 mL de RPMI. As
amostras foram centrifugadas por 7 min a 500G e 18° C. O sobrenadante foi
removido e ressuspendido em 7 mL de 1x HBSS, e neste volume foi adicionado 3
mL de Percoll (Sigma) para obtencdo do gradiente de SIP 30%. A suspensado de
Percoll 30% foi dispensada gentilmente no Percoll 70% para a obtencédo de duas
fases, e em seguida as amostras foram centrifugadas por 30 min a 900G e 18° C. Foi
removida e desprezada a camada superficial de debris e coletados 3 mL entre a
interface 70%-30%, na qual foram adicionados 7 mL de 1x HBSS e homogeneizado
gentilmente. Novamente as amostras foram centrifugadas por 7 min a 500G e 18° C.
O pellet foi ressuspendido em 1 mL de RPMI-10% SBF para ajuste da concentracdo
celular. As amostras foram coradas com liquido de Turk e contadas em camera de

Neubauer.

4.7. Imunofenotipagem

As células mononucleares do SNC, obtidas conforme item 4.7, ajustadas na

concentracdo 1x10° células/ml, foram colocadas em tubos Falcon para citdmetro
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(BD-Becton, Dickinson and Company) e centrifugadas a 450 g por 5 minutos a 4°C.
Apos centrifugacédo, foi descartado o sobrenadante. Em seguida, as células foram
incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD11b conjugado com PerCP-Cy5.5
(eBioscience, San Diego, CA, USA), com anti-CD45 conjugado com FITC
(eBioscience), anti-MHCII conjugado com APC (eBioscience), anti-CD40 conjugado
com PE (eBioscience) e anti-PD-L1 conjugado com PE-Cy7 (eBioscience) durante
30 minutos em ambiente escuro. Apos a incubacéo, as células foram lavadas com
tampdo AutoMacs Running Buffer-Miltenyi Biotec e ressuspendidas no mesmo
tampdo. As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 1% e adquiridas no
citdbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San Jose, CA) do laboratoério de
Imunologia de Tumores, Instituto de Biociéncias, UNESP-Botucatu. As aquisicoes
foram padronizadas para 100.000 eventos e a andlise das células foi realizada no

software FlowJo (TreeStar, Ashland, OR, EUA).

4.8. Quantificacdo do estresse oxidativo no SNC

Os parametros de estresse oxidativo foram medidos no SNC pelo método

descrito por Romualdo et al.*%®

. Aproximadamente 500 mg de tecido do SNC
(cérebro e medula espinhal) foram homogeneizados em tampéo fosfato de soédio
(0,AM, pH 7,0) com auxilio de homogeneizador. ApGs centrifugacédo a 12.000 xg por
15 minutos a -4°C, o sobrenadante foi utilizado para determinar os parametros do
estresse oxidativo. A concentracdo de hidroperoxido de lipidio foi determinada
através da oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe2+) na presenca de alaranjado
de xilenol, acido sulfarico e hidroxitolueno butilato em metanol. Para dosar proteina

carbonil, as amostras foram incubadas com 2,4 dinitrophenylhydrazina e

centrifugadas na presenca de &cido tricloroacético (TCA). Apds lavagem com
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acetato de etila/etanol (1:1) foi adicionado guanidina a 37°C por 10 minutos. As duas
leituras foram realizadas em espectofotdmetro. A concentracdo de glutationa total foi
determinada através do método cinético, com a redugcdo do 5,5-Dithio (2
nitrobenzoic acid) (DTNB) pela glutationa reduzida (GSH) na presenca de NADPH. A
concentracdo da glutationa reduzida e da atividade da glutationa redutase foram
determinadas em tampao tris-HCIl pH 8,9 e DTNB, ap0s prévia precipitacdo com
TCA 50%. O GSH foi utilizado como padrdo. A atividade da enzima catalase foi
determinada em tampéo fosfato pH 7,0, utilizando 0,5mL de amostra e perdxido de
hidrogénio (30%). A quantificacdo da glutationa peroxidase foi realizada na presenca
de perdxido de hidrogénio. A mistura reativa foi preparada em tampao fosfato de
sédio, NADPH2, azida soédica, EDTA, glutationa reduzida (GSH) e 12 glutationa
redutase. Através da oxidacdo do NADPH2 na presenca da glutationa redutase, a
qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG), foi determinada a atividade
da GSH peroxidase. A atividade da superdxido dismutase foi determinada pela
avaliacdo da capacidade da enzima de inibir a redugéo do nitroblue-tetrazélio (NBT)
por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A
hidroxilamina gera fluxo de O, do NBT para blue-formazana em temperatura
ambiente. Quando adicionada a amostra, a velocidade de reducédo do NBT € inibida,

de acordo com a atividade de SOD na amostra.

4.9. Expressao génica do inflamassoma NLRP3 por PCR- tempo real

4.9.1. Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido da medula lombar. As medulas foram colocadas em

tubo com 1 ml de Trizol, homogeneizadas e em seguida foram acrescidos 250ul de
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cloroférmio na suspensao obtida que foi entdo homogeneizada em agitador por 10
segundos. Os tubos foram incubados no gelo por 10 minutos e centrifugados por 15
minutos a 12000g 4°C. A fase translucida obtida (500 ul) foi transferida para um
novo tubo, onde foram adicionados 500ul de alcool isopropilico gelado. As amostras
foram homogeneizadas por 10 segundos e incubadas a -20 C por 20 minutos. Em
seguida, foram centrifugadas por 15 minutos a 12000g a 4°C para a formacéo do
pellet no fundo do tubo. Todo o liquido foi desprezado sendo, entdo, adicionado 1ml
de etanol 95%. A solucdo foi centrifugada por 5 minutos, a 12000g a 4°C.
Novamente, o liquido foi desprezado. O pellet foi resuspenso em 20ul de &agua
ultrapura.

Apos a extracdo de RNA, as concentracdes e a integridade do RNA das
amostras foram determinadas a partir dos valores de absorbancia, dados pelo
aparelho Nanodrop® (Thermo Scientific). A razdo Azsoso €Stava entre 1,8 e 2,0, o
que indicou a pureza do &cido nucléico. As amostras de RNA foram mantidas em

freezer -80°C até o momento de uso.

