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RESUMO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doencga autoimune desmielinizante do Sistema
Nervoso Central (SNC), e atinge milhdes de pessoas pelo mundo, causando
sintomas motores, cognitivos e sensoriais, sendo, a visao, particularmente afetada. A
participagdo de células imune periféricas na fisiopatologia da doenga € algo bem
descrito, e as terapias farmacoldgicas utilizadas na clinica tém estas células como
alvo. Contudo, as células imune residentes do SNC, como os astrocitos, também
contribuem ativamente para mecanismos benéficos e deletérios da doenca e
poderiam ser alvos farmacologicos estratégicos para o tratamento da EM. Astrécitos
podem adotar diferentes perfis de reatividade quando desafiados com estimulos
inflamatoérios. Na EM, pode-se encontrar astrécitos neurotdxicos, que agravam a
doencga, e astrocitos neuroprotetores, que atenuam a doenga, com prevaléncia dos
neurotoxicos. O Fingolimode € um dos principais farmacos para o tratamento da EM,
alvejando linfécitos e inibindo sua migracdo para o SNC. Além disso, ja foi
demonstrado que o farmaco também pode alvejar células do SNC, como astrécitos,
apesar de nao se saber seus efeitos sobre estas células. Com isso, nosso trabalho
buscou avaliar os efeitos do Fingolimode sobre marcadores astrocitarios
relacionados a fendtipos neurotoxicos e neuroprotetores em modelo de
desmielinizagdo por Cuprizona. O modelo permite investigar mecanismos
fisiopatolégicos analogos aos da EM, com participagao central das células do SNC.
A regido anatbmica investigada por nos foi o cértex visual, que é afetado na EM,
porém pouco estudada no modelo de Cuprizona. Demonstramos, por
imunofluorescéncia para MBP, que o Fingolimode n&o é capaz de reverter a
desmielinizacdo induzida por Cuprizona. Também mostramos, por imunomarcagao
para GFAP, que reatividade astrocitaria € observada no modelo de Cuprizona e com
o tratamento com Fingolimode. Além de que marcadores inflamatorios de astrocitos,
como LAMP1, C3 e Arg1 sdo aumentados no modelo de Cuprizona e que o
Fingolimode ndao os modula. Por outro lado, imunofluorescéncia para BDNF e GFAP
demonstrou que o fator neurotréfico aumenta com a Cuprizona e que o BDNF
astrocitario aumenta ainda mais com o tratamento com Fingolimode. Nossos
resultados sugerem que o Fingolimode induz resposta neuroprotetora astrocitaria no

coértex visual de camundongos desmielinizados com Cuprizona.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an autoimmune demyelinating disease of the Central
Nervous System (CNS), and affects millions of people around the world, causing
motor, cognitive and sensory symptoms, with vision being particularly affected. The
participation of peripheral immune cells in the pathophysiology of the disease is
something well described, and the pharmacological therapies used in the clinic have
these cells as a target. However, CNS resident immune cells, such as astrocytes,
also actively contribute to beneficial and deleterious mechanisms of the disease and
could be strategic pharmacological targets for the treatment of MS. Astrocytes can
adopt different reactivity profiles when challenged with inflammatory stimuli. In MS,
neurotoxic astrocytes can be found, which aggravate the disease, and
neuroprotective astrocytes, which attenuate the disease, with a prevalence of
neurotoxic agents. Fingolimod is one of the main drugs for the treatment of MS,
targeting lymphocytes and inhibiting their migration to the CNS. In addition, it has
already been demonstrated that the drug can also target CNS cells, such as
astrocytes, although its effects on these cells are not known. Therefore, our work
sought to evaluate the effects of Fingolimod on astrocytic markers related to
neurotoxic and neuroprotective phenotypes in a model of demyelination by
Cuprizone. The model makes it possible to investigate pathophysiological
mechanisms similar to those of MS, with central participation of CNS cells. The
anatomical region investigated by us was the visual cortex, which is affected in MS,
but little studied in the Cuprizone model. We demonstrated, by immunofluorescence
for MBP, that Fingolimod is not capable of reversing Cuprizone-induced
demyelination. We also show, by immunostaining for GFAP, that astrocytic reactivity
is observed in the Cuprizone model and with Fingolimod treatment. Furthermore,
astrocyte inflammatory markers such as LAMP1, C3 and Arg1 are increased in the
Cuprizone model and that Fingolimod does not modulate them. On the other hand,
immunofluorescence for BDNF and GFAP demonstrated that the neurotrophic factor
increases with Cuprizone and that astrocytic BDNF increases even more with
Fingolimod treatment. Our results suggest that Fingolimod induces astrocytic

neuroprotective response in the visual cortex of demyelinated mice with Cuprizone.
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1 - Introdugao

1.1 - Esclerose Miiltipla

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca de carater autoimune,
neuroinflamatéria e neurodegenerativa que afeta o Sistema Nervoso Central,
causando déficits sensoriais, motores e cognitivos em seus pacientes (Lassman,
2018; Lazo-Gomez et al., 2019). A doencga atinge principalmente adultos jovens
entre 20 e 40 anos de idade, sendo a principal disfungéo neuroldégica nao traumatica
nesta faixa etaria (Giovannoni et al., 2016; Lazo-Gomez et al., 2019). Cerca de 2,3
milhdes de pessoas pelo mundo sédo afetadas pela EM (Ohlmeier et al., 2020),
sendo 40 mil pacientes pelo Brasil, de acordo com a Associacdo Brasileira de
Esclerose Multipla (ABEM, 2022).

As manifestagdes clinicas da doencga sao heterogéneas, variando de paciente
para paciente, com diferentes graus de severidade e de modalidades sintomaticas
(Lazo-Gomez et al., 2019). Entre os sintomas observados na clinica listam-se: fadiga
muscular; perda da mobilidade; disfungdes urindrias, intestinais e sexuais;
dificuldades de fala; déficits cognitivos, como de raciocinio e memodria; e perdas
momenténeas ou duradouras da visao (Graham e Klistorner, 2016; Lassman, 2018;
Lazo-Gomez et al., 2019; Ohlmeier et al., 2020). Os déficits visuais sé&o
particularmente comuns entre os pacientes, ocorrendo em cerca de 80% dos casos
de EM (Graham e Klistorner, 2016; Cooray et al., 2019).

