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BORIM, P. A Efeito da rapamicina em células de animais com encefalomielite autoimune experimental.
2019. 62 p. Dissertacéo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Botucatu, 2019.

A rapamicina, tambeém conhecida como sirolimus, € um imunossupressor isolado da bactéria
Streptomyces hygroscopicus. Este farmaco tem sido empregado clinicamente para o controle
de rejeicdo de transplantes de Orgdos solidos, diabetes, esclerose tuberosa, doengas
neurodegenerativas e inclusive, no controle da esclerose multipla (EM). O entendimento do
mecanismo de acdo da rapamicina requer o conhecimento da via de sinalizacdo intracelular
envolvendo os complexos mTOR (mammalian target of rapamycin). Evidéncias indicam que
0 mTOR esté envolvido na ativacao pré-inflamatoria de leucécitos. Nesse contexto, o objetivo
geral desta dissertacdo foi investigar o efeito in vitro da rapamicina em células envolvidas na
imunopatogénese da encefalomielite autoimune experimental (EAE), um modelo murino de
EM. Células do sisterma nervoso central (SNC) e do baco de camundongos com EAE foram
tratadas com rapamicina e simultaneamente estimuladas com glicoproteina da mielina de
oligodendraocitos. A rapamicina reduziu a producgéo de IL-17 em culturas de células do SNC e
do baco. Adicionalmente, diminuiu a producdo de IFN-y, TNF-a ¢ IL-10 e a expressdo génica
de RORc em culturas de células do SNC. A microglia, que € uma célula fagocitica residente
no SNC e envolvida na neuroinflamacdo, também foi testada. Em células da microglia
(linhagem BV-2) estimuladas com LPS, a rapamicina diminuiu a producdo de TNF-a e IL-6
também reduziu a mediana da intensidade da fluorescéncia referente as moléculas MHC I,
CD40 e CD86. Este efeito imunossupressor foi associado a maior expressao génica de
TREM2 e menor expressao génica de iNOS. Estes resultados indicaram que a rapamicina
modula negativamente a ativacdo de células autorreativas e da microglia ativada. Portanto,
propomos que outras moléculas candidatas a terapia da EM sejam inicialmente rastreadas

usando essa abordagem.

Palavras-chave: imunomodulador, esclerose multipla, linfécitos, microglia, mTOR.






BORIM, P. A. Effect of rapamycin on cells from mice with experimental autoimmune encephalomyelitis.
2019. 62 p. Master thesis (Master) — Botucatu Medical School, S&o Paulo State University (UNESP), Botucatu,
2019.

Rapamycin, also known as sirolimus, is an immunosuppressant produced by the bacterium
Streptomyces hygroscopicus. Rapamycin has been clinically used for the control of rejection
of solid organ transplants, diabetes, tuberous sclerosis, neurodegenerative diseases, including
multiple sclerosis (MS). To better understand the mechanism of action of rapamycin, is
necessary the knowledge of intracellular signaling of the mTOR (mammalian target of
rapamycin) complex. Evidence indicates that mTOR is involved in the proinflammatory
activation of leukocytes. In this scenario, the main objective of this investigation was to
evaluate the in vitro effect of rapamycin in cells derived from mice with experimental
autoimmune encephalomielits (EAE) and in a microglia cell line. CNS and spleen cells from
EAE mice were treated with rapamycin and simultaneosly stimulated with a myelin
oligodendrocyte glycoprotein peptide. Rapamycin reduced IL-17 production in both, CNS and
spleen cell cultures. Additionally, rapamycin decreased IFN-y, TNF-a and IL-10 production
and RORc mRNA expression in CNS cell cultures. Microglia, that is a phagocytic immune
cell in the CNS involved in neuroinflammation, was also tested. Microglia (BV-2 lineage)
treated simultaneously with rapamycin and LPS showed a decreased production of TNF-ao and
IL-6 and also reduced expression of MHC 11, CD40 and CD86. This downmodulatory effect
was associated to upregulated TREM2 mRNA and downregulated iNOS mRNA expression.
These results indicated that rapamycin downmodulates the activation of autoreactive cells and
activated microglia. We therefore propose that other MS therapy candidate molecules are

initially screened by using this approach.

Key words: immunomodulation, multiple sclerosis, lymphocytes, microglia, mTOR.
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Introducéo

1. Rapamicina

A rapamicina, também conhecida como sirolimus, € uma lactona macrociclica isolada
da bactéria Streptomyces hygroscopicus. Como esta bactéria foi isolada de uma amostra de
solo obtida na Ilha de Rapa Nui (Ilha de Pascoa), esta lactona recebeu a denominagdo de
rapamicina. Inicialmente a rapamicina foi identificada como um antibiético/antifungico
(VEZINA; KUDELSKI; SEHGAL, 1975). Desde sua aprovacdo pela US Food and Drug
Administration (FDA), em 1999, suas propriedades tém sido melhor caracterizadas e seu
emprego clinico foi ampliado incluindo o controle de rejeicdo de transplantes de Orgaos
solidos (SAUNDERS; METCALFE; NICHOLSON, 2001) diabetes, esclerose tuberosa,
doencas neurodegenerativas e também do processo de envelhecimento (LI; KIM; BLENIS,
2014). Na década de 80, cientistas descobriram que este farmaco também inibia o crescimento
de tumores e desde 2007 dois derivados, Temsirolimus da Pfizer e Everolimus da Novartis,
foram aprovados para uso em varios tipos de cancer, sendo administrados isoladamente ou em
combinagdo com outros farmacos (DAI et al., 2012).

Como ja mencionado, a rapamicina tem sido empregada para impedir rejeicdo de
transplantes de orgdos sélidos, principalmente de rim. Entretanto esse medicamento pode
desencadear efeitos colaterais em 10% dos pacientes e esses efeitos incluem: infecoes, febre,
cicatrizacdo lenta, niveis baixos de diferentes células sanguineas, niveis baixos de potéssio e
fosfato, niveis elevados de gorduras, colesterol, glicose e marcadores de degradacdo dos
tecidos e de funcdo hepatica e renal, linfocele, dor em diversas partes do corpo, taquicardia,
pressdo arterial elevada, problemas intestinais, proteindria, distdrbios menstruais, erupgéo
cutanea e até acne (CHMP, 2018). Entretanto a agéncia europeia de medicamentos concluiu
que os beneficios da rapamicina sdo superiores aos seus riscos e que 0 medicamento pode ser
utilizado de forma segura e eficaz quando sob preescricdo médica.

Nosso interesse neste farmaco reside nas suas propriedades imunossupressoras e no
seu potencial de prevencdo e tratamento de doencas neurodegenerativas, em especial no
contexto da esclerose multipla (EM). O entendimento do mecanismo de acdo da rapamicina
requer o conhecimento da via de sinalizacdo intracelular envolvendo os complexos mTOR
(mammalian target of rapamycin). Estes dois complexos sdo conhecidos como mTORCL1 e

MTORC2 e ambos estdo envolvidos em processos fundamentais em diversas fungdes
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celulares (SAXTON; SABATINI, 2017). A estrutura bésica destes complexos é a mesma e
inclui trés moléculas: mTOR, DEPTOR e mLST8. No caso do mTORC1 estas moléculas
estdo associadas com mais duas moléculas, RAPTOR e PRAS40, e no caso do mTORC2
estdo associadas a trés moleculas adicionais, RICTOR, mSinl e PROTOR (YIP et al., 2010).
TOR € uma serina treonina quinase de elevado peso molecular (~290 KDa) que pertence a
familia das fosfatidilinositol quinases. Os sinais que ativam essas vias bem como as

respectivas fungdes celulares afetadas estdo esquematizados na figura A.
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Figura A. Estrutura e funcdes do mTOR. mTOR existe em dois complexos funcionalmente
distintos denominados mTORC1 e mTORC2. Exposi¢do aguda ou cronica a rapamicina
determina inibicdo de mTORC1 e mTORC?2, respectivamente. Figura retirada de (LI; KIM;
BLENIS, 2014).

Como mostrado na figura A estes complexos regulam respostas celulares distintas. O
complexo mTORCL integra varios sinais oriundos de fatores de crescimento, oxigénio, nivel
energético e nutrientes (aminoacidos por exemplo) para promover o crescimento celular e
proliferacdo. A ativacdo desta via promove processos anabdlicos tais como sintese de
proteinas, lipidios e nucleotideos, estimulacdo de vias de metabolismo energético (glicolise e
glutamindlise) e inibigdo de processos catabdlicos como por exemplo, autofagia (TEE, 2018).

De forma distinta do mTORC1, o mTORC2 sé responde a fatores de crescimento e
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regula outras funcdes celulares, sendo a organizagdo da actina/citoesqueleto e a sobrevivéncia
celular as mais conhecidas (TEE, 2018). A atividade imunossupressora da rapamicina e seus
derivados (rapalogs) se deve principalmente ao seu efeito inibidor sobre 0 mMTORC1. Como
ilustrado na figura B, a rapamicina forma um complexo com moléculas FKBP12 e este
complexo inibe a funcdo do mTORC1 (inibicdo alostérica).