4.9.2. Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 ug de RNA total, pelo Kit High Capacity
(Applied Biosystems). Para cada 1ug de RNA foram utilizados 2,0 ul de 10x RT
Random Primers, 0,8 ul de 25x dNTP Mix (100 mM) 2,0 ul de 10x RT Buffer, 1,0 ul
de Multiscribe (Reverse Transcriptase) e 4,2 ul de agua DEPC. A solucao foi
homogeneizada, rapidamente centrifugada e incubada nas seguintes condi¢cdes da
reacao: 25°C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e 85 °C por 5 minutos. Foi

sintetizada, em uma Unica vez, a quantidade suficiente de cDNA para a realizacao
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de todo o experimento. As amostras foram mantidas em freezer -80°C, até a

utilizacdo na PCR em tempo Real (QPCR).

4.9.3. Quantificacdo absoluta da expressao génica (QPCR)

A analise da amplificacdo dos genes NLRP3, ASC, Caspase 1, IL-1B e 1I-18
foi realizada pelo método da quantificacdo absoluta. Para isso foi realizada a
amplificacdo génica, por meio de reacbes de PCR em tempo real, utilizando-se o
sistema TagMan, com primers e sondas inventoriadas e testadas pela Life
Technologies. O volume total da reacéo foi de 12,5 ul composto de: 5,0 ul de cDNA,
6,25 ul de TagMan MasterMix, 0,625 ul de TagMan Gene Expression Assay (20x)
primer/sonda especifico e 0,625 mL de H,O DEPC . As condi¢des da reacdo foram
de 50°C por 2 minutos 95°C por 10 min, seguidos de 45 ciclos de anelamento, a
95°C por 15 segundos e extensdo a 60° por 1 minuto, sendo o0s sinais de
fluorescéncia adquiridos nos passos de anelamento e extensdo do ciclo de
amplificagéo (60°C por 1 minuto). Paralelamente, foi realizada a amplificacdo do
gene do GAPDH, visto que o valor real de expresséo génica foi realizado atraves da
comparacao do resultado da amplificacdo dos genes de interesses, e desse gene
constitutivo. Este controle endégeno permite corrigir variacdes relacionadas com
guantidade de amostra utilizada na extracdo, eficiéncia da extragdo do RNA e da
transcricdo reversa, amplificacdo, quantificacdo, pipetagem e degradacdo do RNA.
Em todos os ensaios as amostras foram processadas em duplicata e cada amostra
foi testada pelo programa “Sequence Detection Systems” 1.2.3 — 7300 Real Time
PCR Systems- Applied Biosystems, sendo as concentracdes calculada pelo 2247,

Os resultados foram expressos em aumento ou diminuigdo da expressao génica, em
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funcdo da comparacéo entre os diferentes grupos.

4.10. Andlise estatistica

Para as variaveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em
média + desvio padrdo e as comparacdes entre os grupos foram realizadas por
ANOVA seguida de teste de Tukey. Para as variaveis ndo paramétricas, os valores
obtidos foram apresentados em mediana e intervalos interquartilicos e as
comparacdes entre 0os grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Dunn’s. A incidéncia da doenca foi avaliada pelo teste qui-quadrado. O
nivel de significancia adotado foi de 5%. A diferenca entre os escores clinicos foi
analisada pelo método da area sob a curva e também pelo t-teste. Os dados foram
analisados pelo pacote estatistico SigmaPlot for Windows version 12.0 (Jandel

Corporation, San Rafael, CA, USA).
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ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a progressive disease of the central nervous system (CNS)
involves damage to the myelin sheath surrounding axons. Its therapy is based on
immunomodulatory drugs that reduce disease recurrence and severity. Vitamin D (Vit D3) is
a hormone whose immunomodulatory ability over both, innate and specific immunity, has
been widely demonstrated, including in experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE)
model of MS. In this study we evaluated the potential of Vit D3 to control neuroinflammation
during EAE development. C57BL/6 mice were immunized with MOG and treated with Vit
D3. This treatment decreased incidence, clinical score and the demyelination process. It also
locally decreased the MHCII expression in macrophages and microglia and controlled the
oxidative stress. In addition, Vit D3 reduced the mRNA expression for NLRP3, caspase-1 and
IL-1B indicating low inflammasome activation. All these effects were preceded by
stabilization of the blood spinal cord barrier permeability. These results indicate that an early
intervention with Vit D3 is able to control the neuroinflammatory process that characterizes
EAE immunopathogenesis and could, therefore, be explored as an adjunct therapy for MS

patients.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease of the central
nervous system (CNS) whose acute or recurrent episodes lead to a gradual and progressive
neurologic deterioration'. An estimated 2 million people worldwide are suffering from MS;
they are more commonly aged 20 to 40 years, that is, among the most economically active
population, being the disease more common in woman than men 2. Evidences indicate that
MS is an autoimmune pathology mainly mediated by myelin-specific Thl and Th17 cells.
After an initial activation at the peripheral lymphoid organs, these lymphocytes can cross the
blood-brain barrier (BBB) by interacting with adhesion molecules and chemokine receptors.
Once in the CNS these lymphocytes are reactivated by dendritic cells (DC), macrophages
infiltrating or microglia and release cytokines such as IFN-y and IL-17 that, together with
many other mediators, trigger a persistent inflammation associated to inflammasome
activation, mainly the NLRP3, and oxidative stress®. Reactive oxygen species (ROS), if
produced in excess lead to oxidative stress and have been implicated on demyelination and
axonal damage in both MS and its animal models®.

The major contribution of inflammasome activation to MS seems to come from the IL-
18/ IL-1B/Th1/Th17 axis. Cytokines synthesized after activation of this platform, such as IL-
1B and IL-18, contribute to differentiation and maintenance of Thl and Th17 cells, the main
cellular subpopulations responsible for the pathogenesis of the disease®”’. 1L-18 promotes the
differentiation of Th1 cells by directly activating activator protein 1 (AP-1)8, triggering strong
IFN-y production, whereas the IL-1B promotes Th17 differentiation by inducing alternative
splicing of forkhead box P3 (FOXP3)®. In addition, IL-1 is associated with impairment of the
BBB, favoring the migration of these cells to the CNS™.