A forma mais comum de EM observada na clinica € a denominada Esclerose
Multipla Remitente-Recorrente. Os sintomas, nesta forma clinica, se manifestam em
surtos de intensa debilitagao, seguidos de periodos de atenuagéao e recuperagao dos
quadros clinicos. Ha também as formas progressivas da doenca, embora ocorram
mais raramente. A EM progressiva pode ser desenvolvida a partir da evolugdo de um
caso de EM Remitente-Recorrente, denominando-se Esclerose Multipla Progressiva
Secundaria; ou pode ocorrer desde a primeira manifestacdo da doencga,
denominando-se Esclerose Multipla Progressiva Primaria. A diferenca entre a EM
Remitente-Recorrente e as formas progressivas, € que, diferente da alternancia
entre surto e remissao presente na primeira, os quadros progressivos apresentam
debilitagdo continua em seus pacientes até que o acumulo de danos se torne letal
(Lazo-Gomez et al.,, 2019; Kunkl et al., 2020). No entanto, ndo é tdo simples a

classificagdo da doenga e ha muitas variagbes de paciente para paciente, havendo
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divergéncias clinicas mesmo entre pacientes classificados com a mesma forma de
doenca (Lazo-Gomez et al., 2019).

Apesar da heterogeneidade da EM, parte do que a define é a autoimunidade
contra a mielina encontrada no SNC. Células imune do paciente se encontram
reativas contra auto-antigenos de mielina e passam a atacar as células responsaveis
pela mielinizagdo no encéfalo e na medula espinal, os oligodendrocitos (Lassman,
2018; Lazo-Gomez et al., 2019; Olcum et al., 2019). A mielina é responsavel por
enovelar os axdnios neuronais, como espécie de isolante elétrico, permitindo a
conducéo rapida e eficiente dos impulsos nervosos (Purves et al., 2010). O ataque
autoimune contra a mielina prejudica, portanto, a propagagao dos impulsos nervosos
no SNC, além de gerar varias consequéncias relacionadas a inflamacéo e lesao
tecidual (Lassman, 2018; Lazo-Gomez et al., 2019; Olcum et al., 2019).

A etiologia da EM é desconhecida, apesar de existirem fatores genéticos e
ambientais considerados de risco para o desenvolvimento da doenca.
Hereditariedade, tabagismo, baixa exposi¢ao ao sol e infec¢des virais sdo alguns
dos fatores que se correlacionam com o aumento da probabilidade de se
desenvolver a EM (Parnell e Booth, 2017; Lassman, 2018; Lazo-Gomez et al., 2019).
Mas os eventos pelos quais ocorre a ativacdo autoimune contra a mielina ainda é
um mistério. Alguns autores se utilizam de algumas evidéncias para defender a
hipétese de que a autoimunidade se inicia na periferia € que somente depois a
inflamagao alcanga o SNC gerando a desmielinizagéo (Lucas et al., 2011; Robinson
et al., 2014; Lazo-Gomez et al., 2019). Outros apresentam dados que sugerem que
0 processo se inicia no SNC, em um processo primario de degeneragao da mielina,
acao inflamatdria das células imune residentes (microglia e astrocitos), e ativagao
secundaria de células imune periféricas (Yogev et al., 2012; Dendrou et al., 2015;
Voet et al., 2018; Lazo-Gomez et al., 2019). E ha ainda os que cogitam que as duas
hipéteses (periférica e central) podem ocorrer em diferentes casos (Lazo-Gomez et
al., 2019). De qualquer forma, a questao da origem da EM permanece em aberto.

Por muito tempo a EM foi caracterizada por placas desmielinizantes focais em
regides de substancia branca, onde se encontram muitos tratos axonais mielinizados
e relativamente poucos corpos celulares neuronais e poucas conexdes sinapticas.
No entanto, posteriormente tornou-se claro que as lesbes desmielinizantes também
ocorrem em regides de substancia cinzenta, como o cértex (Brownell e Hughes,

1962; Lassman, 2018). O afetamento destas regides ajuda a explicar, inclusive
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alguns sintomas, como prejuizos cognitivos e sensoriais (Lassman, 2018;
Lazo-Gomez et al.,, 2019). Os déficits visuais tdo comuns entre os pacientes se
correlacionam com as lesbes desmielinizantes encontradas no cortex visual
(Graham e Klistorner, 2016; Cooray et al., 2019). Além disso, a literatura recente
demonstra que a EM também afeta as sinapses (Mandolesi et al., 2015;
Lazo-Gomez et al., 2019; Mock et al., 2021; Huiskamp et al., 2022), encontradas em
grandes quantidades nas regides corticais. O que permite a classificacao de
sinaptopatia a doencga, além da canbnica classificacdo de neuroinflamagao
desmielinizante (Mock et al., 2021; Huiskamp et al., 2022). Nosso grupo inclusive
demonstrou alteracdes sinapticas no cértex visual em um modelo experimental de
EM (Espirito-Santo et al., 2021). Estudos que investigam eventos fisiopatolégicos da
EM no cortex visual sdo necessarios para a compreensao dos sintomas visuais,
além de serem uteis para a compreensdo de como a doenga afeta regides de
substancia cinzenta.

1.2 - Fisiopatologia

A fisiopatologia da EM se da em trés principais componentes que nao
ocorrem necessariamente em ordem cronologica. A ativagdo de ceélulas imune
periféricas, sobretudo linfécitos T autorreativos, contra auto-antigenos de mielina; a
quebra da Barreira Hematoencefalica (BHE), que passa a permitir a infiltracdo de
células periféricas no parénquima do SNC; e a ativacdo das células imune
residentes, microglia e astrocitos (Lassman, 2018, Lazo-Gomez et al., 2019; Olcum
et al., 2019; Kunkl et al., 2020).

A participacdo de células imune periféricas € amplamente descrita na
literatura. Os linfécitos T sdo fundamentais para a ativagdo de outras células.
Secretam citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y e IL-17, induzem reatividade tanto
de outras células de origem periféricas, quanto as células residentes (Olcum et al.,
2019; Kunkl et al., 2020). Linfocitos B reativos se convertem em células plasmaticas
secretando anticorpos e proteinas do sistema complemento contra a mielina,
induzindo atividade fagocitica por outras células (Olcum et al., 2019). Os linfécitos B
também passam a desempenhar fungédo de apresentagao antigénica, ativando varias
células contra a mielina (Olcum et al., 2019; Kunkl et al., 2020). Monécitos e
Macrofagos também sao atraidos pela presenga de quimiocinas, como CCL2, CCL3,
CXCL1, CXCL5, e CX3CL1 (Cui et al., 2020). Tais células atuam na fagocitose de

mielina e na secreg¢ao de fatores citotéxicos (Olcum et al., 2019; Cui et al., 2020).
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Linfocitos T CD8+ também participam ativamente na secregdo de citocinas e na
citotoxicidade contra oligodendrdcitos. Todas estas células também contribuem para
a producgao e secrecao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, como o
oxido nitrico (NO) que induz morte de oligodendrdcitos e de neurénios (Olcum et al.,
2019; Kunkl et al., 2020).