IL-2
Antigen o0
v Plasma membrane
1 T Cell Receptor
7'y PI3K
Ca** Rapamycm Cytoplasm
1 FKSOS
l CeII Growth
NF-AT
v
NF-AT IL-2 1
Nucleus

Figura B. Inibicdo do mTORC1 por rapamicina. Mecanismo de acdo de FK506 e
rapamicina na ativacdo de linfécitos T. O FK506 liga-se ao FKBP12 citosdlico formando o
complexo FKBP12-FK506. Este complexo inibe a desfosforilacdo de NFATs dependente de
calcineurina (CaN) no citoplasma e previne sua translocacdo nuclear e a transcricdo de genes
de ativacdo de celulas T. A rapamicina também forma um complexo com FKBP12. No
entanto, este complexo tem como alvo mTORC1 bloqueando a progressdo do ciclo celular.
Figura retirada de (TONG; JIANG, 2015).

Uma das principais atividades supressoras atribuidas a rapamicina é a inibicdo da
proliferacdo das células T induzida por IL-2 (BENJAMIN et al., 2011). Além de exercer
potente efeito imunossupressor em linfocitos especificos para o antigeno, a rapamicina
também modula a imunidade adaptativa através de interacdo com células da imunidade inata
(células dendriticas e macrofagos) (KATHOLNIG et al.,, 2013). Os possiveis efeitos da
inibicdo do mMTORC1 na resposta imune s&o ilustrados na figura C. Como pode se observar, o

efeito da rapamicina é complexo e inclui também alguns efeitos positivos na resposta imune
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como, por exemplo, ativacdo de células dendriticas e de células TCD8" de memoria em

resposta a vacinagao por virus.
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cell differentiation

Figura C. Efeito da rapamicina sobre a resposta imune. Os efeitos da rapamicina sobre a
resposta imune sdo geralmente de supressdo e estdo associados com 0 mTORC1. Entretanto,
alguns efeitos ativadores e sobre a angiogénese também foram constatados. Figura retirada de

(GEISSLER, 2015).

A escolha da rapamicina para ser testada neste trabalho foi baseada inicialmente na
sua atividade imunossupressora sobre varias doencas autoinflamatorias e autoimunes
incluindo colite (YIN et al., 2013), miosite (PREVEL et al., 2013), sindrome linfoproliferativa
autoimune (TEACHEY et al., 2006) e diabetes (HE et al., 2016). Também consideramos o
fato de que a sinalizacdo via mTOR esta envolvida em vérias etapas do funcionamento normal
e anormal do sistema nervoso central (SNC) (TAKEI; NAWA, 2014).

Em funcdo de suas propriedades imunossupressoras, a rapamicina podera ser
futuramente empregada no tratamento da EM. Alguns ensaios pré-clinicos foram realizados
com modelos experimental desta doenca e os resultados serdo descritos no final deste

capitulo.
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2. Esclerose maltipla e encefalomielite autoimune experimental

A EM é uma das patologias progressivas mais prevalentes do SNC. E considerada um
distrbio autoimune caracterizado por inflamacdo, desmielinizacdo e extensdo variavel de
perda axonal (GHASEMI; RAZAVI; NIKZAD, 2017). Afeta aproximadamente 2,5 milhdes
de pessoas em todo o mundo, sendo mais comum em adultos jovens (DENDROU; FUGGER,;
FRIESE, 2015). E causa de grande impacto socioecondmico, pois esses adultos jovens est&o
em idade economicamente ativa, constituindo familia e construindo carreira profissional
(DENDROU; FUGGER,; FRIESE, 2015).

A prevaléncia da EM é estimada em aproximadamente 2,3 milhGes de pessoas em
todo o mundo, sendo que a incidéncia € 2 a 3 vezes superior no sexo feminino (ALONSO;
HERNAN, 2008; BROWNE et al., 2014). Acomete 30 pessoas para cada 100.000 habitantes
na Europa, 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) (WORLD
HEALTHY ORGANIZATION, 2008). Atualmente estima-se que 35 mil brasileiros estejam
afetados pela doenca, sendo a maior prevaléncia em Santos e Itapira no estado de Séo Paulo
(FRAGOSO; PERES, 2007).

A etiologia da EM né multifatorial, acredita-se que o resultando da interacdo entre
fatores ambientais e genéeticos (MARRIE, 2004). Um forte candidato genético responsavel
pela maior susceptibilidade é o alelo HLA-DRB1*1501 (SCHMIDT; WILLIAMSON;
ASHLEY-KOCH, 2007). Outros aspectos relevantes determinados através de estudos
epidemiologicos sdo os fatores ambientais tais como infeccdo pelo virus Epstein—Barr,
tabagismo e nivel de exposicao solar. Tem sido descrito que nas regides setentrionais, onde a
prevaléncia de EM é mais elevada, a exposicdo solar € menor e faz com que os niveis de
vitamina D, os quais sdo estimulados pela luz solar, sejam menores. Os efeitos moduladores
da vitamina D tanto na imunidade inata quanto adaptativa poderdo explicar a relevancia deste
fator ambiental na patogénese da EM (ASCHERIO; MUNGER; LUNEMANN, 2012;
PIERROT-DESEILLIGNY; SOUBERBIELLE, 2010).

A apresentacdo clinica da EM pode variar bastante entre os pacientes sendo
geralmente caracterizada por ataxia, hemiparesia ou paraparesia. E caracterizada por
episodios agudos (surtos) da doenca, com perda gradual e progressiva da funcdo neuroldgica.
Pode ser classificada em quatro subtipos ou formas independentes: remitente-recorrente,
progressiva primaria, progressiva secundaria e progressiva recorrente, sendo 0 primeiro

subtipo a forma mais comum e que ocorre em 85% dos casos (SUNEETHA; RAJA
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RAJESWARI, 2016).

A dificuldade do diagnostico se deve a variedade de sintomas e semelhanca dos
mesmos com manifestacdes clinicas encontradas em outras patologias do SNC (DENDROU;
FUGGER; FRIESE, 2015). A maioria dos pacientes apresenta inicialmente um quadro
transitério de sintomas com periodos de exacerbacdo e remissdo da doenca, seguido por fase
secundaria progressiva que caracteriza-se por perdas irreversiveis e neurodegeneracao
(FLETCHER et al., 2010; KAPPOS et al., 2010).

Parte significativa do conhecimento acerca da imunopatogénese da EM advém de
dados obtidos no principal modelo animal correspondente, conhecido como encefalomielite
autoimune experimental (EAE). Além de permitir estudos sobre a imunopatogénese, este
modelo animal também é amplamente utilizado para investigar alternativas de tratamentos
imunomoduladores. Distintos antigenos derivados do SNC tém sido utilizados para induzir a
EAE em diferentes linhagens de camundongos (MIX et al., 2010). S&o exemplos de alguns
dos antigenos empregados na inducdo da EAE: proteina basica de mielina (MBP),
glicoproteina de mielina do oligodendrocito (MOG) e peptideos derivados destas proteinas. A
inducdo da doenca no animal requer imunizacdo com o antigeno emulsificado com Adjuvante
Completo de Freund (ACF) e a inoculacdo de toxina derivada da bactéria Bordetella
pertussis. Diferentes animais podem ser utilizados para inducdo de EAE, incluindo primatas e
roedores. Dentre estes, as linhagens de camundongos isogénicos tém sido amplamente
empregadas, possibilitando variacdes no desenvolvimento da EAE que permitem responder
de maneira mais adequada aos diferentes questionamentos. As linhagens de camundongos
isogénicos C57BL/6 e SJL tém sido utilizadas como modelos para mimetizar decurso crénico
e/ou de exacerbacdo-remissao, respectivamente, que sdo as formas mais frequentes de EM
(CROXFORD; KURSCHUS; WAISMAN, 2011; GOLD; LININGTON; LASSMANN,
2006). A imunizacdo de camundongos C57BL/6 com o peptideo 35-55 derivado de MOG, por
exemplo, desencadeia uma doenca neurologica caracterizada por paralisia e também um
extenso processo de desmielinizacdo. Os animais desenvolvem doenca crénica que perdura
por, pelo menos, 45 dias (BERNARD et al., 1997).

Em termos de imunopatogénese, dados derivados de doenca humana e experimental
indicam que o desenvolvimento da doenca inclui as seguintes etapas:

I. ativacdo periférica de linfocitos T especificos para mielina (ALMOLDA,

GONZALEZ; CASTELLANO, 2010);

I1. migragdo destas células para 0 SNC (SCHULZ; ENGELHARDT, 2005);
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I1l. reativacdo das células T no SNC por reconhecimento de autoantigenos na

superficie de células apresentadoras de antigenos (LODYGIN; FLUGEL, 2016);

IV. inflamacéo local (neuroinflamacdo) associada com ativagdo do inflamassoma e

geracdo de estresse oxidativo (FREEMAN; TING, 2016);

V. desmielinizagéo e disfun¢do neuroral (LUBETZKI; STANKOFF, 2014; OSORIO-

QUEREJETA et al., 2017).

A EAE tem sido classicamente considerada uma doenca mediada por células Thl
especificas para mielina que migram da periferia para o SNC. Esta participacdo tem sido
confirmada através de diferentes procedimentos experimentais. Por exemplo, células Thl
especificas para mielina transferem adotivamente a doenca e também tem sido
demonstradoque as citocinas pré-inflamatoérias produzidas por estas células, tais como IFN-y
e TNF-a, danificam a bainha de mielina (KLINKERT et al., 1997; SUN et al., 2004).