Many aspects seem to contribute to the autoimmune dysregulation that occurs in MS,
including genetic and environmental factors. Numerous epidemiological studies have strongly
correlated sunshine and vitamin D (Vit D3) blood levels with MS prevalence, mainly in
temperate countries, that records lower sun exposure during the winter, interfering in Vit D3
synthesis in the skin'*"*>.

Despite the variety of drugs available for MS therapy they are not able to cure or to
prevent disease development. Most of the studies aiming to disclose MS immunopathogenesis
and new prophylactic or therapeutic strategies are initially carried out using experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) that is an MS animal model*®*". Numerous studies
highly suggest that Vit D3 is efficient to control EAE development'®?. Although Vit D3 can
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bind to both genomic and non-genomic targets, the most important immunomodulatory
properties are elicited by genomic mechanisms®.

The ability of Vit D3 to control MS and EAE seems to come from its
immunomodulatory effect and direct activities over the CNS. These effects are mediated by
the presence of VDR and la-hidroxilase, that catalyzes the production of active Vit D3, in
macrophages, DC, T and B activated lymphocytes, BBB endothelial cells, microglia and
neurons. Vit D3 is well-recognized as a neurosteroid that modulates multiple brain functions.
A growing body of evidence indicates that Vit D3 plays a pivotal role in brain development,
neurotransmission and neuroprotection®. In different neurotoxicity models in rats, Vit D3
administration promoted neuron survival by regulating calcium levels or by decreasing free
radical production. Besides, in vitro studies using rat neuron cultures showed that active Vit
D3 increases glutathione levels in these cells. The reduced form of glutathione (GSH),
supplied to nerve cells by astrocytes, is a key antioxidant that protects cells against ROS and
apoptosis®>?*.

The complex regulatory role of this vitamin in both innate and specific immunity is
well established. It clearly increases microbicidal activities of monocytes and macrophages®
whereas it usually down-modulates the expression of CD1a, MHC Il, CD40, CD80 and CD86
in DC and other antigen presenting cells®®. Cytokine production is also modulated by Vit D3;
it inhibits, for example, IL-12 and IL-23 whose production is fundamental for Thl and Th17
differentiation, respectively?®®. The reduced IL-2 and increased IL-10 production were
associated with tolerogenic phenotype in DC?’. The contribution of tolerogenic DC to control
EAE development was clearly demonstrated by Farias et al.’®. These authors showed that
adoptive transference of immature DC obtained by in vitro treatment of bone marrow derived
DC with Vit D3, were able to reduce disease severity in rat EAE. The addition of Vit D3
during differentiation of DC in vitro resulted in reduced T cells proliferation and lower IFN-y
production?®, favoring the development of regulatory T cells (Tregs cells) that are
characterized mainly by the expression of CD4, and CD25 and Foxp3" molecules and the
production of anti-inflammatory cytokines®. Previous findings from our group also showed
that vitamin D3 has protective effect when given alone or in combination with MOG which
was the specific autoantigen®**. In this context we investigated if a precocious intervention

with Vit D3 would be able to block neuroinflammation in a MS experimental model
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Results

Vitamin D controls clinical and histopathological EAE development. C57BL/6 mice
submitted to EAE induction were treated that begun 1 day after disease induction, with 8
doses, in alternate days, with Vit D3 by ip route. Vit D3 treatment, significantly reduced EAE
incidence as illustrated in table 1. As can be observed, disease incidence was reduced to
23,8% in the treated group whereas the non-treated one presented 95,2% incidence. Treatment
delayed disease appearance (Fig 1a), determined much lower clinical scores (figure 1b) and
also reduced the maximum clinical score (figure 1c). As expected, sick animals in both groups
lost weight, however Vit D3 determined weight loss early after its administration, as showed
in figure 1d.

These findings were reinforced by histopathological analysis. As expected, a very
accentuated cellular infiltration (figure 2b) associated with a clear demyelinating process
(figure 2e) was observed at the spinal cord sections in non-treated animals compared to the
ones that received Vit D3 (figure 2c,f). The striking reduction of the inflammatory infiltration

is illustrated in figure 2g.
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Groups Incidence P value
EAE 95,2 % (20/21) p<0,001
EAE/Vit D3 23,8 % (05/21)

Table 1: Incidence of EAE, Chi-square test (21 animals / group) combined results from 4

independent experiments.
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Vit D3 normalizes the blood-spinal cord barrier permeability. The stabilizing effect of Vit
D3 was already demonstrated in a model of hypoxia/reoxygenation®’. To investigate if the
reduced neuroinflammation process was correlated with the maintenance of the BBB
permeability, we evaluated the blood-brain and blood-spinal cord permeability. As expected,
barrier permeability was augmented in these two sites in EAE mice being the spinal cord one
significantly altered. Vit D3 administration brought permeability to normal levels, mainly at
the spinal cord as showed in figure 3a.

In line with this result, a much lower absolute number of cells was eluted from the
CNS of treated mice, even though this number was still higher than the amount of cells found
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in the CNS of normal mice (figure 3b).

To define if this reduction involved certain cell subsets, cells were eluted from the
CNS and analyzed. To differentiate lymphocytes (CD45""CD11b) from infiltrating
macrophages and activated microglia (CD45"""CD11b*) from resting microglia
(CD45""CD11b") we employed the phenotypic markers suggested by Murphy et al.* Vit D3
treatment significantly reduced the number of lymphocytes in comparison to non-treated mice
(figure 3c). Vit D3 also determined a slight reduction of macrophages and activated microglia
(figure 3d). As expected the amount of resting microglia was reduced in EAE group in

cpmarison to the control (normal) group (figure 3e).
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MHC 11 expression is targeted by Vit D3 treatment. As described before, lymphocyte

population was affected by Vit D3 treatment.