O SNC ¢ isolado da periferia pela BHE, que é composta, principalmente,
pelas células endoteliais dos vasos sanguineos e por astrocitos. Em condigbes
homeostaticas, a BHE protege o SNC contra substancias téxicas, patdégenos e
células periféricas, que podem gerar danos, principalmente em neurénios, que sao
muito sensiveis (Purves et al., 2010). As células endoteliais se encontram fortemente
aderidas entre si por jungdes ocludentes, impedindo a entrada de células entre elas
(Purves et al., 2010; Lazo-Gomez et al., 2019). Em contextos inflamatérios como da
EM, estas juncdes ocludentes s&o reduzidas e a BHE se torna mais permeavel. Esta
quebra da BHE agrava a inflamagdo na doenga por permitir a infiltragdo de mais
células imune periféricas (Lassman, 2018; Lazo-Gomez et al., 2019; Olcum et al.,
2019).

Microglia e astrécitos se tornam reativas em meio as reacgdes inflamatorias do
ambiente e passam a secretar citocinas, quimiocinas, NO, além de desempenharem
atividade fagocitica contra a mielina (Ponath et al., 2018; Chu et al., 2018; Voet et
al., 2018; Yi et al., 2019; Lazo-Gomez et al., 2019; Olcum et al., 2019; Kwon e Koh,
2020). Tais células que, em condicdes homeostaticas, protegem neurdnios e
oligodendrdcitos, através de secrecdo de fatores neurotroficos, deixam de
desempenhar fungdes neuroproteroras, no contexto inflamatério da EM (Ponath et
al., 2018; Chu et al., 2018; Voet et al., 2018; Yi et al., 2019; Kwon e Koh, 2020).
Astrocitos, que também sao importantes para a integridade da BHE, retraem seus
processos se deslocando das células endoteliais, agravando a quebra de barreira
(Ponath et al., 2018; Yi et al.,, 2019). A figura 1 ilustra a fisiopatologia da EM

mediada por estes componentes.
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Figura 1 - Imagem representativa da fisiopatologia da Esclerose Multipla. Imagem ilustra a
participagdo de células imune periféricas e das células imune residentes do SNC, astrocitos e
microglia. A parte inferior da imagem mostra a ativagdo de linfécitos T contra auto-antigenos de
mielina, € o egresso dos linfonodos. Juntamente com células B e mondcitos/macrégfagos, as células
periféricas cruzam a BHE, alcangcando o SNC e estabelecendo acdo inflamatdria, secretando
citocinas, anticorpos contra a mielina e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Astrécitos e
microglia também se tornam reativas agravando a inflamagéo e atacando os oligodendrécitos. Fonte:
Traduzido de Olcum et al., 2019.

1.3 - Astréocitos na EM

Astrécitos sdo células que participam de praticamente todo o funcionamento
do SNC, seja de maneira direta ou indireta. Fazem parte das fungées homeostaticas
astrocitarias: mediagdo entre os vasos sanguineos e o SNC, fornecendo nutrientes
aos neurdnios; fungdes de barreira, compondo a BHE; manutencdo da composicao
ibnica extracelular; estruturacdo de sinapses neuronais; recaptagao, reciclagem e
liberagdo de neurotransmissores; liberacdo de fatores tréficos e de crescimento para

neurdnios e oligodendrdcitos; dentre outras (Ponath et al., 2018; Yi et al., 2019).
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As funcdes homeostaticas astrocitarias podem sofrer alteracdes drasticas, a
depender dos estimulos inflamatdrios recebidos. Citocinas pré-inflamatérias (IFN-y,
TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-17, dentre outras) tendem a induzir fendtipos
neurotoxicos astrocitarios que passam a atuar agravando a inflamagao e gerando
danos teciduais (Liddelow et al., 2017; Ponath et al., 2018; Yi et al., 2019). Foi
demonstrado também que a indugao de fendtipo neurotdxico em astrocitos esta
intimamente relacionada a fatores secretados pela microglia (IL-1a, TNF-a e C1q)
(Liddelow et al., 2017). Os astrocitos neurotéxicos passam a atuar: aumentando os
niveis locais de citocinas e quimiocinas, que ativam e atraem outras células
inflamatdrias para o local; aumentando a citotoxicidade mediada por NO, produzido
pela enzima oOxido nitrico sintetase induzida (iNOS) (Ponath et al., 2018; Yi et al.,
2019); realizando fagocitose, sobretudo sobre a mielina, indicada pelo aumento de
marcadores lisossomais, como a proteina membranar 1 associada a lisossomos
(LAMP1) e pela co-localizagdo da proteina, com proteinas de mielina (Ponath et al.,
2017); reduzindo atividades neurotréficas, secretando menos fatores de
crescimento, como o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), o que reduz a
sobrevivéncia de neurbnios e oligodendroécitos (Ponath et al., 2018; Yi et al., 2019;
Araki et al., 2020; Escartin et al., 2021); e recentemente foi descrito o aumento da
expressao da proteina do complemento C3 como um dos principais marcadores de
astrocitos neurotoxicos (Liddelow et al., 2017).

Por outro lado, citocinas anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13, IL-13, TGF-3,
dentre outras) sdo capazes de induzir fen6tipo neuroprotetor astrocitario (Liddelow e
Barres, 2017; Ponath et al., 2018; Yi et al., 2019). Astrdcitos neuroprotetores atuam:
promovendo sobrevivéncia neuronal e oligodendrdcitos, aumentando a secreg¢ao de
BDNF e outros fatores; secretando mais citocinas anti-inflamatérias, inibindo a
ativagdo de outras células inflamatdrias; e diminuindo a produg¢ao de NO, por meio
da atividade da enzima arginase 1 (Arg1), que antagoniza a fungdo da iNOS por
consumir o substrato arginina (Liddelow e Barres, 2017; Ponath et al., 2018; Yi et al.,
2019; Araki et al., 2020; Escartin et al., 2021).