De maneira similar ao que é observado na EM, as celulas Th17 desempenham um
papel critico na patogénese da EAE. Por exemplo, animais deficientes de IL-17 desenvolvem
EAE mais tardiamente e com sintomatologia mais branda (KOMIYAMA et al., 2006). A
observacdo de que ceélulas Thl7 especificas para mielina podem determinar o
desenvolvimento da EAE apo0s transferéncia adotiva destas células comprovam a relevancia
do seu papel na EAE (AWASTHI; MURUGAIYAN; KUCHROO, 2008). Alem disto, esta
citocina participa da ruptura da barreira hematoencefalica (BHE), o que é considerado um
evento essencial para o inicio da inflamacao local. A IL-17 também auxilia na migracdo de
células inflamatorias para o SNC e estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio
acarretando reducdo da expressdo de moléculas de juncéo das células endoteliais (HUPPERT
et al., 2010).

Células da imunidade inata, tais como neutrofilos e macréfagos, também participam
ativamente da doenca determinando disfuncdes neuroldgicas (GANDHI; LARONI;
WEINER, 2010; HEMMER; KERSCHENSTEINER; KORN, 2015; HERNANDEZ-PEDRO
et al., 2013). Outra populacdo celular importante neste processo é a microglia. As células da
microglia fazem parte do grupo denominado células da neuroglia existentes no SNC:
astrécitos, oligodendrécitos e microglia. Como o nome indica, as células da microglia séo
menores. Estas células compartilham véarias propriedades com os macrofagos sendo

consideradas células da imunidade inata residentes no SNC.
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3. Aspectos terapéuticos na EM

O tratamento da EM tem como objetivo principal impedir a progresséo da doenga e,
portanto, 0o agravamento da incapacidade neuroldégica (COMPSTON, 2004) O tratamento
disponivel para os pacientes com EM varia nos diferentes paises, mas de maneira geral, sdo
baseados principalmente em farmacos imunomoduladores visando reducéo da gravidade e da
frequéncia de recidivas, uma vez que ndo ha cura para a doenca (DAMAL; STOKER;
FOLEY, 2013). Os corticosteroides sdo usualmente utilizados na fase aguda da doenga
enquanto que farmacos imunomoduladores, tais como o IFN-B e o acetato de glatiramer, sdo
utilizados em pacientes com quadros de exacerbacdo e remissdo da doenca (GOLD;
WOLINSKY, 2011; RUDICK, 2005). Esses dois medicamentos impedem ativacéo,
proliferacdo e migracdo de células inflamatorias para 0 SNC (GOLD; WOLINSKY, 2011).

Pacientes que ndo respondem bem a essa primeira linha de tratamento séo submetidos
ao uso do natalizumabe, um anticorpo monoclonal que se liga a cadeia o4 da integrina VLA-
4, inibindo a adesdo entre linfécitos e células endoteliais dos vasos sanguineos no SNC,
reduzindo assim o trafego de linfécitos através da BHE (POLMAN et al., 2006). O
fingolimode, disponibilizado para uso clinico desde 2010, sequestra os linfocitos nos 0rgaos
linfoides secundarios atuando sobre o receptor para esfingosina-1-fosfato (S1P). Essa terapia
é capaz de reduzir o infiltrado inflamatoério no SNC por impedir a migracdo de linfocitos
ativados e também por possuir um efeito neuroprotetor direto nas células do SNC (AKTAS et
al., 2010; SLOWIK et al., 2015).

Apesar da variedade de condutas terapéuticas aprovadas para o tratamento da EM,
essas medicagdes possuem custo muito elevado, estdo associadas com varios efeitos colaterais
e ndo sdo eficazes em todos o0s pacientes. Portanto, ainda hd a necessidade de se investigar
novas estratégias terapéuticas.

Como dissemos anteriormente, o potencial terapéutico da rapamicina vem sendo
testado em modelo experimental e também em pacientes com EM (BAGHERPOUR et al.,
2018). A participcdo da via de sinalizacdo da rapamicina (mTOR) em doencas neurologicas
vem sendo amplamente estudada. Um aspecto importante que decorreu da descoberta de
mTOR é que os inibidores farmacoldgicos desta via, como sirolimus e everolimus, mostraram
beneficios clinicos em alguns distarbios neurolégicos, como na esclerose tuberosa, e ja séo
considerados para ensaios clinicos em epilepsia, autismo, deméncia, traumatismo cranio
encefalico e acidente vascular cerebral (CRINO, 2016).

Alguns estudos empregando a rapamicina no modelo de EAE sugerem que este
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farmaco possa ser uma opg¢do terapéutica para o tratamento da EM. Hou e colaboradores
(HOU et al., 2017) mostraram que a terapia com rapamicina inibiu o desenvolvimento da
EAE, reduzindo o infiltrado inflamatorio no SNC. Os autores associaram o efeito protetor a
inibicdo da via de sinalizagdo mMTOR-STAT3, impedindo a funcdo e a diferenciagcdo das
células Thl. No modelo de EAE do tipo recorrente-remitente (EAE-RR), a rapamicina
preveniu a inducdo e a progressdo da doenca. Este efeito benéfico foi associado a supressdo
da fungdo das células T efetoras e aumento simultdneo da porcentagem de células T
reguladoras (ESPOSITO et al.,, 2010). Analises histopatolégicas em amostras de cérebro
revelaram uma melhora na mielinizagdo da substancia branca em animais tratados com
rapamicina. Além disso a rapamicina foi capaz de reduzir os sinais de dor neuropética
(O’CONNOR et al., 2008).

O tratamento de células da microglia com rapamicina evidenciou que o0 mTOR
controla seletivamente a ativacdo microglial em resposta as citocinas pro-inflamatorias
induzidas por lipopolissacarideo (LPS) (DELLO RUSSO et al., 2009). Os autores sugerem,
portanto, que esse farmaco pode ser uma ferramenta farmacologica util para reduzir a
neuroinflamacdo (DELLO RUSSO et al., 2009).

4. Microglia: participacdo na imunopatogénese e alvo terapéutico da rapamicina

Células da microglia desenvolvem-se a partir de uma célula progenitora microglial
eritro-mieldide presente no saco vitelino e que migram para o cérebro nos primeiros dias de
desenvolvimento. A diferenciacdo destas células €, portanto, distinta de outros macrofagos
teciduais que tém um desenvolvimento mais tardio e passam pelo figado fetal antes de migrar
para seus tecidos especificos (GINHOUX; GUILLIAMS, 2016; KIERDORF et al., 2013).

De forma similar aos macrofagos, as células da microglia expressam moléculas de
histocompatibilidade (MHC) 1 e Il, secretam citocinas pré e anti-inflamatdrias e expressam
receptores para Fc e para componentes do sistema complemento (LUO et al., 2017). Estas
células participam tanto da patogénese quanto da reparacdo do tecido nervoso lesado. No
primeiro caso da patogénese funcionam como células apresentadoras de antigenos (APCs),
secretam citocinas pro-inflamatdrias e danificam a bainha de mielina e os oligodendrocitos
(LULL; BLOCK, 2010). Por outro lado, podem promover remielinizacdo através da
expressdo de moléculas anti-inflamatérias, fagocitose de debris e reparo do tecido lesado
(MCMURRAN et al., 2016). Estas funcbes aparentemente antagonicas tém sido associadas

com fendtipos distintos da microglia classificados como M1 e M2, de forma similar a
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classificacdo adotada para os macrofagos. A microglia M1 promove inflamagdo e danos nos
oligodendrocitos enquanto que a microglia M2 regula funges imunes promotoras de reparo
no SNC. A microglia M1 produz mediadores pro-inflamatérias tais como IL-18, TNF-o. e NO
sintase. J4 a microglia M2 produz citocinas anti-inflamatérias, como por exemplo IL-10,
expressa receptor para manose e secreta arginase (XU et al., 2017).

Em termos de polarizacdo das células da microglia, sdo discutidos na literatura dois
aspectos considerados importantes no contexto desse projeto. O primeiro deles refere-se a
ativacdo classica denominada perfil M1, o qual caracteriza um fenétipo pré-inflamatorio. O
processo de polarizacdo para o perfil M1 dependente dos estimulos iniciais recebidos por
estas células e resulta na producdo de citocinas inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio,
podendo determinar a morte destas celulas e danos no tecido (CHERRY; OLSCHOWKA,;
O’BANION, 2014). O segundo aspecto se refere a possibilidade de alteracdo do perfil M1 das
celulas da microglia para o perfil M2, visando neuroprotegdo. O perfil M2 apresenta um
fendtipo anti-inflamatério envolvido na reparacédo e eliminacdo de detritos teciduais (GIUNTI
et al., 2014).

Como esclarecido anteriormente, células Thl e Thl7 especificas para mielina sdo
fundamentais na imunopatogénese da EAE. Também € sabido que o IFN-y produzido por
células Thl € um polarizador potente de macrofagos para o perfil M1. Neste contexto, se
acredita que niveis elevados desta citocina contribuem para a polarizacdo M1 da microglia na
EM e na EAE. Evidéncias indicam a participacdo da microglia na desmielinizacéo:
localizagdo com lesBes na bainha de mielina, presenca de proteina basica da mielina (MBP)
dentro dessas células, atenuacdo da doenca experimental em camundongos com microglia
depletada e atenuacdo doenca em animais tratados com inibidores de microglia (BHASIN;
WU; TSIRKA, 2007, CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014; HEPPNER et al.,
2005).