As the activity of these cells is partially

mediated by their effects on the innate cells, in this case macrophages and microglia cells, we
characterized their activation status by determining the expression of activation markers. Vit
D3 therapy significantly down-modulated MHC I1 expression (figure 4 a,e) and did not affect
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Expression of inflammasome associated genes is down-modulated by Vit D3 treatment.

There is a considerable amount of evidence in patients with MS that inflammasome activation

occurs during disease. Experiments with EAE specifically describe the NLRP3 inflammasome

as critical and necessary to disease development®*. For that reason we evaluated the genetic
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expression of genes encoding the principal components of NLRP3 activation: mNLRP3,
mMASC, mcaspase 1, mIL-1p and mIL-18. These determinations were done in lumbar spinal
cord samples. As demonstrated in Figures 5a, ¢, and e, treatment with Vit D3 was associated
with a significant reduction in the mRNA expression of NLRP3, caspase 1 and IL-1P
respectively. No changes were observed in the mRNA levels for ASC and IL-18 (Figures 5b
and d) respectively.
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Vitamin D3 controls oxidative stress in EAE. The CNS is highly susceptible to the effect of
free radicals because it requires a lot of oxygen to function and also has a low supply of
antioxidants. Accumulating data indicates that the oxidative stress plays a substantial role in
the pathogenesis of both, MS and EAE*®, In this investigation we evaluated if the status of
the CNS oxidative stress associated with EAE development could be blocked by early Vit D3

administration. The following parameters were analyzed: the end products (lipid hydroxide
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and protein carbonyl) and the antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase) associated with oxidative stress.

As displayed in figures 6a and b, the development of this pathology was characterized
by a conspicuous elevation in the levels of lipid hydroxide and protein carbonyl, indicating
the establishment of an accentuated oxidative stress condition. A concomitant and clear
reduction in the levels of enzymes able to control this oxidative stress as superoxide
dismutase, catalase and glutathione peroxidase as showed in figures 6a, b and c, respectively
was also observed. At these same illustrations it can be observed that Vit D3 treatment was

able to significantly reverse these alterations.
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Figure 6
Discussion

The potential use of vitamin D3 as a preventive or therapeutic measure for MS is
mostly based on its well-known ability to modulate the immune system, specially concerning
the specific immunity. In spite of its complex and still controversial etiology, it is well
stablished that an autoimmune response specific for neuroantigens is present in these
patients®’. MS treatment is also mostly based on the adoption of immunomodulatory drugs™.

In this work, we used an experimental mouse model (experimental autoimmune
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encephalomyelitis - EAE) of MS to investigate the ability of active vitamin D (Vit D3) to
control the disease at the CNS level. We therefore treated C57BL/6 mice subjected to EAE
induction with eight Vit D3 doses in alternate days, being the first dose delivered 24 hours
after disease induction. We understand this experimental procedure as resembling individuals
that are prone to develop the disease but whose autoimmune response was not effectively
mounted yet. Initial results indicated that Vit D3 was able to control the disease in various
aspects including incidence, clinical score and elapsed time between disease induction and
clinical manifestations. CNS analysis clearly indicated that inflammation and demyelination
processes, that are considered hallmarks of this pathology®®, were mostly controlled by Vit D3
early supplementation. Vit D3 efficacy was partial, that is, there was a residual local
inflammation that allowed to compare of these cells with the ones eluted from non-treated
mice. Disease control was concomitant with reduced lymphocyte infiltration in the CNS and
also a lower MHCII expression in both, infiltrating macrophages and microglia cells.

It is well established that inflammation and oxidative stress, which mutually amplify
each other, play a major role in the pathogenesis of MS and EAE*. Vit D3 treatment brought
the oxidative stress markers, found altered in EAE mice, back to physiological levels. It
normalized both, the elevated end products associated with oxidative stress (lipid hydroxide
and protein carbonyl) and the lowered antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase
and glutathione peroxidase).

This effect was essentially attributed to the smaller amount of T cells that reached the
CNS considering that a reduced interaction with innate cells would trigger a lower oxidative
stress level. Two of the most studied innate cell populations involved in ROS-mediated tissue
damage in MS are infiltrating macrophages and resident microglia cells*’. These two cell
types expressed much lower levels of MHCII in Vit D3 treated mice, suggesting that they
were less activated as is described by other authors**2. The possibility that Vit D3 is reaching
and therefore acting directly at the CNS cells needs also to be considered. This hypothesis is
sustained by literature that indicates that Vit D3, Vit D3 binding protein, VDR and enzymes
involved in its metabolism are all found in different brain cells**. This hormone is also a
neuroactive substance that plays a major role on CNS development and on its numerous
functions™*.

Evidences obtained so far already allow to attribute an essencial contribution of
inflammasome to MS and EAE development. This complex and powerfull signaling platform
promotes T cell pathogenicity, infiltration of cells into the CNS and also neurodegeneration®*.

Our results indicated that Vit D3 was capable to significantly control the local mRNA
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expression of NLRP3, caspase-1 and IL-1B, suggesting therefore, that the early intervention
with this substance blocks this pivotal and amplifying pro-inflammatory platform. The
essential contribution of this system to MS and EAE immunopathogenesis has been
experimentally proven. It has been showed, for example, that activated inflammasome
components are present in MS lesions*® and that genetic knockout of inflammasome factors
can block EAE development®’. Considering MS and EAE complexity we could speculate that
this effect over inflammasome activation is occurring at different disease stages. It could
happen very early in the periphery by interfering with Th polarization. Vit D3 could decrease
Th1 and Th17 differentiation that are involved in two critical disease steps: entry in the CNS
and ensuing neurodestruction®®. Alternatively, Vit D3 could decrease the local inflammatory
status by avoiding cell infiltration and, therefore, the degree of local inflammasome
activation.

The barrier permeability test together with the analysis of the CNS infiltrating cells
indicated that a significant part of Vit D3 effect is being mediated by its stabilizing activity
over the blood-brain barrier (BBB). The BBB stabilization was already described in other
experimental disease models®?. More recently, Takahashi et al.*, by using human endothelial
cells, observed that these cells express VDR and that their contact with VitD decreases
permeability by reducing vascular cell adhesion molecule-1 expression and by restoring the
zonula occludens-1 and claudin-5.