Existem também marcadores de reatividade astrocitaria que se encontram
aumentados nos dois fendtipos, denominando-se marcadores de pan reatividade
(Liddelow et al., 2017; Escartin et al., 2021). O marcador de reatividade astrocitaria
mais descrito € a proteina acida fibrilar glial (GFAP). A proteina de citoesqueleto

astrocitario & expressa em niveis diferentes dependendo da regido analisada (Zhang
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et al.,, 2019). No entanto, contextos proé- ou anti-inflamatorios tendem a aumentar
drasticamente os niveis de GFAP expressos nos astrocitos (Liddelow et al., 2017;
Escartin et al., 2021). O aumento de GFAP nestes contextos se correlaciona com
modulagao na morfologia astrocitaria induzindo hipertrofia (Liddelow et al., 2017). A

figura 2 esquematiza os diferentes fenotipos astrocitarios.

Astrécitos neurotéxicos Astrécitos
) 1GFAP neuroprotetores
. tC3 . tGFAP
. tCitocinas . tCitocinas
pro-inflamatérias ) anti-inflamatérias
. tLAMP1 (aumento ) . t Argl (redugao da
de atividade ' producéo de NO)
fagocitica) ' A , e tBDNF
e 1iINOS (aumento . \ ) (neuroprotecéo)
da producao de f
NO)
Fatores Fatores
pro-inflamatorios anti-inflamatoérios
IL-1a, IL-18, IL-6, TGF-B, IL-4, IL-10,
TNF-a, Clq, IFN-y, IL-13, IFN-B
IL-17, éxido nitrico

Figura 2 - Astrécitos neurotéxicos e neuroprotetores induzidos por fatores pré ou
anti-inflamatérios. Imagem esquematiza como fatores pré-inflamatérios induzem fendtipo
neurotoxico astrocitario; e como fatores anti-inflamatérios induzem fenétipo neuroprotetor astrocitario.
Astrécitos desempenhando fungdes neurotdxicas e neuroprotetoras podem ser encontrados em
doencgas neuroinflamatérias e neurodegenerativas, como a EM. Porém ha prevaléncia de fungbes
neurotdxicas nestas doengas. Fontes: Liddelow et al., 2017; Liddelow e Barres, 2017; Ponath et al.,
2018; Yi et al., 2019; Kwon e Koh, 2020; Escartin et al., 2021.

A classificagao binaria de astrocitos neurotéxicos e neuroprotetores pode ser
considerada uma simplificacdo excessiva, uma vez que ha perfis intermediarios de
astrécitos que podem desempenhar tanto fungdes de reparo quanto de dano tecidual
(Liddelow e Barres, 2017; Escartin et al.,, 2021). De qualquer forma, estudos que
investigam diferentes fungdes astrocitarias ajudam na compreensdo de como estas
células atuam em diferentes doencgas neurolégicas. No contexto inflamatério da EM,

podem ser observadas tanto fungdes neurotdxicas, quanto neuroprotetoras em
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astrocitos, mas as neurotdxicas prevalecem, agravando a desmielinizagao
inflamatdria da doenga (Ponath et al., 2018; Yi et al., 2019).

Intervencbes farmacoldgicas capazes de modular fendtipos astrocitarios
favorecendo fungdes neuroprotetoras em detrimento de neurotdxicas seriam muito
uteis para o tratamento de varias doencgas neuroinflamatdrias e neurodegenerativas.
No caso da EM, tais intervengcbes poderiam atenuar a fisiopatologia da doenca de
maneira direcionalizada.

1.4 - Fingolimode

As terapias medicamentosas utilizadas na clinica para o tratamento da EM se
baseiam na administragdo de farmacos imunossupressores, com mecanismos de
acao principalmente relacionados a regulagao da atividade de linfécitos T e B (Kunkl
et al., 2020; Hauser et al., 2020; Kamma et al., 2022). Alguns dos mecanismos
farmacologicos se baseiam na neutralizagédo de linfocitos B, outros na reducéo da
apresentacao antigénica para linfocitos T, na inibicdo da adesao de linfécitos T nas
células endoteliais da BHE, ou até na indugcao de linfécitos T anti-inflamatérias
(Hauser et al., 2020). A tabela 1 apresenta alguns dos farmacos utilizados e como

atuam sobre linfocitos.

Tabela 1 - Tipos de farmacos utilizados no tratamento de EM. Fonte: Hauser et al., 2020.

Nome comercial do medicamento Mecanismo farmacoldgico

Interferon 3 Inibe a expressao de moléculas de MHC,
reduzindo a ativagao de células T

Acetato glaratiramer Estimula a produgao de citocinas
anti-inflamatérias, reduzindo ativagcao de células
TeB

Ocrelizumab Anticorpo monoclonal neutralizante de células B

expressando CD20

Teriflunomide Inibe a proliferagéo de linfocitos T autorreativos

Natalizumab Anticorpo monoclonal contra a integrina a4f31.
Inibe a adeséo de linfécitos T e B em células
endoteliais

A acéao destes farmacos nao é capaz de curar a EM, mas atenuam o processo
inflamatdrio, reduzindo a frequéncia dos surtos desmielinizantes e retardando a
evolugdo para quadros progressivos da doenga. Como tais medicamentos inibem a

atividade de linfocitos, existem efeitos colaterais relacionados a linfopenia, tornando
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0s pacientes imunossuprimidos e suscetiveis a infecgdes por patogenos (Kunkl et
al., 2020; Hauser et al., 2020; Kamma et al., 2022).

Em 2010 foi aprovado um farmaco que se mostrou particularmente eficiente
na redugao da inflamagcao mediada por linfécitos T (Brinkmann et al., 2010). O
Fingolimode (FTY720/Gilenya/Novartis) é derivado de uma molécula anti-inflamatéria
chamada miriocina (Adachi et al., 1995; Brinkmann et al., 2010). As primeiras
descrigdes da agao do farmaco foram em modelos de transplante de érgaos, onde
as taxas de rejeicao eram reduzidas com o medicamento (Adachi et al., 1995; Chiba
et al., 1998; Brinkmann et al., 2001; Brinkmann et al., 2010). Desde que foi
aprovado para o tratamento de EM, passou a ser uma das primeiras opcoes
terapéuticas em diversos paises (Brinkmann et al., 2010; Cohen et al., 2010; Cartier
e Hla, 2019).