Muitos trabalhos tém sido realizados para investigar a possivel participacdo da célula
da microglia em processos neurodegenerativos. Uma opcao bastante pratica neste sentido é o
uso de linhagens celulares de microglia tais como N9 e BV-2 (BLASI et al., 1990;
CORRADIN et al., 1993). A linhagem BV-2 (c6digo BCRJ 0356) foi gerada a partir de tecido
cerebral de camundongo neonato da linhagem C57BL/6 e a imortalizacdo destas células foi
conseguida por infeccdo com um retrovirus recombinante (v-raf/v-mic) (BLASI et al., 1990).
Estas células sdo levemente aderentes, crescem tanto aderidas quanto em suspensao e sdo, em
termos morfoldgicos, fenotipicos e funcionais semelhantes aos macr6fagos. Esta linhagem

celular tem sido considerada um substituto valido para estudos com microglia primaria
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(GIULIAN; BAKER, 1986). Neste sentido, Henn et al. (HENN et al., 2009) avaliaram varios
parametros tais como resposta ao estimulo com LPS, através de analise protebmica e
transcriptémica, producdo de NO e resposta a presenca de IFN-y. Ficou demonstrado que esta
linhagem celular responde de forma bastante similar a da microglia priméaria. Os autores
também constataram que esta célula interage de forma apropriada com linfocitos T e
neurdnios (HENN et al., 2009).

Estudos envolvendo células da microglia constituem uma &rea em evidente expansao
em pesquisa biomédica. Estes estudos vém sendo realizados tanto com cultivos primarios de
microglia derivada do SNC de animais de experimentacdo quanto de linhagem celulares de
microglia murina ou humana imortalizadas. A linhagem murina BV-2 é considerada um
substituto valido para microglia priméaria em diferentes tipos de estudo (HENN et al., 2009) e
por isso foi utilizada neste projeto.

Varios protocolos experimentais tem demonstrado que a rapamicina & capaz de
modular a microglia. Xie e colaboradores (XIE et al., 2014) injetaram este farmaco no cérebro
de ratos 6 horas apds infarto isquémico. Este tratamento reduziu o volume da leséo, melhorou
as deficiéncias comportamentais e reduziu significativamente a producéo de citocinas pro-
inflamatdrias por macrofagos e microglia. Utilizando este mesmo modelo de infarto
isquémico em camundongos, Li e colaboradores (LI; KIM; BLENIS, 2014) observaram, que
os inibidores de mTORC1, sirolimus e everolimus, também determinaram reducdo no
tamanho das lesdes e queda na producdo de citocinas pro-inflamatorias. Segundo os autores,
este efeito foi devido a uma mudanca no fenétipo da microglia de M1 para M2.

Em modelo de doenca de Parkinson (JIN et al., 2018), a rapamicina induziu aumento
da autofagia associado com polarizacao das celulas da microglia para M2. Ja estd bem
estabelecido que a autofagia € um mecanismo celular fundamental para manter a homeostasia
celular. Durante este fendmeno a célula digere constituintes do seu citoplasma para
reciclagem, para eliminacdo de organelas danificadas e também para eliminar patégenos
intracelulares (GLICK; BARTH; MACLEOD, 2010). Bussi e colaboradores. (BUSSI et al.,
2017) observaram que a rapamicina inibiu a producdo de citocinas e de 6xido nitrico em
células da microglia da linhagem BV-2 estimuladas com LPS através de ativacdo de autofagia

nestas células.
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Justificativa

A rapamicina possui um potente efeito imunossupressor, principalmente sobre os
linfocitos T, mas também sobre células da resposta imune inata, incluindo macréfagos e
microglia. Isso se deve ao seu efeito inibidor sobre 0 alvo mTOR que desempenha importante
papel no metabolismo e na ativacdo celular. O potencial da rapamicina no tratamento de
doencas neurodegenerativas, como a EM, se deve em parte a sua capacidade de atravessar
facilmente a BHE, exercendo assim efeito direto sobre leucdcitos residentes ou infiltrantes no
SNC.

Nossa hipotese de trabalho é que a rapamicina tenha efeito supressor in vitro sobre
ceélulas esplénicas e derivadas do SNC de camundongos com EAE e também sobre linhagem
celular da microglia. Esta possivel imunossupressao ocorreria pela acdo da rapamicina sobre o
complexo mTOR, resultando no bloqueio da progressdo do ciclo celular e da sinalizacdo da
IL-2, interferindo assim na diferenciacdo e ativacdo de células T e células da microglia.

Considerando que a rapamicina ja vem sendo testada em modelos animais e também
em pacientes com EM e ainda a necessidade de estratégias alternativas e eficazes para estudos
de selecdo de novos farmacos, acreditamos que, se confirmada nossa hipdtese, outras
moléculas candidatas a terapia de doencas neurodegenerativas possam ser inicialmente

rastreadas usando essa abordagem.
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Objetivos

Objetivo geral

Investigar o efeito in vitro da rapamicina em celulas envolvidas na imunopatogénese
da EAE.

Obijetivos especificos

I.  Avaliar o efeito da rapamicina na expressao génica dos fatores de transcrigcdo associados
as subpopulacdes de linfocitos T auxiliares (Th1/Th2/Th17/Treg) em células esplénicas
e células do SNC de camundongos com EAE.

I1.  Avaliar o efeito da rapamicina na producdo de citocinas associadas as subpopulagdes de
linfocitos T auxiliares (Th1/Th2/Th17/Treg) por células esplénicas e celulas do SNC de
camundongos com EAE.

1. Avaliar o efeito da rapamicina na producdo de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-10), na
expressdo génica de moléculas envolvidas com ativacdo (TREM2, ARGL1, iINOS e NF-
kB) e na expressdao de moléculas de superficie (MHC II, CD40 e CD86) em linhagem

celular da microglia.
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Protocolos experimentais

Protocolo experimental |

Objetivo: avaliar o efeito da rapamicina na expressdo génica dos fatores de transcricdo e na
producdo de citocinas associados as subpopulacbes de linfécitos T auxiliares
(Th1/Th2/Th17/Treg) em células esplénicas e células do SNC de camundongos com EAE.

5 x 108/pogo ] Rapamicina
/v Células do bago — 20 ug MOG
S N f =
JBeeRE
- SessE’c
5
Camundongos Células do SNC — 553 10 [(/Tgé) 10 e 20 nM
com EAE ug — 48 horas
Medula lombar Fatores de transcrigédo
e citocinas
Infiltrado inflamatorio caracteristicas de
e desmielinizagao células Th1/Th17/Treg
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Protocolo experimental 11
Objetivo: avaliar o efeito da rapamicina na producdo de citocinas, na expressdo génica de

moléculas envolvidas com ativacdo e na expressdo de moléculas de superficie em células da

microglia da linhagem celular BV-2.

Descongelamento

Expansao Cultivo Aderéncia Avaliacao
7 — 9 dias : 2,5 horas -
Linhagem 5 x 10%/pogo LPS (100 ng)
microglial BV-2 Rapamicina (10 e 20 nM)

Sobrenadante —— Citocinas (TNF-q, IL-6 e IL-10)
Morfologia
Mﬂ Atividade mitocondrial (MTT)
Células aderidas L.
24 horas Expressao génica (TREM2, ARG1, iINOS e NF-kB)

Imunofenotipagem (MHC Il, CD40 e CD86)
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Métodos

1. Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6 com 9 semanas de idade,
provenientes da Universidade de S&o Paulo (USP, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e mantidas em
condicBes ambientais de esterilidade através de rack ventilada (Alesco®, Monte Mor, SP,
Brasil) no biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (IBB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil). Cada gaiola continha no
maximo cinco camundongos, com racdo comercial e &gua filtrada ad libitum, ambas
autoclavadas. Os animais foram eutanasiados com anestesico (xilazina e quetamina) e
perfundidos com tampao fosfato estéril antes da coleta do material biologico. Os
experimentos foram realizados segundo os regulamentos do Comité de Etica e Uso de
Animais (protocolo 1118-CEUA IBB, Unesp, Botucatu, SP, Brasil).

2. Inducéo de EAE e avaliacéo clinica

A encefalomielite autoimune experimental (EAE) foi induzida por imunizacao
subcutanea no dorso com 100 pg de MOG35-55 (Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein,
Genemed Synthesis Inc., Texas, EUA) emulsificada com de adjuvante completo de Freund
(ACF, Sigma-Aldrich Corp., Missouri, EUA) contendo Mycobacterium tuberculosis (2 ou 4
mg/mL). No dia da imunizacéo e 48 horas depois, 0s animais foram inoculados com 200 ng
de toxina derivada de Bordetella pertussis (Sigma) via intraperitoneal. O escore clinico da
doenca foi avaliado diariamente até a fase aguda, no dia 16 apoOs inducdo da EAE. A
gravidade da doenca foi definida seguindo a escala de escore clinico: 0- auséncia de sinais
clinicos: 1- cauda frouxa; 2- perda da tonicidade do movimento do quadril; 3- paralisia parcial

das patas traseiras; 4- paralisia total das patas traseiras; 5- tetraplegia ou morte.

3. Analise histopatologica

Amostras de medula lombar dos animais com EAE foram coletados 16 dias apds a
inducdo da EAE. Este 6rgdo foi fixado em formalina tamponada (10%) durante 24 horas,
lavado em &gua corrente durante 18 horas e, em seguida, incluido em Paraplast Plus
(McCormick). As amostras foram cortadas com 5 um de espessura com auxilio de um

micrétomo (Leica, RM2245). As laminas foram coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) e
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com Luxol Fast Blue (LFB) e trés amostras de cada grupo foram analisadas em microscopio
optico (Olympus BX60) no aumento de 10X. As imagens foram adquiridas por meio de
camera digital acoplada ao microscopio.

