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INTRODUCAO

A EM é uma doenga autoimune, crOnica e desmielinizante, resultante de uma predisposi¢cao
genética combinada a fatores ambientais que levam ao aparecimento de um infiltrado inflamatério
de leucécitos no SNC e a produgdo de autoanticorpos contra antigenos préprios da mielina central (1).
O remédio oral DMF (cujo nome comercial é Tecfidera, da farmacéutica Biogen), convertido dentro
de Células Dendriticas (DCs) em seu metabdlito ativo, o MMF, é opcdo de tratamento para EM.
Entretanto, apesar de seus efeitos benéficos, os mecanismos de acdo do DMF ainda ndo estdo
completamente elucidados.

Sabe-se que células reguladoras, as Treg, desempenham um papel importante no controle do
modelo experimental da EM, a EAE, ao promover a manutencdo de um microambiente
antiinflamatédrio e impedir a agdo de outras células efetoras. Células Treg podem ser formadas a partir
de linfécitos T CD4+ naive com a participacdo de DCs (5, 6), apresentadoras de antigenos altamente
especializadas e com capacidade de ativar completamente linfécitos T. DCs imunogénicas, marcadas
pela expressdao de CD1lc, seriam maduras o suficiente para ativar plenamente os linfocitos T,
induzindo-os a um fendtipo imunogénico inflamatdrio. Por outro lado, DCs tolerogénicas,
identificadas por serem CD11b+ ou CD11b+/CD11c+, estariam em um estado de matura¢cdo menos
avancado, o que lhes conferiria uma menor capacidade de ativar linfécitos T naive, resultando na
diferenciacdo desses linfécitos no subtipo Treg (9).
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Assim, cumpre questionar se DMF agem no sentido de formar DCs tolerogéncias, uma vez que
tais células o absorvem e o convertem na forma ativa. Tal ocorrencia o que poderia explicar em parte
os efeitos observados da droga. Portanto, o presente projeto se prop&e a investigar o efeito do DMF
e MMF sobre DCs murinas geradas in vitro. Tendo em vista tais pontos, podemos questionar se os
efeitos do DMF poderiam advir da agdo dele sobre o processo de desenvolvimento das DCs, ou através
da modulacdo das DCs ja maduras, induzindo-as, em ambos os casos, a ter um carater tolerogénico,
gerando células Treg. E possivel também que o DMF, apds sua conversdo a MMF, aja na ativa¢do do
receptor HCAR2, que é expresso em variados tipos celulares, incluindo DCs (CHEN; ASSMANN; KRENZ;
RAHMAN; GRIMM; KARSTEN; KOHL; OFFERMANNS; WETTSCHURECK; SCHWANINGER, 2014),
reduzindo a resposta inflamatdria geral.

METODOLOGIA

As DCs foram geradas a partir de precursores da medula dssea extraidos dos fémures e tibias
de camundongos C57BL/6J. Os precursores da medula foram extraidos com o auxilio de uma seringa
com agulha, por meio de jatos da solucdo balanceada de Hanks e posteriormente centrifugados, com
as células vermelhas do sangue sendo lisadas com tampdo de lise de hemacias e as células
progenitoras cultivadas por 12 dias. O meio consistiu em RPMI acrescido de 10% soro fetal bovino,
10ng/ml de GMCSF, 1% de antibidtico e 1% de glutamina. A partir do dia 2 de cultura, parte das células
recebeu DMF na concentragao de 70uM, outro grupo o MMF na concentragdo de 50uM, e outro grupo
nenhum tratamento (somente o veiculo, DMSO). O meio foi trocado a cada 2 dias ou antes, quando
necessario. Apds os 12 dias, DCs imaturas foram induzidas a maturagdo com LPS (5ng/ml, por 24h).
Para qPCR, metade das células foram expostas, também apds 12 dias, ao inibidor de Hcar2,
Mepenzolato Bromide (MB, 0,2mM).