O mecanismo de ag¢ao do farmaco se baseia na retencédo dos linfocitos nos
linfonodos, impedindo que migrem para o SNC. O mecanismo de agao responsavel
por este efeito se da através da ligagdo do Fingolimode com os receptores de
esfingosina-1-fosfato do tipo 1, 3, 4 e 5 (S1PR1, 3, 4 e 5) presentes nos linfocitos. A
ligacdo com os S1PRs resulta na internalizacdo e degradagédo dos receptores, em
um processo denominado antagonismo funcional. A redugdo dos S1PRs inibe a
ligacdo com seu ligante enddgeno, esfingosina-1-fosfato (S1P), cuja via de
sinalizagao é requisito para a saida dos linfécitos dos linfonodos (Brinkmann et al.,
2010; Cartier e Hla, 2019; Kleijn e Martens, 2020) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de a¢ao do Fingolimode sobre linfécitos T. Imagem demonstra a agéo do
Fingolimode sobre os S1PRs de linfécitos T, promovendo sua internalizagdo. Sem a via de sinalizagcao
por S1PRs, o egresso de linfécitos dos linfonodos € inibida, impedindo que migrem para o SNC de
pacientes com EM. Fonte: Adaptado de Cartier e Hla, 2019.

Os S1PRs também estdo presentes em outras células, e recentemente foi
observado que as células residentes do SNC, incluindo astrécitos, também
expressam os receptores, sobretudo S1PR1 e S1PR3 (Farez e Correale, 2016; Kim
et al., 2017; Shang et al., 2020). Foi também mostrado que o Fingolimode, quando
fosforilado pela enzima esfingosina quinase, cruza a BHE alcangando o parénquima
do SNC (Kim et al., 2017; Shang et al., 2020). Sendo assim, astrocitos seriam um

potencial alvo terapéutico do Fingolimode.
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1.5 - Modelo de desmielinizagao por Cuprizona

Modelos experimentais que reproduzem, em animais, eventos semelhantes
aos que ocorrem na EM, sdo muito uteis para a compreensao da doencga. Entre os
modelos utilizados, listam-se quatro linhas distintas: Modelos genéticos
(camundongos transgénicos com dele¢des em vias de producdo de mielina);
modelos de indugdo autoimune da desmielinizagédo, exemplificada pelo modelo mais
utilizado, encefalomielite autoimune experimental (EAE); desmielinizagcdo induzida
por virus, como o virus de encefalomielite murina de Theiler; e os modelos de
desmielinizagédo por intoxicagdo, como o modelo de Cuprizona (Vega-Riquer et al.,
2019). Cada modelo é capaz de mimetizar marcas distintas da EM e a adogao de
cada modelo em pesquisas € guiada pelo tipo de pergunta a ser respondida.

O modelo utilizado em nosso trabalho ¢ o modelo de desmielinizagao
induzida por Cuprizona, ou simplesmente modelo de Cuprizona. A Cuprizona
(bis-ciclohexanona oxaldihidrazona) € uma droga quelante de cobre capaz de
perturbar a homeostase idnica celular, induzindo apoptose por estresse mitocondrial
(Vega-Riquer et al., 2019; Sen et al., 2019). A depender das concentragdes de
Cuprizona administradas em camundongos, pode-se gerar danos severos em varios
orgaos, principalmente ao figado, resultando em letalidade (Palumbo e Pellegrini,
2017; Vega-Riquer et al., 2019). No entanto, foi demonstrado que a alimentagéo de
camundongos com Cuprizona, na concentracéo de 0,2% em relagdo ao peso da
racao, gera morte seletiva de oligodendrécitos no encéfalo e na medula espinal, sem
prejuizos significativos para outros érgéos. Seguindo a morte oligodendrocitica
ocorre o processo de desmielinizacdao e ativacao inflamatéria de astrécitos e
microglia, mimetizando a neuroinflamagdo desmielinizante caracteristica da
EM.(Skripuletz et al., 2011; Vega-Riquer et al., 2019)

Um detalhe particularmente importante sobre o modelo de Cuprizona para o
nosso trabalho é o fato de que a desmielinizagao inflamatoéria que ocorre néo induz
quebra da BHE ou infiltracdo de células imune periféricas (Sen et al., 2019). Sendo
assim, o modelo permite o estudo da participacdo das células residentes, como
microglia e astrécitos, de maneira isolada. A figura 4 esquematiza como ocorre a
desmielinizagao inflamatdria no modelo. Como o nosso trabalho se propés a analisar
aspectos inflamatoérios e neuroprotetores de astrdcitos, o modelo de Cuprizona se

apresenta como estratégia metodologica pertinente.
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Figura 4 - Desmielinizagao inflamatéria induzida por Cuprizona. Imagem demonstra os efeitos da
intoxicagdo por Cuprizona no SNC de camundongos. A droga induz apoptose de oligodendrécitos,
gerando desmielinizagdo e ativagéo inflamatdria de astrocitos e microglia, sem haver quebra da BHE
ou infiltragdo de células periféricas. Fonte: Traduzido de Sen et al., 2019.

Estudos do farmaco em EAE sdo mais comuns, muito pela descricao da agao
do medicamento sobre as células T, que possuem papel central no modelo (Choi et
al., 2011; Colombo et al., 2014; Smith et al., 2018; Zha et al., 2021). No entanto,
poucos sao os trabalhos que analisaram os efeitos do Fingolimode em modelo de
Cuprizona. Além disso, a regido anatdmica mais estudada no modelo € o corpo
caloso, regido de substancia branca (Kim et al., 2017; Ziser et al., 2017; Mitra et al.,
2022). Investigagbes acerca dos efeitos do Fingolimode em regides corticais séo
necessarias, pois o0 cortex é uma regido extremamente importante para o
processamento sensorial e cognitivo (Purves et al.,, 2010). Neste sentido, nosso
trabalho busca avaliar os efeitos do farmaco no cortex visual, uma vez que esta

regido € crucial para o processamento de informagdes visuais e é afetada pela EM e
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por seus modelos experimentais (Graham e Klistorner, 2016; Espirito-Santo et al.,
2021; Cooray et al., 2019).

Alguns estudos ja demonstraram que o Fingolimode foi capaz de reduzir a
reatividade astrocitaria em modelos de EM, retomando um fenétipo homeostatico
(Kim et al., 2017; Doolen et al., 2018). Mas, até o momento, ndo se encontram
estudos que caracterizem marcadores especificos de astrdcitos neurotoxicos ou
neuroprotetores sob efeito do Fingolimode em cértex visual no modelo de Cuprizona.
Sendo assim, acreditamos que nosso trabalho pode contribuir para a compreensao
de como um farmaco antes reconhecido por sua acao periférica, pode afetar
diretamente astrocitos e modular fendtipos astrocitarios em um modelo de

desmielinizagao inflamatadria.