4. Cultura de células esplénicas

Os bacos dos animais com EAE foram coletados e processados assepticamente. Para
cultura de células esplénicas, este 6rgao foi desagregado mecanicamente com pistilo e as
hemaécias foram lisadas com tamp&o contendo NH4CI por 5 min. a temperatura ambiente. Esta
supesao foi centrifugada e o pellet de células ressuspenso em meio RPMI-1640 (Sigma)
contendo soro bovino fetal (10%, Gibco), L-glutamina (2 puM, Sigma) e
antibiético/antimicético (0,1%, Sigma). Para a inducdo da producdo de citocinas, as células
totais foram distribuidas em placas de 48 pogos (5x10° células/poco em 1mL), estimuladas
com MOG (20 pg/mL) e simultaneamente tratadas com rapamicina (10 e 20 nM) e entdo
incubadas em estufa & 37°C e 5% CO; durante 48 horas. Os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -20°C para posterior dosagem de citocinas e as células foram armazenadas a -

80°C para posterior analise de expressao génica por PCR.

5. Cultura de células do SNC

Amostras de cérebro e medula espinhal (porcéo cervical e tordcica) dos animais com
EAE foram coletadas e processadas assepticamente. Para cultura de células, o SNC foi
desagregado mecanicamente com pistilo e incubado com colagenase D (2,5 mg/mL, Roche) e
10 uL de DNAse (100 ug/mL) em 4 mL de meio RPMI-1640 durante 45 minutos em estufa de
CO, a 37°C. Apos este periodo as amostras foram processadas em cellstrainerse transferidas
para tubos contendo HBSS (Hank'sBalanced Salt Solution). Os tubos foram centrifugados a
450 x g por 7 minutos e os pellets foram entdo ressuspendidos em 6mL de Percoll 37% (GE
Healthcare). Esta suspensao foi adicionada lentamente sobre 3 mL de Percoll 70% em tubos
de 15 mL e centrifugada a 950 x g por 20 minutos a temperatura ambienteem centrifuga com
o freio e aceleracdo desativados. Ao final da centrifugacédo, a fase superior contendo grande
concentracdo de mielina foi coletada por succdo e desprezada. O anel contendo células
mononucleares foi coletado e transferido para tubos de 15 mL aos quais se adicionou RPMI-
1640 suplementado contendo soro bovino fetal (10%, Gibco), L-glutamina (4 uM, Sigma),
aminoacidos ndo essenciais (1%, Sigma), piruvato (1%, Sigma) e antibidtico/antimicético
(0,1%, Sigma). As células foram entdo centrifugadas a 450 x g a 4°C por 10 minutos. Para a

indugdo da producdo de citocinas, as células totais foram distribuidas em placas de 24 pogos
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(5x10° células/pogo em 0,5 mL), estimuladas com MOG (50 pg/mL) e simultaneamente
tratadas com rapamicina (10 e 20 nM) e entdo incubadas em estufa a 37°C e 5% CO> durante
48 horas. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C para posterior dosagem
de citocinas e as células foram armazenadas a -80°C para posterior analise de expressdo
génica por PCR.

6. Cultura de linhagem celular BV-2

Células da microglia da linhagem celular BV-2 (BCRJ, cddigo 0356) foram cultivadas
e expandidas em frascos de cultura contendo uma area de superficie de 25 cm?, com meio
DMEM-High Glucose (Gibco) suplementado contendo soro bovino fetal (10%, Gibco),
piruvato (1%, Sigma) e antibi6tico/antimicotico (0,1%, Sigma). Para a inducdo da producdo
de citocinas, as células foram distribuidas em placas de 24 pocos (5x10° células/pogo em 0,5
mL) e incubadas por 2,5 horas para aderéncia em estufa a 37°C e 5% CO». Apos retirada das
celulas ndo aderentes, as celulas restantes foram tratadas com rapamicina (10 e 20 nM) e
simultaneamente estimuladas com LPS (100 ng/mL, 0111:B4, Sigma) e entdo incubadas em
estufa a 37°C e 5% CO> durante 24 horas. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a
-20°C para posterior dosagem de citocinas. As celulas foram desaderidas utilizando cell
scraper e preparadas para analises de citometria de fluxo ou armazenadas a -80°C para
posterior analise de expressdo génica por PCR. Algumas células, sob as mesmas condigcdes
citadas acima, foram cultivadas sobre laminulas de vidro para posterior coloracdo com

Pandtico Réapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil), seguindo instrugdes do fabricante.

7. Quantificacao de citocinas por ELISA

As citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-5, IL-6, IL-17, IL-10 e TGF-B, foram
quantificadas no sobrenadante de culturas de células esplénicas e da linhagem celular BV-2
por ensaio imunoenzimatico utilizando o kit comercial para camundongos (R&D Systems)
segundo as instrucGes do fabricante. Os resultados foram adquiridos em leitor BioTek® a 450
nm no Departamento de Microbiologia e Imunologia (IBB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil) e as

analises foram realizadas no software GEN5 Data Analysis Software.

8. Quantificacdo de citocinas por CBA

A quantificacdo de citocinas do sobrenadante de culturas de células do SNC foi
realizada através do método de CBA (Cytometric Beads Array), segundo as instrugdes do
fabricante, utilizando kit comercial para detecgéo de IL-2, IFN-y, TNF-a, IL4, IL-10, IL-6 e
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IL-17A (Mouse Th1/Th2/Thl7 Cytokine Kit — BD Biosciences). Apds distribuir 50 ul das
beads de captura nos tubos de ensaio, foram adicionados 25 ul de cada amostra e entdo
incubados durante 2 horas e protegido de luz. As leituras foram realizadas no citometro de
fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences) no Departamento de Microbiologia e Imunologia
(IBB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil).

9. Extracdo de RNA

O RNA total das amostras do SNC foi extraido utilizando o kit RNeasy Mini
(Qiagen), seguindo as instrugBes do fabricante. O pellet de células do baco e células da
microglia (linhagem BV-2) foram extraidos utilizando 0 reagente TRIzol™ (Life
Technologies, Austin, TX, EUA). O RNA extraido foi ressuspenso em 20 uL de agua ultra-
pura e livre de endonucleases (DEPC). As amostras de RNA foram quantificadas através do
equipamento NanoDrop 2000 e entdo 200 ng de RNA foram convertidos em cDNA utilizando
o kit de Transcricdo Reversa de cDNA de Alta Capacidade (Life Technologies) de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

10. Ensaio de RT-gPCR

A expressdao de TBX21 (Mn00450960 ml), RORc (Mm01261022_ml), GATAS3
(MmO00484683_m1), FoxP3 (Mm00475162_m1), ARG1 (Mm00475988_m1),
TREM2(Mm00451744_m1), INOS (Mm00440502_m1), e NF-kB (Mm00482418 ml) foi
analisada em comparacdo com os niveis de GAPDH (Mm99999915 ml). Os niveis de
GAPDH (house keeping gene) ndo foram alterados pelos tratamentos ou estimulos (figura
suplementar 1). As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas usando os Ensaios de
Expressio Génica TagMan™ de acordo com as recomendacdes do fabricante
(AppliedBiosystems, Carlsbad, CA, EUA). Os niveis de expressdao génica foram
representados como diferenca de expressdo relativa usando o método 2724Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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Figura suplementar 1. Efeito da rapamicina na expressdo de GAPDH. Células totais do
baco (5 x10° células/poco) e do SNC (5 x10° células/poco) de camundongos C57BL/6 com
EAE foram estimuladas in vitro com MOG (20 e 50 ug/mL) e simultaneamente tratadas com
rapamicina (10 e 20 nM) e incubadas por 48 horas. Células da alinhagem microglial BV-2
foram estimuladas in vitro com LPS (100 ng/mL) e simultaneamente tratadas com rapamicina
(10 e 20 nM) e incubadas por 24 horas. Apds o periodo de cultura, as células foram utilizadas
para avaliar a expressdo do mRNA do gene endégeno GAPDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase). Dados expressos em media * erro padrdo da média, n=8, somatorio de 3
experimentos independentes. ANOVA com pos teste de Tukey, letras diferentes representam
diferenca entre os grupos, p<0,05.
11. Atividade celular

O MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) é um sal
soluvel em agua que reage com as desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células
metabolicamente ativas resultando na producdo de cristais de formazana de cor roxa,
insoluveis em agua. Esse sal €, portanto, utilizado para verificar a metabolismo mitocondrial e
consequentemente a atividade metabdlica celular (RAI et al., 2018). A tividade metabdlica da
linhagem BV-2 foi averiguada apds 24 horas de cultura. O sobrenadante foi desprezado e as
células ressuspensas em RPMI-1640 contendo MTT (5 mg/mL). A placa foi entdo incubada
por 2 horas em estufa a 37°C em 5% CO. e, apos este periodo, centrifugada por 5
minutos/1500 rpm. O sobrenadante foi retirado e as células ressuspensas em 100 uL de
Dimetilsulféxido (DMSO). Apds 5 minutos os resultados foram adquiridos em leitor BioTek®
a 540 nm no Departamento de Microbiologia e Imunologia (IBB-UNESP, Botucatu, SP,
Brasil). O indice de atividade metabolica foi calculado de acordo com a equacdo: DO da

cultura teste / DO da cultura controle.
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12. Imunofenotipagem celular por citometria de fluxo

As células da linhagem BV-2 foram incubadas com os seguintes anticorpos marcados
com fluorocromos (eBioscience): anti-CD11b-PerCP (M1/70), anti-MHC II-APC
(M5/114.15.2), anti-CD40-FITC (1C10) e anti-CD86-PE (GL1). Ap6s incubacdo por 30 min
a 4°C, as células foram lavadas com tampdo AutoMacsRunning Buffer (MiltenyiBiotec) e
ressuspendidas no mesmo tampdo. As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 1% e as
leituras foram feitas utilizando-se o citdmetro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences) do
Instituto de Biociéncias (UNESP, Botucatu, SP) com o software FACS Diva, e 0s dados
foram analisadas com o software FlowJo (TreeStar).