Altogether our results indicate that an early and constant supply of Vit D3 can control
neuroinflammation in EAE. The results also suggest that this effect is mostly mediated by
BBB stabilization, avoiding therefore cell infiltration in the CNS and the subsequent

triggering of oxidative stress and inflammasome activation.
Methods

Experimental design

C57BL/6 female mice were allocated into three experimental groups: negative control
(normal animals); EAE (animals immunized with MOG to develop encephalomyelitis) and
EAE/Vit D (immunized with MOG and treated with vitamin D3). Body weight and clinical
scores were daily evaluated and the tests concerning blood-brain and blood-spinal barriers
were done at the 10" day after disease induction. The other assays (histopatological analysis,
immunophenotyping of cells, oxidative stress status and inflammmasome activation were

carried at the EAE acute phase, that this, 18 days after disease induction.
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Animals

Female C57BL/6 mice (8 to 9 weeks old) were bought from the animal facility of the Medical
School — University of Sdo Paulo (USP), Ribeirdo Preto, Brazil. Water and food were both
sterilized and offered on an ad-libitum basis. Animals were housed in ventilated cages
(Alesco®, Monte Mor, SP, Brazil) in pathogen-free conditions and handled according to the
ethical procedures established by the National Council for the Central of Animal
Experimentation (CONCEA, Brazil). The whole procedure was analyzed and approved by
the Ethics Committee on Animal Experimentation of the Institute of Biosciences, Unesp,
Botucatu (CEUA-Process 926).

EAE induction, vitamin D administration and disease evaluation

Nine-weeks old female C57BL/6 mice were subcutaneously immunized, at the caudal basis,
with 100 pg of MOGssss (Genemed Synthesis Inc., MO, USA) emulsified with CFA
containing 4 mg/mL of Mycobacterium tuberculosis (Difco, Detroit, MI, USA). Mice also
received two intraperitoneal doses of Bordetella pertussis toxin (Sigma Aldrich), 200 ng each;
one at the immunization day and the other 48 h after disease induction. Body weight and
disease score were daily evaluated. Disease clinical scores were defined according to the
following manifestations: no symptoms (0); limp tail (1); hind legs weakness (2); partially
paralyzed hind legs (3); complete hind legs paralysis (4) and complete paralysis (5). Mice
were treated with 8 doses (0,1 pg each) of vitamim D3 (10,25 dihydroxyvitamin D3 — Sigma),
delivered by intraperitoneal route and in alternative days as previously described®’. Treatment

was initiated 24 hours after immunization.

Inflammation and demyelination

Histopathological evaluations were done 18 days after disease induction. Lumbar spinal cord
segments were fixed in 10% neutral buffered formalin, dehydrated in graded ethanol and then
included in Paraplast Plus (McCormick, St. Louis, MO, USA). Five um-thick sections were
obtained with a Leica RM2245 microtome and stained with with hematoxylin and eosin (HE)
or with luxol fast blue (LFB) to analyze the intensity of inflammation and demyelination,
respectively. The intensity of the inflammatory infiltration was defined according to the

%051 apsence of inflammatory infiltrate (0); focal

criteria already used by other authors
meningeal infiltrates (1); more pronounced meningeal infiltrates (2) and pronounced

meningeal and some parenchymal infiltration (3).
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Blood-CNS barrier permeability assays

This evaluation was perfomed 10 days after disease induction and was based on the Naflu
protocol described by Brown et al.>. Briefly, mice were injected by intraperitoneal route with
100 pl of a 10% solution of sodium fluorescein (Naflu) (Sigma —Aldrich) and 20 minutes later
they were anesthetized and blood withdrawal for further plasma separation. The animals were
then perfused with 10 ml of 0,9% saline solution and the brains and spinal cord were collected
and individually processed. After being weighed these organs were macerated with 400 pl of
saline solution and then centrifuged (9000 rpm, 22° C for 10 min). These homogenates and
the plasma samples were distributed in 96-well black plate and read in a Synergy 4
fluorimeter (Bioteck instruments). Naflu uptake by brain and spinal cord were calculated
according to the following equation: (tissue sample RFU/tissue sample weight)/ (plasma

RFU/amount of cardiac blood). RFU: relative units of fluorescence.

CNS cells isolation and immunophenotyping

Brain and spinal cord were collected after animal’s anesthesia and perfusion. Both organs
were initially macerated and further incubated in RPMI medium (Sigma-Aldrich) containing
2,5 mg/ml of collagenase D (Roche Applied 220 Science, Indianapolis, IN, USA) and 100
pug/ml of DNase (Sigma-Aldrich). After incubation (45 min/37°C/CO, 5%) the material was
further processed through cell strainers (70 um) and the cells washed with RPMI and
ressuspended in a 30% percoll solution (GE, Healthcare, Uppsala, SWE). This cell suspension
was gently dispensed over 70% percoll and centrifuged at 950 g during 20 min. Cells were
then washed, resuspended (1x10°cels/ml) and incubated with the following fluorochrome-
labeled monoclonal antibodies (eBioscience, San Diego, CA, USA): 0.2 ng anti-CD11b-
PerCP-Cy5.5 (M1/70), 0.5 ug anti-CD45-FITC (30- F11), 0.03 pg anti-MHCII-APC
(MS/114.15.2), 0.15 pg anti-CD40-PE (1C10) and 0.1 ug anti-PD-L1-PE-Cy7 (MIH5) during
30 min and 4°C at dark. Cells were then washed and resuspended with Auto Macs Running
Buffer-Miltenyi. Labeled cells were then fixed in paraformaldehyde 1% and acquired by
using the FACSCanto Il flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) and analyzed with
FlowlJo software (TreeStar, Ashland, OR, EUA).