2 - Objetivos
2.1 - Objetivo Geral
Caracterizar fenétipos de reatividade astrocitaria induzidos por Cuprizona e
sob influéncia do Fingolimode no cortex visual de camundongos.
2.2 - Objetivos Especificos
e \Validar o modelo através de marcacao de MBP (mielina), avaliando os
efeitos do Fingolimode sobre esse marcador;
e Investigar a reatividade astrocitaria através da analise da expressao de
GFAP;
e Avaliar indicador de fagocitose astrocitaria através da co-marcagéo de
LAMP1 com GFAP;
e Investigar marcador de astrécitos neurotoxicos por co-marcagao de C3
com GFAP;
e Estudar marcador anti-inflamatério em astrécitos por co-marcacéo de
Arg1 e GFAP;
e Avaliar a expressao de fator neuroprotetor astrocitario por co-marcacéao
de BDNF e GFAP.

3 - Materiais e Métodos
3.1 - Animais
Foram utilizados camundongos suicos (mus musculus) machos de 5 semanas

de idade. Durante toda a experimentagdo os camundongos foram mantidos em
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gaiolas (no maximo 5 por gaiola), em temperatura controlada (22 a 23°C), sob ciclos
de 12/12 hs de claro e escuro com luz artificial. Tiveram livre acesso a agua e
alimentagdo com ragao comercial triturada. Todos os procedimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica para Utilizagdo de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), sob numero de
protocolo 5068.

3.2 - Tratamentos

Os camundongos foram divididos em trés grupos: grupo controle (CTL); grupo
Cuprizona (CUP); e grupo Fingolimode (FING). O CTL foi alimentado com ragé&o
comercial triturada por 5 semanas, recebendo injecdes intraperitoneais diarias de
solugéo veiculo (dimetil sulféxido (DMSO) a 1 pL/g de animal diluido em 200 uL de
solugao salina (0,9% de NaCl em agua destilada)). O CUP foi alimentado durante as
5 semanas com ragéo triturada contendo 0,2% de Cuprizona (Sigma-Aldrich),
recebendo injecbes diarias de solugao veiculo. E o FING foi alimentado com ragao
comercial triturada contendo 0,2% de Cuprizona, recebendo inje¢des intraperitoneais
diarias de Fingolimode na concentracdo de 1 mg/Kg de animal. Para o preparo das
injecbes do FING, estoques prévios de Fingolimode (Gilenya/Novartis) foram
preparados na concentracdo de 1 mg/mL em DMSO. Em seguida, o estoque foi
diluido na concentragao de 1 pL/g de animal em 200 uL de solugéo salina (0,9% de

NaCl em agua destilada). A figura 5 ilustra os detalhes dos tratamentos.
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Figura 5 - Tratamento dos animais. llustragcdo de como foram realizados os tratamentos por 5
semanas com 0s animais dos grupos: controle (CTL); alimentados com Cuprizona e tratados com
veiculo (CUP); e alimentados com Cuprizona e injetados com (FING).

3.3 - Preparo histolégico
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Ao final das 5 semanas de tratamento, os animais foram anestesiados através
da injec&o intraperitoneal de cetamina (100 mg/Kg de animal) + xilazina (75 mg/Kg
de animal). A avaliagcao do efeito da anestesia se deu através da testagem do reflexo
podal. O procedimento s6 seguia quando nao havia sinais desse reflexo. Em
seguida, os animais foram submetidos a perfusao cardiaca com paraformaldeido 4%
em PBS (PFA 4%) para fixagdo dos tecidos. Apdés 20 minutos de perfusdo, os
camundongos foram decapitados e os encéfalos removidos. Os encéfalos foram
mantidos em solugdo de PFA 4% por 24 hs a 4°C para pés-fixagéo e, em seguida
transferidos para solugdo crioprotetora de sacarose 20% em PBS, onde se
mantiveram por 24 hs a 4°C. Cada encéfalo foi emblocado utilizando gel crioprotetor
(Tissue Tek O.C.T. Compound - Sakura) e, entdo, congelado utilizando nitrogénio
liquido. Os encéfalos foram mantidos em freezer (-20°C) até o momento da
realizagdo dos cortes. Os cortes histoldgicos foram realizados na orientagéo coronal
em criomicrotomo (Leica CM 1860 UV) na temperatura de -25°C, com espessura de
14 um. Os cortes foram adquiridos sob orientagdo do atlas de encéfalo de
camundongo (Allen Brain Atlas) desde a regidao mais caudal contendo o cortex visual
até ndo mais ser observado o cortex visual. Os cortes foram fixados em laminas para
histologia pré-gelatinizadas. As ldminas contendo os cortes foram armazenadas em
freezer (-20°C).

3.4 - Imunofluorescéncia

Os cortes utilizados para os experimentos de imunofluorescéncia foram de
diferentes alturas contendo o cortex visual. Todo o procedimento da
imunofluorescéncia foi realizado em camara umida para evitar o ressecamento dos
cortes. Os cortes foram submetidos a 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X
(50 pL por corte). Em seguida, foram submetidos a protocolo de recuperagéao
antigénica com tampao citrato (pH 6,0) por 30 minutos a temperatura entre 90-95°C.
Foram realizadas mais 3 lavagens de 5 minutos cada com PBS 1X. Os cortes foram
incubados em solugao bloqueio (albumina de soro bovino - BSA 3%; soro normal de
cabra - NGS 5%; Triton 0,3%; PBS 1X) por 1h30min. Em seguida foram incubados
overnight a 4°C com os anticorpos primarios diluidos em solugéo bloqueio. A tabela
2 apresenta os anticorpos primarios utilizados e suas respectivas diluicbes. Em
seguida os cortes foram lavados 3 vezes por imersdao com PBS 1X (5 minutos cada
lavagem). Foram incubados com os anticorpos secundarios diluidos em solugéo

bloqueio por 1h30min. A tabela 3 lista os anticorpos secundarios utilizados e suas
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respectivas diluigdes. Os cortes foram submetidos a mais 3 lavagens por imersao
em PBS 1X. Cada corte recebeu 10 yL do meio de montagem ProLong Gold
contendo DAPI (Invitrogen) e, entdo, as laminas foram montadas com laminulas de
vidro e seladas com esmalte. As laminas montadas foram mantidas a temperatura
ambiente e no escuro overnight para o meio de montagem se polimerizar. Em
seguida, as laminas foram armazenadas no freezer (-20°C) até o momento da
observagao em microscopio. As observagdes e captura das imagens se deram no
cortex visual e na camada IV do coértex visual, utilizando microscopio de
fluorescéncia (Zeiss), em aumentos de 10X, 40X e 63X, dependendo da marcagao
realizada. Para cada corte, a quantidade de campos capturados variou dependendo
do aumento. Em aumento de 10X foram capturados dois campos distintos (um em
cada hemisfério encefalico). E em aumentos de 40X e 63X foram capturados quatro