13. Anélise estatistica

Inicialmente, todas as amostras foram testadas quanto a normalidade. No caso das
variaveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em media e erro padrdo da
média (SEM); a comparacdo entre dois grupos foi realizada por teste t ndo pareado e entre
mais de 3 grupos foi realizada por ANOVA seguida de teste de Tukey. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e os dados foram analisados pelo pacote estatistico SigmaPlot
for Windows version 2.0 (1995, Jandel Corporation, Califérnia, EUA). Os graficos foram
feitos utilizando o programa Graph Pad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, United States).
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Resultados

1. Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas dos animais com EAE

Conforme esperado, as fémeas de camundongos C57BL/6 imunizadas com MOG
desenvolveram os sinais clinicos da encefalomielite autoimune experimental (EAE),
caracterizados por paralisia (figura 1A) e perda de peso corpéreo (figura 1B). Animais que
atingiram, pelo menos, o escore dois foram utilizados no estudo. Como mostrado na figura
1C, observamos infiltrado inflamatorio co-localizado com é&reas de desmielinizacdo

principalmente na substancia branca da medula lombar.
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Figura 1. Caracteristicas clinicas e histopatologicas dos animais com encefalomielite
autoimune experimental utilizados nos experimentos. C57BL/6 fémeas foram imunizadas
com MOG via subcutanea no dorso e inoculadas com toxina pertussis. O escore clinico (A)
foi observado diariamente durante 16 dias. A perda de peso (B) foi calculada através do
percentual de diferenca entre o peso final (dia 16) e o peso inicial (0). O processo inflamatorio
(hematoxilina-eosina - H&E) e a desmielinizacdo (luxol fast blue — LFB) na medula lombar
(C) foram avaliados em animais controles (CTL) e animais com EAE (escores 2 e 4) em
microscopio 6tico comum no aumento de 10X e encontram-se em destque na figura. ANOVA
com pos teste de Tukey, p<0,05, n=4/grupo experimental.

A
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2. A rapamicina reduz a producao de IL-17 por células esplénicas de animais com EAE

Acredita-se que a resposta imune periférica seja um evento importante na
imunopatogénese da EM. Por isto avaliamos, inicialmente, o efeito in vitro da rapamicina
sobre células esplénicas. As células esplénicas totais foram estimuladas in vitro com MOG na
presenca de rapamicina e cultivadas por 48 horas. Apos este periodo, avaliamos a expressdo
relativa de fatores de transcricdo e a producdo de citocinas consideradas assinaturas de
subpopulacdes de linfécitos T. A presenga de 10 e 20 nM de rapamicina ndo afetou a
expressdao de TBX21 (figura 2A), RORc (figura 2B), GATAS3 (figura 2C) e FoxP3 (figura
2D).

Em relacdo a producdo de citocinas, o tratamento com rapamicina diminuiu de forma
significativa a producgdo de IL-17 (figura 2F). Os niveis de IFN-y, IL-5, IL-2, TNF-a ¢ IL-6
(figura 2E,G-J) foram discretamente diminuidos na presenga de rapamicina.

3. A rapamicina diminui a producéo de citocinas encefalitogénicas

Avaliamos a seguir o efeito da rapamicina em células mononucleares eluidas do SNC
de camundongos com EAE. De maneira similar ao baco, as celulas do SNC foram
estimuladas in vitro com MOG na presenca de rapamicina e cultivadas por 48 horas. Apos
este periodo, avaliamos a expressao relativa de fatores de transcricdo e a producdo de
citocinas consideradas assinaturas das principais subpopulagdes de linfécitos T. Como pode
se observar na figura 3, ndo ocorreu reducdo na expressdo de TBX21 (figura 3A) e FoxP3
(figura 3C). No entanto, o tratamento com rapamicina determinou reducdo significativa na
expressdo de RORc (figura 3B). O calculo da relacao entre a expressdo de FoxP3 e RORc
permite visualizar uma proporcao maior de Tregs em comparacdo com as células Th17 (figura
3D).

Em relacdo a producdo de citocinas a rapamicina diminuiu significativamente a
producéo de IFN-y (figura 3E), IL-17 (figura 3F), IL-10 (figura 3H) e TNF-a (figura 3I). A
presenca de rapamicina ndo afetou significativamente a producao de IL-2 (figura 3G), IL-6
(figura 3J) e TGF-B (figura 3K).
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Figura 2. Efeito da rapamicina na expressdo de fatores de transcricdo e na producao de
citocinas por células esplénicas. Células totais do baco de camundongos C57BL/6 com EAE
foram estimuladas in vitro com MOG (20 ug/mL) e simultaneamente tratadas com rapamicina
(10 e 20 nM). Ap6s 48 horas de cultura (5 x10° células/poco) as células foram utilizadas para
avaliar a expressdo dos fatores de transcricdo TBX21 (A), RORc (B), GATA3 (C) e FOXP3
(D) e o sobrenadante foi utilizado para quantificacdo das citocinas IFN-y (E), IL-17 (F), IL-
5(G), IL-2 (H), TNF-a (I), IL-6 (J) IL-10 (K) e TGF-p (L). Dados expressos em media + erro
padrdo da media, n=8, somatorio de 3 experimentos independentes. ANOV A com pos teste de
Tukey, sem tratamento vs rapamicina 10 nM vs rapamicina 20 nM, p<0,05.
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Figura 3. Efeito da rapamicina na expressdo de fatores de transcricdo e na producao de
citocinas por células do SNC. Células totais do SNC de camundongos C57BL/6 com EAE
foram estimuladas in vitro com MOG (50 ug/mL) e simultaneamente tratadas com rapamicina
(10 e 20 nM). ApGs 48 horas de cultura (5 x10° células/poco) as células foram utilizadas para
avaliar a expressdo dos fatores de transcricdo TBX21 (A), RORc (B) e FOXP3 (C) e o
sobrenadante foi utilizado para quantificacdo das citocinas IFN-y (E), IL-17 (F), IL-2 (G), IL-
10 (H),TNF-a (1), IL-6 (J) e TGF-B (K). A razdo (D) entre células reguladoras (TREG) ¢
células efetoras (Th17) foi calculada utilizando os valores de expressdo dos genes FOXP3 e
RORc, respectivamente. Dados expressos em meédia + erro padrdo da média, n=8, somatorio
de 3 experimentos independentes. ANOVA com pos teste de Tukey, sem tratamento vs
rapamicina 10 nM vs rapamicina 20 nM, p<0,05.
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4. A rapamicina induz um perfil M2 em células da microglia

Como a microglia é uma das popula¢des de células do sistema imune residentes no
SNC e que participa ativamente da EAE, testamos o efeito da rapamicina em células BV-2,
uma linhagem microglial de origem murina.

Inicialmente investigamos o efeito da rapamicina na atividade metabdlica, como
indicado na figura 4A. O ensaio do MTT mostrou que o tratamento com rapamicina (10 e 20
nM) ndo afetou a atividade metabolica destas células. No entanto, a estimulagdo com LPS,
utilizado como controle positivo de ativacdo da microglia, reduziu significativamente a
atividade mitocondrial destas células, mesmo na presenca de rapamicina. O tratamento com
rapamicina restaurou, pelo menos em parte, as projecOes citoplasmaticas inicialmente
reduzidas devido a estimula¢do com LPS (figurta 4B).

Em relacdo a producéo de citocinas, como esperado, o estimulo com LPS determinou
aumento significativo das trés citocinas avaliadas: TNF-a, IL-6 e IL-10. O tratamento com
rapamicina determinou queda significativa na producdo de TNF-a (figura 4C) e IL-6 (figura
4D) e diminuicdo discreta na producéo de IL-10 (figura 4E).