Oxidative stress analysis

Oxidative and anti-oxidative parameters were measured at the CNS by the biochemical

53
l.

methodology already described by Romualdo et al.””. Approximately 500 mg of CNS (brain

plus spinal cord) were mechanically homogenized in sodium phosphate buffer (0,1 M/pH
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7.0). This material was centrifuged (1200g/15min) and supernatants used for biochemical
assays. Lipid hydroperoxide levels were assessed by Fe," oxidation reaction in the presence of
xylenol orange, sulfuric oxid and butylated hydroxytoluene diluted in methanol. To evaluate
the degree of protein carbonylation the samples were incubated with 24-
dinitrophenylhydrazine and centrifuged in the presence of trichloroacetic acid. The protein
pellet was washed with a mixture of ethalol:ethyl acetate and then resuspended in guanidine
hydrochloride. Catalase activity was evaluated by sample incubation with hydrogen peroxide
diluted in phosphate buffer and glutathione peroxidase activity was determined by a NADPH,
oxidation reaction in the presence of hydrogen peroxide and glutathione reductase.
Superoxide dismutase activity was determined in pH10 medium by measuring the inhibitory
enzyme action on nitrobluetetrazolium reduction triggered by hydroxylamine — derived free
radicals. The quantification of all the above described oxidative stress parameters was based
on absorbances detected with a microplate reader (mQuant-Gen5 2.0 software, Biotek
Instruments, Winooski, NT, USA).

MRNA expression of inflammasome genes

Total RNA was extracted from the lumbar spinal cord (Trizol reagent) and cDNA was
synthesized by using the Kit High Capacity (Applied Biosystems). NLRP3, ASC, Caspase-1,
IL-1B, IL-18 and GAPDH gene amplifications were done by using the TapMan MasterMix
with primers and probes inventoried and tested by Life Technologies. Assays were performed
in duplicates in “Sequence Detection Systems” 1.2.3 — 7300 Real Time PCR Systems-
Applied Biosystems and results were expressed based on fold difference by using the delta
threshold (2*“") method.

Statistical analysis

Results were expressed as mean + standard deviation or as median (25-75%). Comparisons
between two samples were made by t-test and more than three samples were made by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s test was used to compare parametric
findings. Kruskal-Wallis followed by Dunn’s test was employed to analyze and compare non-
parametric findings. Disease incidence was evaluated by the Chi-square test. Statistical
analysis was accomplished with SigmaPlot software version 12.0 (Jandel Corporation, USA)
and p<0.05 was considered significant. Difference between clinical scores was analyzed by

the area under curve method.



81

Reference

1. Berge, T. et al. The multiple sclerosis susceptibility genes TAGAP and IL2RA are
regulated by vitamin D in CD4" T cells. Genes and Immunity. 17, 1-10 (2016).

2. Alonso, A. & Hernan, M.A. Temporal trends in the incidence of multiple sclerosis: a
systematic review. Neurology .71, 129-135 (2008).

3. Gargl, N. & Smith, T.W. An update on immunopathogenesis, diagnosis and treatment of
multiple sclerosis. Brain and Behavior. 5 (2015).

4. Ohl, K., Tenbrock, K. & Kipp, M. Oxidative stress in multiple sclerosis: central and
peripheral mode of action Experimental Neurology. 277, 58-67 (2016).

5. Nakanishi, K., Yoshimoto, T., Tsutsui, H. & Okamura, H. Interleukin-18 regulates both
Th1 and Th2 responses. Annu Rev Immunol. 19, 423-74 (2001).

6. Sutton, C., Brereton, C., Keogh, B., Mills, K.H. & Lavelle, E.C. A crucial role for
interleukin IL-1 in the induction of IL-17-producing T cells that mediate autoimmune
encephalomyelitis. J Exp Med. 203, 1685-91 (2006).

7. Chung, Y. et al. Critical regulation of early Th17 cell differentiation by interleukin-1
signaling. Immunity. 30, 576-87 (2009).

8. Schmitt, N. et al. Lymphocytes human IFN-y promoter in primary CD4+ T regulate the
transcriptional activity of the cutting edge: 1L-12 and IL-18 differentially. J Immunol. 160,
3642-3647 (1998).

9. Mailer, R. K. W. et al. IL-1p promotes Th17 differentiation by inducing alternative splicing
of FOXP3. Scientific Reports. 5, 14674; 10.1038/srep14674 (2015).

10. Paré, A., Mailhot, B., Lévesque, S.A. & Lacroix, S. Involvement of the IL-1 system in
experimental autoimmune encephalomyelitis and multiple sclerosis: Breaking the vicious
cycle between IL-1b and GM-CSF. Brain, Behavior, and Immunity. 62, 1-8 (2017).

11. Pierrot-Deseillignya, C. & Souberbielleb J. C. Vitamin D and multiple sclerosis: An
update. Multiple Sclerosis and Related Disorders. 14, 3545 (2017).

12. Hayes, C.E. Vitamin D: a natural inhibitor of multiple sclerosis. Proc. Nutr. Soc. 59, 531—
535 (2000).

13. Freedman, D.M., Dosemeci, M. & Alavanja, M.C. Mortality from multiple sclerosis and
exposure to residential and occupational solar radiation: a case—control study based on death
certificates. Occup. Environ. Med. 57, 418421 (2000).

14. Holick, M.F. Vitamin D: A millenium perspective. Journal of Cellular Biochemistry. 88,
296-307 (2003).

15. Nair, R. & Maseeh, A. Vitamin D: The "sunshine" vitamin. Journal of Pharmacology &



82

Pharmacotherapeutics. 3; 118-126 (2012).

16. Farias, A.S. et al. Vitamin D3 induces IDO+ tolerogenic DC and enhances Tregs,
reducing the severity of EAE. CNS Neurosci Ther. 19, 269-277 (2013).

17. Wang, Y.L. et al. SPK1-transfected UCMSC has better therapeutic activity than UCMSC
in the treatment of experimental autoimmune encephalomyelitis model of Multiple sclerosis.
Scientific Reports. 8, 1756; 10.1038/s41598-018-19703-5 (2018).

18. Lysandropoulos, A.P. et al. Vitamin D has a direct immunomodulatory effect on CD8+ T
cells of patients with early multiple sclerosis and healthy control subjects. J Neuroimmunol.
233, 240-244 (2010).