campos distintos (dois em cada hemisfério encefalico). A figura 6 ilustra a regido

analisada.
Tabela 2 - Anticorpos primarios
Anticorpo Origem Fabricante (cédigo Diluicao
de referéncia)
anti-MBP mouse Bio Rad (MCA70) 1:10
anti-GFAP chicken Invitrogen (PA110004) | 1:400
anti-LAMP1 rat Santa Cruz (sc-19992) | 1:100
anti-C3 rat Novus Biologicals 1:100
(NB200-540)
anti-Arg1 mouse Santa Cruz 1:50
(sc-271430)
anti-BDNF rabbit Sigma (SAB2108004) | 1:100
Tabela 3 - Anticorpos secundarios
Anticorpo Origem Fabricante (cédigo Diluicao
de referéncia)
anti-mouse Alexa 546 | goat Invitrogen (A11003) 1:1000
anti-chicken Alexa 488 | goat Invitrogen (A11039) 1:500
anti-rat Alexa 546 goat Invitrogen (A11081) 1:1000
anti-rabbit Alexa 594 donkey Invitrogen (A21207) 1:1000
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Figura 6 - Regiao analisada nas imunofluorescéncias. (A) Imagem de corte coronal de encéfalo de
camundongo corado por coloragdo de Nissl. Retangulo vermelho indica a regido de interesse para o
nosso trabalho (coértex visual). (B) Ampliagdo do cortex visual evidenciando as distintas camadas
corticais, de | a V. Retangulo pontilhado evidencia a camada IV, onde realizamos nossas analises em
maior aumento. Nucleos marcados em azul por coloragao com DAPI.

3.5 - Processamento e quantificagao das imagens

As imagens capturadas foram processadas utilizando o software FIJI
(Imaged). As imagens foram transformadas em 16 bit (escala de cinza) e
processadas utilizando a ferramenta “Threshold”, reduzindo o maximo de
background e mantendo o maximo de marcacgao perceptivel. Quando a quantificagédo
foi para um unico canal (marcagcdo de 1 marcador), apds o processamento a
quantificacdo da marcacao foi realizada para o parametro de densidade integrada.
No caso de quantificacdo de co-localizagdo (marcagdo com 2 marcadores), foram
realizados os processamentos para os dois canais. Apos o processamento de cada
canal, as duas imagens foram transformadas novamente para suas devidas cores
(verde ou vermelho) através da ferramenta “Channels Tool”. Os canais verde e
vermelho foram sobrepostos através da ferramenta “Merge Channels”. A imagem
sobreposta foi transformada para o formato RGB. Para selecionar as marcacoes
co-localizadas, utilizou-se a ferramenta “Color Threshold”, na janela de 1 até 84,
mantendo destacadas apenas as regides em amarelo (coincidéncia entre verde e
vermelho). Uma vez selecionadas as co-localizagdes, foi realizada a quantificagéo
de densidade integrada. Os valores referentes a cada animal foram considerados
através da média das quantificagbes de cada campo.

3.6 - Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 5.
Os valores das quantificagdes foram adicionados a tabela de dados e as analises

foram realizadas utilizando o teste One Way A-NOVA, com post test de Tukey para
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multiplas comparag¢des. Os graficos foram gerados no formato de colunas,

evidenciando os desvios padrdes, a significancia estatistica e os n amostrais.

4 - Resultados

4.1 - O Fingolimode nao reverte a perda de MBP observada no modelo de
cuprizona

A principal marca histolégica do modelo de cuprizona é a desmielinizagéo e
inflamacao no SNC (Vega-Riquer et al., 2019). Uma forma de se mensurar graus de
mielinizacdo € através da analise de proteinas associadas a mielina. A proteina
basica de mielina (MBP) é utilizada como marcador de mielinizagcdo em muitos
trabalhos em modelo de Cuprizona (Skripuletz et al., 2008; Vega-Riquer et al., 2019;
Kim et al., 2017; Mitra et al., 2022). Realizamos imunofluorescéncia para a proteina
basica de mielina (MBP) para validar o modelo e avaliar se o Fingolimode modula a
expressao desta proteina neste contexto. Queda robusta da imunomarcacéo para
MBP foi observada no grupo intoxicado por Cuprizona tratado com solugao veiculo
(CUP), em relacdo ao grupo controle (CTL) no cértex visual (Figura 7, A-D). A
administragdo de Fingolimode nao foi capaz de reverter esta queda, mantendo, no
grupo tratado (FING), os niveis de MBP observados em CUP. (Figura 7, C-F). As
quantificagbes da densidade integrada de imunomarcagao para MBP confirmaram
essas observacgdes. (Figura 7, G e H). Como a desmielinizacéo foi mais pronunciada
nas camadas mais profundas (IV e V), analisamos separadamente os efeitos do
tratamento na camada IV. Os achados na camada |V reproduziram os resultados no

cortex visual total.
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Figura 7 - Imunofluorescéncia para MBP no cértex visual dos camundongos. (A, C e E) Imagens
representativas de imunofluorescéncia para MBP no cértex visual em aumento de 10X, entre os
grupos CTL, CUP e FING, respectivamente. (C, D e F) Imagens representativas da imunomarcagao
na camada IV em aumento de 40X, dos grupos CTL, CUP e FING, respectivamente. Queda da
marcacgao para MBP (vermelho) é observada em CUP e em FING, comparando ao CTL. Observagao
se reproduziu no cortex visual e na camada IV. (G e H) Quantificagdo da densidade de marcagao das
imagens do cortex visual e da camada IV, respectivamente. Os graficos (H, |) evidenciam a
diminuicdo significativa da marcagédo nos grupos CUP e FING em relagdo ao CTL, sem diferenca
estatistica entre as marcagdes dos grupos CUP e FING. (A-F) Nucleo das células marcados em azul
com DAPI e marcagdes de MBP em vermelho. Numero amostral indicado em cada barra dos graficos
(G) (CTL, n=5; CUP, n=5; FING, n=4) e (H) (CTL, n=4; CUP, n=5; FING, n=4). ns (n&o significativo);
**P<0,01; ***P< 0,001.