Avaliamos a seguir o efeito da rapamicina na polarizacdo da microglia através da
expressdo de genes relacionados ao perfil M2 (TREM2 e ARGL1) e de genes relacionados ao
perfil M1 (iNOS, NF-kB). O tratamento com rapamicina induziu expressao significativamente
maior de TREM2 (figura 5A) e expressdo reduzida, apesar de ndo significativa, de ARG,
INOS e NF-kB (figura 4B-D). Também foi avaliada a intensidade média de fluorescéncia
(MFI) das moléculas de superficie MHC Il, CD40 e CD86 (figura 5E). Como esperado e
mostrado na figura 5 (F-H), o estimulo com LPS determinou aumento significativo nos niveis
de expressao destas trés moléculas. A adicdo de rapamicina nas culturas estimuladas com LPS

determinou reducéo significativa na expressao das mesmas.
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Figura 4. Efeito da rapamicina na atividade metabdlica e na producéo de citocinas por
células da microglia. Cultura de células da linhagem BV-2 foi estimulada in vitro com LPS
(100 ng/mL) na presenca de rapamicina (10 e 20 nM). Apo6s 24 horas de cultura (5x10°
células/poco) foi avaliada a atividade mitocondrial pelo ensaio do MTT (A) e a morfologia
pela coloracdo com Panotico (B) e foi realizada a dosagem de citocinas no sobrenadante:
TNF-a (D), IL-6 (E) e IL-10 (F). Dados expressos em média + erro padrdo da média, n=8,
representativo de 3 experimentos independentes. Teste t, sem estimulo vs com estimulo,
*representa p<0,05; ANOVA com pds teste de Tukey, sem tratamento vs rapamicina 10nM vs
rapamicina 20 nM, letras diferentes representam p<0,05.
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Figura 5. Efeito da rapamicina na polarizacdo da microglia. Culturas de células da
linhagem BV-2 foram estimuladas in vitro com LPS (100 ng/mL) na presenca de rapamicina
(10 e 20 nM). Apds 24 horas de cultura (5x10° células/pogo), as células foram utilizadas para
avaliar a expressdao de mRNA para: TREM2 (A), ARG1 (B), INOS(C) e NF-xB (D), e
imunofenotipadas por citometria de fluxo. Foram adquiridos 50 mil eventos e as células foram
analisadas quanto a intensidade média de fluorescéncia (E) de MHC Il (F), CD40 (G) e CD86
(H). Dados expressos em média = erro padrdo da média, n=5-6, representativo de 2
experimentos independentes. Teste t, sem estimulo vs com estimulo, *representa p<0,05;
ANOVA com pds teste de Tukey, sem tratamento vs rapamicina 10 nM vs rapamicina 20 nM,
letras diferentes representam p<0,05
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Discussao

A rapamicina foi inicialmente descoberta como um metabdlito antifingico produzido
por Streptomyces hygroscopicus (LI; KIM; BLENIS, 2014). Entretanto posteriormente ficou
demonstrado que também era dotada de atividade antiproliferativa e imunossupressora e, por
isso, foi sugerida para o tratamento de pacientes transplantados para evitar rejeicdo (VEZINA;
KUDELSKI; SEHGAL, 1975) e de pacientes com determinadas neoplasias
(MUKHOPADHYAY et al., 2016). Recentemente, tem sido sugerida a utilizacdo da
rapamicina para tratamento de doencas degenerativas, como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e atrofia espinocerebelar dominante (ASO; FERRER, 2013).

Uns poucos trabalhos tém indicado que a rapamicina & capaz de controlar o
desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE) em camundongos SJL
(ESPOSITO et al., 2010) e C57BL/6 (HOU et al., 2017) e que podemos, portanto, considera-
la na terapia da esclerose multipla (EM). Em apenas um estudo publicado foi testada a
eficAcia da rapamicina em pacientes com EM. Apos 6 meses de tratamento com este
medicamento, Bagherpour e colaboradores (BAGHERPOUR et al., 2018) observaram
reducdo do tamanho das placas e aumento da expressdo do FOXP3 nestes pacientes. Nesse
contexto, o principal objetivo desta investigacdo foi caracterizar o potencial imunomodulador
da rapamicina em células derivadas de um orgdo linfoide secundario e também do sistema
nervoso central (SNC). A linhagem de células da microglia, BV-2 foi usada para ensaios
adicionais.

As células empregadas para testar o potencial imunomodulador da rapamicina foram
retiradas de camundongos C57BL/6 com EAE, que desenvolveram uma patologia tipica
identificada pelo aparecimento de escores clinicos, pela perda de peso corporal e infiltracdo
inflamatdria e desmielinizacdo no SNC. Foram realizados trés experimentos independentes,
sendo que as células foram obtidas na fase aguda da EAE, ou seja, 16 dias ap06s inducdo da
doenca. Apesar de algumas diferencas, nos trés experimentos o escore clinico minimo
atingido pelos animais foi 2 e apenas no experimento 2 0s animais atingiram o escore clinico
4.

Utilizamos neste trabalho duas concentragdes de rapamicina, 10 e 20 nM. Zheng e
colaboradores (ZHENG; DING; JAHAN, 2014) mostraram que concentragdes de rapamicina
de 0, 1, 5, 10 e 20 nM apresentavam baixa toxicidade em culturas de células endoteliais de

hemangioma de camundongo. Fletcher e colaboradores (FLETCHER et al., 2013) utilizando
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10 e 20 nM de rapamicina relataram que o tratamento in vitro com rapamicina em modelo
com acidente vascular encefalico (AVC), melhorou a viabilidade dos neurdnios. O trabalho de
Zhong e colaboradores (ZHONG et al., 2012), utilizando a dose de 10 nM de rapamicina na
linhagem microglial BV-2, demonstrou que esta concentracdo de rapamicina ndo alterou a
viabilidade destas celulas.

Inicialmente testamos e comparamos o efeito da adicdo de rapamicina em células
esplénicas e em células derivadas do SNC, no que diz respeito a expressdo dos fatores de
transcricdo das principais subpopulacbes de células T e a producdo de citocinas. Este
procedimento pretendia reproduzir o possivel efeito in vivo da rapamicina tanto nas células
reativas que ainda estavam no 6rgao linfoide secundario como também nas células reativas
que ja atingiram o SNC. Para tanto, adicionamos o estimulo especifico peptideo da
glicoproteina da mielina de oligodendrécitos (MOG) e o imunossupressor (rapamicina)
concomitantemente.

Contrariamente a nossa expectativa, o fator de transcricdo TBX21, que propicia a
producdo da citocina inflamatoria IFN-y ¢ a diferenciagcdo de células Thl (SZABO et al.,
2000), ndo foi afetado pela rapamicina nem no baco nem nas células do SNC. Ja em relacédo
ao RORc, que é o fator de transcricdo assinatura de células Thl7 (CASTRO et al., 2017),
constatamos que a rapamicina determinou modulagéo evidente em células do SNC mas néo
do baco. Este achado foi considerado altamente relevante porque as celulas Thl7
desempenham um papel patogénico reconhecido em ambas, EAE e EM (MCGINLEY et al.,
2018). Os resultados do tratamento experimental da encefalomielite com rapamicina
sustentam este achado mostrando que este farmaco suprimiu a via de sinalizagdo mTOR -
STAT3 que é importante para a resposta Th17 (HOU et al., 2017).

O fato da rapamicina ter modulado o RORc no SNC mas ndo no bago, pode estar
associado a cinética de migracdo das células durante o desenvolvimento da EAE, com maior
acumulo de células Th1l7 no SNC. O trabalho realizado por (MURPHY et al., 2010),
descreveu a cinética de células T CD4+ secretoras de IFN-y, de IL-17 ou de ambas as
citocinas. No 14° dia ap06s inducdo da EAE, os autores observaram maior percentual de
celulas T CD4+ que secretam IFN-y, mas ndo IL-17 (células Thl), no bago. Em contraste com
a periferia, em amostras de cérebro os autores observaram maior percentual de células T
CDA4+ que secretam IL-17 (células Th17), IFN-y (células Th1) ou ambas as citocinas (Células
Th1/Th17). J& em amostras de medula espinhal, a cinética é similar ao baco, com maior
percentual de células T CD4+ que secretam IFN-y, mas ndo I1L-17 (células Thl).

O fator de transcricdo Foxp3 é considerado crucial para a diferenciacdo de células T
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reguladoras (LI et al., 2015). Esta bem estabelecido que a capacidade da rapamicina em
controlar o desenvolvimento de EAE se deve, pelo menos em parte, a expansdo dessas células
(ESPOSITO et al., 2010). No entanto, ndo encontramos aumento significativo na expressao
do RNA mensageiro de Foxp3 em culturas de baco e de SNC. Este resultado foi atribuido a
exigéncia de condi¢cBes muito rigorosas para a expansdo de Treg, que inclui niveis elevados
de IL-2 (BATTAGLIA; STABILINI; RONCAROLO, 2005), como também requer longos
periodos de incubagdo, populacbes de células purificadas e estimulos definidos como
CD3/CD28 (HE et al., 2017).

A comparacdo entre a producdo de citocinas em culturas de bago e em culturas do
SNC indicou que as células derivadas do SNC eram mais fortemente moduladas pela
rapamicina. Esse achado assemelha-se ao supracitado e relacionado aos fatores de transcricao.
Portanto, € possivel que a atividade da rapamicina dependa da origem celular, estado de
ativacdo e talvez da quantidade de células especificas que estdo sendo testadas. Neste sentido,
tem fundamento acreditar que a proporcdo de células especificas para MOG no SNC de
camundongos com EAE é muito maior do que no bago desses animais.

Considerando que a estimulacdo especifica do TCR é um dos principais eventos que
desencadeia a ativagio do mTOR (HAMILTON et al., 2014; WAICKMAN; POWELL,
2012), podemos inferir que as células ativadas seriam 0s principais alvos desse farmaco.
Além disso, resultados preliminares, ndao apresentados nesta dissertacdo, mostraram uma
modulacdo significativa da rapamicina sobre células esplénicas oriundas de animais normais
estimuladas com a concanavalina A (ConA), que € um ativador policlonal. Sendo assim, a
capacidade imunomoduladoras da rapamicina € provavelmente afetada pelo ambiente
inflamatério, o que condiz com nossos achados.