19. Mayne, C.G., Spanier, J.A., Relland, L.M., Williams, C.B. & Hayes, C.E. 1,25-
Dihydroxyvitamin D(3) acts directly on the T lymphocyte vitamin D receptor to inhibit
experimental autoimmune encephalomyelitis. Eur J Immunol. 4 (2011).

20. Heine, G. et al. 1,25- dihydroxyvitamin D(3) promotes IL-10 production in human B
cells. Eur J Immunol. 38, 2210-8 (2008).

21. Cui, X., Gooch, H., Petty, A., McGrath, J. J. & Eyles, D. Vitamin D and the brain:
Genomic and non-genomic actions. Molecular and Cellular Endocrinology. 453, 131-143
(2017).

22. DelLuca, G. C., S. Kimball, M., Kolasinski, J., Ramagopalan, S. V. & Ebers, G. C.
Review: The role of vitamin D in nervous system health and disease. Neuropathology and
Applied Neurobiology. 39, 458-484 (2013).

23. Eyles, D., Brown, J., Mackay-Sim, A., McGrath, J. & Feron, F. Vitamin D3 and brain
development. Neuroscience. 118, 641-53 (2003).

24. Shinpo, K., Kikuchi, S., Sasaki, H., Moriwaka, F. & Tashiro, K. Effect of 1,25-
dihydroxyvitamin D3 on cultured mesencephalic dopaminergic neurons to the combined
toxicity caused by L-buthionine sulfoximine and 1-methyl-4-phenylpyridine. J Neurosci Res.
62, 374-382 (2000).

25. Hart, P.H., Gorman, S. & Finlay-Jones, J.J. Modulation of the immune system by UV
radiation: more than just the effects of vitamin D? Nat Rev Immunol. 11, 584-596 (2011).

26. Penna, G. & Adorini, L. 1a,25-dihydroxyvitamin D3 inhibits differentiation, maturation,
activation, and survival of dendritic cells leading to impaired alloreactive T cell activation. J
Immunol. 164, 2405-2411 (2000).

27. Mathieu, C. Vitamin D and the Immune system: getting it right. IBMS Bonekey. 8, 178—
186 (2011).

28. Dimeloe, S., Nanzer, A., Ryanna, K. & Hawrylowicz, C. Regulatory T cells, inflammation



83

and the allergic response- The role of glucocorticoids and Vitamin D. J Steroid Biochem Mol
Biol. 120, 86-95 (2010).

29. Chambers, E.S. & Hawrylowicz, C.M. The impact of vitamin D on regulatory T cells.
Curr Allergy Asthma Rep. 11, 29-36 (2011).

30. Chiuso-Minicucci, F. et al. Treatment with vitamin D/MOG association suppresses
experimental autoimmune encephalomyelitis. PLoS One. 12 (2015).

31. Mimura, L.A.N. et al. Association of myelin peptide with vitamin d prevents autoimmune
encephalomyelitis development. Neuroscience. 317, 130-140 (2016).

32. Won, S., Sayeed, I., Peterson, B.L., Wali, B., Kahn, J.S. & Stein, D.G. Vitamin D
prevents hypoxia/reoxygenation-induced blood-brain barrier disruption via vitamin D
receptor-mediated NF-kB signaling pathways. Plos One. 27 (2015).

33. Murphy, A.C., Lalor, S.J., Lynch, M.A. & Mills, K.H.G. Infiltration of Thl and Thl7
cells and activation of microglia in the CNS during the course of experimental autoimmune
encephalomyelitis. Brain Behav Immun. 24, 641-651 (2010).

34. Martin, B. N. T cell-intrinsic ASC critically promotes TH17-mediated experimental
autoimmune encephalomyelitis. Nat Immunol. 17, 583-592 (2016).

35. Adamczyk, B. & Adamczyk, S.M. New Insights into the role of oxidative stress
mechanisms in the pathophysiology and treatment of multiple sclerosis. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity. 2016 (2016).

36. Mossakowski, A.A. et al. Tracking CNS and systemic sources of oxidative stress during
the course of chronic neuroinflammation. Acta Neuropathol. 130, 799-814 (2015).

37. Dendrou, C.A., Fugger, L. & Friese, M.A. Immunopathology of multiple sclerosis Nature
Reviews Immunology. 15 (2015).

38. Hemme, B., Kerschensteiner, M. & Korn, T. Role of the innate and adaptive immune
responses in the course of multiple sclerosis. Lancet Neurol. 14, 406-19 (2015).

39. Karussis, D. The diagnosis of multiple sclerosis and the various related demyelinating
syndromes: A critical review. Journal of Autoimmunity. 134, 48-49 (2014).

40. Chua, F. et al. The roles of macrophages and microglia in multiple sclerosis and
experimental autoimmune encephalomyelitis Journal of Neuroimmunology. 318, 1-7 (2018).
41. Kong, W., Hooper, K.M. & Ganea, D. The natural dual cyclooxygenase and 5-
lipoxygenase inhibitor flavocoxid is protective in EAE through effects on Th1l/Th17
differentiation and macrophage/microglia activation. Brain, Behavior, and Immunity. 53, 59—
71 (2016).

42. Zorzella-Pezavento, S.F.G., Mimura, L.A.N., Fraga-Silva, T.F.C., Ishikawa, L.L.W.,



84

Franca, T.G.D. & Sartori A. Experimental autoimmune encephalomyelitis is successfully
controlled by epicutaneous administration of MOG Plus Vitamin D analog. Front. Immunol.
8, 1198; 10.3389/fimmu (2017).

43. Smolders, J. & Damoiseaux, J. Vitamin D as a T cell modulator in multiple sclerosis.
Vitam Horm. 86, 401-28 (2011).

44, Wrzosek, M. et al. Vitamin D and the central nervous system. Pharmacological Reports.
65, 271-278 (2013).

45. Kiraly, S.J., Kiraly, M.A., Hawe, R.D. & Makhani, N. Vitamin D as a neuroactive
substance: review. The Scientific World Journal. 6, 125-139 (2006).