Anticorpos reativos a camundongo anti-CD11b BV-421, anti-CD11c APC-Cy7, anti-CD80 BUV
325, antiCD86 BUV-775, anti-HCAR-2 PE e anti-MHCII Pe-Cy7 foram utilizados para marcacdo. Todas
as amostras foram incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente, na auséncia de luz,
ressuspendidas em 100ul de PBS1x acrescido de 1% de SFB contendo todos os anticorpos acima
listados. Como controle, uma amostra sem marcacao (branco) foi preparada, além do controle
isotipico de cada fluorocromo. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram lavadas com 1ml de
PBS1x e centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos, para precipitar as células. O sobrenadante foi
guardado e o pellet de células ressuspendidas em 300ul de PBS1x. As amostras foram assim adquiridas
em um citdmetro de fluxo FACs Symphony (BD, USA), e todos os arquivos analisados no programa
FlowlJo 10.

As células da cultura DC tiveram o mRNA total extraido usando o kit RNAeasy mini (seguindo
as instrugdes do fabricante), sendo ele posteriormente convertido em cDNA usando o kit High
Capacity cDNA (de acordo com as recomendagbes do fabricante) em um termociclador
(AppliedBiosystem). Os gPCRs em tempo real foram feitos na maquina 7500 fast real-time PCR system,
da AppliedBiosystem. Primers marcados com tagman foram obtidos da Applied Biosystem para a
anadlise de expressao de IDO-1, Hcar 2, Zfp36 e IL 27. Como controle enddgeno, foi usado primer de
B2—microglobulina (B2m).

Analises estatisticas foram realizadas com a aplicagdo de testes ndo paramétricos no software
GraphPad Prism 6. Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para a comparagao de trés ou mais grupos,
seguido do teste de Mann-Whitney para comparacdo entre pares. Diferencas foram consideradas
significativas se apresentarem um valor p<0.05.
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RESULTADOS PARCIAIS

Quando analisamos os resultados pela citometria de fluxo, vemos que a expressao de algumas
moléculas relacionadas a apresentacdao de antigenos entre as diferentes populagdes, podemos
observar uma diferencga estatisticamente significativa nas populacées CD11b+ que expressam CD86 e
MHC de classe Il e que seriam, pelo menos em tese, tolerogénicas (Figuras A e B). Dessa forma, a nossa
hipétese é que os tratamentos com DMF ou MMF in vitro tém favorecido a apresentagao de antigeno
de células dendriticas com carater tolerogénico e, por consequéncia, favorecido também a formacao
de células T reg.
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Figura | - Grafico de pontos expondo as porcentagens de DCs CD11b+CD86+ nas populagées tratadas com MMF, DMF e
veiculo; Figura J - Grafico de pontos expondo as porcentagens de DCs CD11b+MHC I+ nas populagbes tratadas com MMF,
DMF e veiculo.

Analizando a gPCR, temos que a expressao de IDO e HCAR-2 se mostrou significativamente
elevada quando as células foram tratadas com MMF em relacdo ao tratamento com DMF (fig x e x).
Tais resultados de expressdo também corroboram a hipdtese de que a presenca de MMF no
microambiente fariam com que as células pendessem para um perfil tolerogénico, uma vez que ambos
os fatores contribuem para a regulagdo metabdlica do sistema imune (Fig C e D).
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Figura C - Grafico de barras expondo a expressao do mRNA de IDO-1 em populagdes de DCs tratadas com veiculo, DMF e
MMF; Figura D - Grafico de barras expondo a expressdo do mRNA de Hcar2 em populages de DCs tratadas com veiculo,
DMF e MMF.
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CONCLUSOES PARCIAIS

Temos entdo que o tratamento in vitro com DMF e MMF promovem a geragao de DC
supostamente tolerogénicas (CD11b+) que tem uma maior expressdo de CD86 e MHC de classe Il.
Ainda, o Tratamento in vitro com MMF aumenta a expressdo génica de HCAR2 e IDO1, corroborando
a hipétese de que o MMF promove a acdo de DCs tolerogénicas.

Sendo assim, os proximos passos do projeto seriam fazer co-cultura de linfécitos com os
diferentes subtipos de DC (CD11b+, CD11b+CD11c+, CD11c+) na presenga de MOG, para assim avaliar
a geracdo de células Treg e, caso os resultados dos experimentos sejam promissores, fazer a
transferéncia adotiva de cada subtipo de DCs para animais com EAE para avaliar a evolucao clinica da
doencga.
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