No que diz respeito a producdo de citocinas pelas células eluidas do SNC, a adicdo de
rapamicina reduziu significativamente a producdo de IFN-y, IL-17 e TNF-a, enquanto a
producdo de IL-10, IL-6, IL-2 e TGF-B foi levemente reduzida. Este ¢ um assunto complexo,
mas, a luz da literatura, essa inibicdo pode ser atribuida a diferentes mecanismos como
reducdo na apresentacdo de antigenos (THOMSON; TURNQUIST; RAIMONDI, 2009) e/ou
regulacdo negativa dos fatores de transcricdo de células T diretamente ou através do bloqueio
do ciclo celular de T dependente de IL-2 (GONZALEZ MURCIA et al.,, 2013). Neste
contexto, a inibicdo da IL-17 pode ser atribuida a inibicdo da expressdo de RORc. Por outro
lado, a producdo de IFN-y e TNF-o ndo parece estar relacionada a inibicdo de TBX21,
estando possivelmente associado a outros mecanismos.

Considerando a literatura que associa a sensibilidade de mTORC1 e mTORC2 a
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concentragdes distintas de rapamicina (TOSCHI et al., 2009) e o fato do mTORC1 promover
diferenciagdo Thl e Th1l7 enquanto 0 mTORC2 medeia a polarizagdo Th2 (DELGOFFE et
al., 2011), acreditamos que o protocolo adotado neste trabalho favoreceu a via metabdlica
associada ao mTORCL.

A metodologia utilizada para isolamento de leucécitos do SNC possibilita a retirada de
celulas mononucleares residentes (neurdnios, astrocitos, oligodendrdcitos, microglia), que ndo
expressam ou apresentam baixa expressdo de CD45, e células mononucleares infiltrantes
(leucdcitos), que apresentam elevada expressao de CD45 (PINO; CARDONA, 2011). Dentro
da populagdo CD45+, que inclui todos os leucdcitos infiltrantes, estd também a microglia,
uma célula da resposta imune inata residente do SNC. Associando a molécula CD11b, um
receptor de complemento 3 que é expresso em fagdcitos, é possivel distinguir a populagéo de
microglia (CD45LowCD11b+) e macrofagos infiltrantes (CD45HighCD11b+) dos demais
leucocitos presentes no SNC (MURPHY et al., 2010). Considerando que nossas culturas
foram realizadas com células mononucleares totais, é possivel que a rapamicina esteja
afetando diretamente células da resposta imune inata, incluindo a microglia, o que poderia
explicar a baixa producdo de TNF-a sem a modulagdo de células Thl.

Como a microglia desempenha um papel fundamental nos distarbios neuroldgicos,
sendo capaz de promover tanto a progressdo da doenca quanto a homeostase do SNC (DU et
al., 2017; SZEPESI et al., 2018), dependendo de seu perfil de ativacdo, testamos sua
suscetibilidade a imunomodulacdo pela rapamicina. Também consideramos o fato de que
evidéncias experimentais indicam o envolvimento do mTOR na ativacdo pro-inflamatoéria da
microglia (DELLO RUSSO et al.,, 2009). Sendo assim, na etapa final deste projeto
investigamos o efeito da rapamicina em uma linhagem microglial conhecida como BV-2. Esta
linhagem é considerada um substituto valido para realizar diferentes investigacdes no sentido
de subsidiar os resultados encontrados em culturas primarias (HENN et al., 2009).

Iniciamos esta etapa analisando a atividade metabdlica de células BV-2 ap06s 24 horas
de contato com rapamicina. As duas concentracGes testadas ndo determinaram efeito
citotoxico sobre as células quando adicionadas sozinhas. No entanto, a adi¢cdo do LPS alterou
a ativiade metabdlica destas células e a rapamicina nao reverteu este processo. Outro achado
interessante € a diminuicdo de projecGes citoplasmaticas observadas nas culturas estimuladas
com LPS. Ao serem estimuladas, seja por estimulos patolégicos ou fisiologicos, a microglia
ativada perde as longas extensfes tipicas da fase de repouso e passa a apresentar extensoes
ameboides e comeca a produzir uma série de fatores que sdo estimulo-dependentes (LUO;

CHEN, 2012). Este achado foi o primeiro indicio de que a rapamicina poderia modular a
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microglia.

Para avaliar a ativacdo da microglia, analisamos também a producgdo de citocinas em
sobrenadante de cultura. Similarmente a outros relatos da literatura, a adigdo de rapamicina
nas células BV-2 estimuladas com LPS reduziu a producdo de citocinas pro-inflamatérias
(HAN et al., 2013; YE et al., 2017). Essa inibicdo tem sido associada a ativacdo da autofagia
(BUSSI et al., 2017; YE et al., 2017) e isso é relevante porque a perda da fungdo autofagica
no SNC tem sido associada com doencas neurodegenerativas (PLAZA-ZABALA; SIERRA-
TORRE; SIERRA, 2017). Para concluir esta investigacdo, testamos se a rapamicina seria
capaz de reprogramar a microglia com um fenétipo M1 para um fenétipo M2. A definicéo de
varios estados de ativacdo dos macrdfagos estad bem estabelecida pela literatura. Comparando
com macrofagos periféricos, a microglia tem caracteristicas semelhantes mas também Unicas
no que diz respeito a polarizacdo de fendtipos. O interesse em compreender a modulagéo e
polarizagdo de fenotipos da microglia reside no fato de ser esta uma alternativa terapéutica
com potencial para o tratamento de doencas neurodegenerativas que afetam milhares de
pessoas no mundo inteiro (CHERRY; OLSCHOWKA; O’BANION, 2014).

Historicamente, classifica-se a resposta (ativacdo) sofrida por essas células em classica
e alternativa. A ativacdo classica (M1) corresponde ao fenotipo pro-inflamatério/toxico,
caracterizada pela liberacdo de iNOS (induciblenitric oxide synthase), citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-1B e radicais livres (Ml et al., 2018). Por outro lado, o fendtipo anti-
inflamatério/protetor é voltado para a reparacdo tecidual, € representado pela ativacdo
alternativa (M2), na qual ha aumento de expressdo de ARG-1 (arginase 1), producdo de
citocinas anti-inflamatorias e expressdo de alguns receptores, como por exemplo 0 TREM2
(Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2). TREM2 é um receptor que pertence a
familia TREM expresso em macréfagos ativados, células dendriticas imaturas, osteoclastos e
principalmente na microglia, fazendo parte da resposta imune inata (COLONNA, 2003;
FORD; MCVICAR, 2009). Este desempenha algumas fungdes importantes na vigilancia
imunologica, incluindo interacdes célula-célula e retirada de detritos teciduais
(TAKAHASHI; ROCHFORD; NEUMANN, 2005).

No presente estudo, observamos uma modulacdo negativa da expressdo de mRNA
INOS e uma regulacdo positiva de mMRNA TREM2. Essas alteracbes tém sido
consistentemente associadas a uma polarizacdo da microglia para um fenétipo M2, promovida
pela expressdo de TREM2, um fator importante na troca dos fen6tipos da microglia (JIANG
et al., 2016; MACHADO-PEREIRA et al., 2017; ZHENG et al., 2018). Estes marcadores de

ativacdo microglial sdo uteis em estudos principalmente em doencas neurodegenerativas nas
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quais fica evidenciada a ativacao dessas células (FRANK-CANNON et al., 2009).

O efeito da rapamicina sobre as células da microglia foi ainda mais acentuado em
relacdo a expressdo de moléculas envolvidas na apresentacdo de antigenos (MHCII, CD40 e
CD86). Observamos uma diminuicdo significativa destes marcadores, 0 que aponta
claramente para a capacidade da rapamicina de diminuir o potencial dessas células em
apresentar antigenos no SNC. Além da apresentacdo de antigenos, as interagGes entre CD40-
CD40L foram relatadas como importantes na patogénese da EAE (CHITNIS; KHOURY,
2003), sendo que a ndo expressdo de CD40 ou CD40L pode bloquear o desenvolvimento da
doenca (CHITNIS; KHOURY, 2003).
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Consideracoes finais

Nesta investigagdo demonstramos que a rapamicina pode atuar in vitro tanto na
periferia quanto no SNC e que este farmaco interfere em varios niveis incluindo a sintese e
expressao de fatores de transcricdo e também a expressdo de moléculas envolvidas nos
processos de ativagdo de linfocitos T. Em resumo, ilustrado na figura abaixo, estes resultados
indicam que o potencial imunomodulador da rapamicina foi, em muitos aspectos, confirmado
pela utilizacdo de ensaios ex vivo e in vitro com células derivadas de camundongos com EAE
e com linhagem microglial (BV-2), respectivamente.

Portanto, propomos que outras moléculas candidatas a terapia de EM sejam
inicialmente rastreadas usando essa abordagem. Esta alternativa experimental ndo tem sido
explorada de forma evidente mas constitui, em nossa opinido, uma possibilidade que oferece
algumas vantagens. Neste sentido ressaltamos o uso de um namero significativamente menor
de animais e o barateamento da investigacdo uma vez que, no caso especial da EAE, a

inducdo da doenca é bastante dispendiosa.

RAPAMICINA
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