46. Ming, X. et al. Caspase-1 expression in multiple sclerosis plaques and cultured glial cells.
J Neurol Sci. 197, 9-18 (2002).

47. Gris, D. et al. NLRP3 plays a critical role in the development of experimental
autoimmune encephalomyelitis by mediating Thl and Th17 responses. J Immunol. 185, 974-
81 (2010).

48. O’Connor, R.A. et al. Cutting edge: Thl cells facilitate the entry of Th17 cells to the
central nervous system during experimental autoimmune encephalomyelitis. J Immunol. 18,
37504 (2008).

49. Takahashi, S. et al. Active form of vitamin D directly protects the blood—brain barrier in
multiple sclerosis. Clinical and Experimental Neuroimmunology. 8, 244-254 (2017).

50. Soellner, 1.A., Rabe, J., Mauri, V., Kaufmann, J., Addicks, K. & Kuerten, S. Differential
aspects of immune cell infiltration and neurodegeneration in acute and relapse experimental
autoimmune encephalomyelitis. Clin Immunol. 149, 519-29 (2013).

51. Kluver, H. & Barrera E. A method for the combined staining of cells and fibers in the
nervous system. J. Nueropath. Exp. Neurol. 12, 400-403 (1953).

52. Walker-Caulfield, M.E., Hatfield, J.K. & Brown, M.A. Dynamic changes in meningeal
inflammation correspond to clinical exacerbations in a murine model of relapsing—remitting
multiple sclerosis. Journal of Neuroimmunology. 278, 112-122 (2015).

53. Romualdo, R. et al. An integrative analysis of chemically-induced cirrhosis-associated
hepatocarcinogenesis: Histological, biochemical and molecular features. Toxicology Letters.
281, 84-94 (2017).



85

Acknowledgements

This work was supported by S&o Paulo Research Foundation-FAPESP (grant number
2013/26257-8).

Author contributions

LR, SF and AS contributed to the conception and design of this work. LR, SF, TF, LA LL and
AA performed experiments. LR, TF, LA and LL contributed to data acquisition. LR, TF, LA,
LL and AS contributed to data interpretation. LR and AS wrote the paper and all authors

reviewed the manuscript and approved the final version.

Competing interests

The authors declare no competing interests.

Figure Legends

Figure 1. Vit D3 effect on EAE incidence and severity. Disease incidence (a), clinical score
(b), maximum clinical score (c) and body weight variation (d) were analysed until the 18 day
after disease induction. Results were expressed as media £SEM (21 animals/group). Results
from 4 independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01
and *** p <0.001.

Figure 2. Vit D3 effect on the degree of inflammation and demyelination at the CNS. Lumbar
spinal cord section were stained with HE or LFB. Inflammatory infiltration in normal (a),
EAE (b) and EAE/Vit D3 (c) groups; demyelination in normal (d), EAE (e) and EAE/Vit D3
(f) groups. Representative micrographs (scar bar 100 pm) of 4 samples examined in each
experimental group. The semi-quantitative analysis of the inflammatory infiltrate was
performed according to the following criteria: absence of inflammatory infiltrate (0); focal
meningeal infiltrates (1); more pronounced meningeal infiltrates (2) and pronounced
meningeal and some parenchymal infiltration (3). Results were expressed as media £SEM (6
animals/group) (g). Results from 2 independent experiments were combined. ANOVA,
Tukey's test *** p <0.001.
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Figure 3. Effects of Vit D3 on CNS permeability barrier and on local leukocyte infiltration.
Naflu test (a); absolute cell number in the CNS (b); percentage of CD45"""CD11b™ (c);
percentage of CD45""CD11b* (d); percentage of CD45°"CD11b* (). Representative dot-
plots for c, d and e findings are shown in f, g and h, respectively. Permeability test and other
assays were done 10 and 18 days after disease induction, respectively. Results were expressed
as media +SEM (9-15 animals/group). Results from 3 independent experiments were
combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01 and *** p <0.001.

Figure 4. Vitamin D3 down modulates MHCII expression in CNS infiltrating macrophages.
Cells from the CNS were eluted 18 days after disease induction and median fluorescence
intensity (MIF) associated with MHCII, PD-L1 and CD40 were evaluated in CD45"9"CD11b*
and in CD45°“CD11b*. MHCII (a), PD-L1 (b) and CD40 (c) MIF associated with
CD45""CD11b* cells and respective representative histograms (d). MHCII (), PD-L1 (f) and
CD40 (g) MIF associated with CD45"CD11b* cells and respective representative histograms
(h). Results were expressed as media +SEM (9-15 animals/group). Results from 3
independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test * p <0.05, ** p <0.01 and
*** 1 <0.001.

Figure 5. Level of CNS inflammasome activation in mice treated with Vit D3. The lumbar
spinal cord was collected 18 days after disease induction and the expression level of mMRNA
for NLRP3 (a), ASC (b), caspase-1 (c), IL-18 (d) and IL-1pB (e) were obtained by real time
PCR. The results are expressed as median, 25-75% (box), and minimum-maximum (error
bars) (10 animals/group). Results from 2 independent experiments were combined. Kruskal-
Wallis, Dunn’s test * p <0.05.

Figure 6. Level of oxidative stress in the CNS in mice treated with Vit D3. The CNS (brain
plus spinal cord was collected 18 days after disease induction. Oxidative stress indicators as
lipid hydroperoxide (a) and protein carbonyl (b) and antioxidant enzymes as superoxide
dismutase (c), catalase (d) and glutathione peroxidase (e) were assessed by biochemical
reactions. Results were expressed as media +SEM (8-11 animals/group). Results from 2
independent experiments were combined. ANOVA, Tukey's test. * p <0.05.
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Conclusio
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Conclusao

Nossos resultados indicam que a terapia precoce e constante com Vit
D3 pode controlar a neuroinflamacédo na EAE. Os resultados também sugerem
que esse efeito é mediado principalmente pela estabilizacdo da BHE, evitando,
portanto, a infiltragcdo celular no SNC e o subsequente desencadeamento de

estresse oxidativo e ativacao do inflamassoma.