4.2 - Reatividade astrocitaria e LAMP1 astrocitario sdo aumentados no
cortex visual no modelo de cuprizona, sem sofrer alteragao apés Fingolimode

Tendo em vista que a desmielinizagcdo no cortex visual foi mais pronunciada
nas camadas profundas, utilizamos a camada IV, uma das mais afetadas, para os
demais experimentos. Em condicbes homeostaticas os astrocitos corticais em
camundongos expressam baixos niveis da proteina acida fibrilar glial (GFAP) (Zhang
et al., 2019; Escartin et al., 2021). Ja em condigbes inflamatorias, como ocorre em
modelo de Cuprizona, a expressao de GFAP é aumentada pelos astrocitos (Liddelow

et al., 2017; Escartin et al., 2021), indicando fendtipo reativo. Realizamos
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imunofluorescéncia para GFAP para avaliar a reatividade astrocitaria no cortex visual
sob efeito do Fingolimode. A imunomarcacéo para GFAP aumentou drasticamente
em CUP comparado ao CTL, e se manteve aumentada em FING (Figura 8, B, E e
H). O grafico de densidade integrada evidencia os aumentos significativos da
marcacao em CUP e em FING em relacdo ao CTL, sem diferenga estatistica entre
FING e CUP (Figura 8, J).
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Figura 8 - Imunofluorescéncia para GFAP e LAMP1 na camada IV do coértex visual dos
camundongos. (A-l) Imagens representativas de imunofluorescéncia para LAMP1 e GFAP. As
imagens A, B e C correspondem ao grupo CTL nos canais vermelho (LAMP1), verde (GFAP) e da
sobreposi¢do (MERGE), respectivamente. (D, E, F) Imagens correspondem ao grupo CUP para os
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mesmos canais. (G, H e |) Imagens correspondem ao grupo FING para os mesmos canais. (B, E e H)
Imagens demonstram aumento das marcag¢des para GFAP em CUP e FING, em relagdo ao CTL. (J)
Quantificagdo da densidade integrada de GFAP indicando aumentos significativos das marcagdes em
CUP relativo a CTL e em FING relativo ao CTL. Sem diferenca estatistica entre FING e CUP. (A, D e
G) Imagens demonstram marcacédo para LAMP1 nos diferentes grupos, com aumento de marcacgéo
de LAMP1 astrocitario (cabegas de seta) em CUP e FING, comparados ao CTL. (K) Quantificagdo da
densidade integrada de marcagdo para LAMP1 indica aumento em CUP relativo ao CTL, sem
diferengas estatisticas entre FING e CTL e entre FING e CUP. (C, F e |) Imagens da sobreposi¢do
entre os canais, para os diferentes grupos. Aumento da co-localizagdo entre LAMP1 e GFAP é nitido
em CUP e FING comparados ao CTL. Insets (areas dos quadrados tracejados) evidenciam a
co-localizagdo de LAMP1 em astrécitos (amarelo). (L) Quantificacdo da densidade integrada da
marcagao co-localizada. Co-localizagdo aumenta significativamente em CUP e em FING,
relacionados ao CTL. Nao houve diferenga estatistica entre FING e CUP. (A-l) Nucleo das células
marcados em azul com DAPI, marcagbes de LAMP1 em vermelho, e marcagdes de GFAP em verde.
Numero amostral indicado nas barras dos graficos (J) (CTL, n=4; CUP, n=4; FING, n=3), (K) (CTL,
n=4; CUP, n=4; FING, n=3) e (L) (CTL, n=4; CUP, n=4; FING, n=3). ns (ndo significativo); *P< 0,05;
**P< 0,01.

Paralelamente, investigamos os niveis da proteina lisossomal LAMP1 em
astrocitos. O aumento de LAMP1 astrocitario ja foi relacionado com a atividade
fagocitica de astrocitos em EM (Ponath et al., 2017; Ponath et al., 2018). No entanto,
LAMP1 astrocitaria ainda nao foi investigada em modelo de Cuprizona. Sendo
assim, investigamos a expressao de LAMP1 em astrocitos, imunomarcados para
GFAP, entre os grupos. No cortex visual foi perceptivel o aumento da marcacéo de
LAMP1 sozinho em CUP em relacdo ao CTL, enquanto que nao foi detectada
diferenca entre o FING e os demais grupos (Figura 8, A, D e G), o que foi
confirmado pela quantificacdo (Figura 8, K). A analise de sobreposicdo entre as
imunomarcagdes de LAMP1 e GFAP, demonstrou aumento do LAMP1 astrocitario
nos grupos CUP e FING em relagdo ao CTL, sem diferenca perceptivel entre FING
e CUP (Figura 8, C, F e I). A quantificagao da densidade integrada confirmou essas
observacoes (Figura 8, L).

4.3 - C3 astrocitario é aumentado no coértex visual no modelo de
cuprizona, e nao sofre alteragao apos tratamento com Fingolimode

Um marcador classico de astrocitos neurotdéxicos € a proteina do
complemento C3 (Liddelow et al, 2017). Sendo assim, realizamos
imunofluorescéncia contra C3 e GFAP para avaliar os niveis de co-localizagao entre
os grupos. O C3 total no tecido n&do variou entre os grupos (Figura 9, A, D e G), o
que é evidenciado pela quantificagao da densidade integrada da marcagao (Figura
9, J). As imagens sobrepostas demonstram co-localizagdo entre C3 e GFAP nos
grupos CUP e FING. Mas a quantificagdo da densidade integrada das

co—marcagodes indica aumento significativo apenas em CUP relativo ao CTL. Em
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FING n&do houveram diferengas estatisticas em relacdo ao CTL e ao CUP (Figura 9,
K).
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Figura 9 - Imunofluorescéncia para C3 e GFAP na camada IV do coértex visual dos

camundongos. (A-l) Imagens representativas de imunofluorescéncia para C3 e GFAP. Imagens A, B
e C correspondem ao grupo CTL nos canais vermelho (C3), verde (GFAP) e da sobreposicao
(MERGE), respectivamente. Imagens D, E e F correspondem ao grupo CUP para os mesmos canais.
Imagens G, H e | correspondem ao grupo FING para os mesmos canais. Imagens demonstram niveis
similares de C3 entre os grupos (A, D e G), com astrécitos marcados para C3 nos grupos CUP e
FING (cabecas de seta). (J) Quantificagdo de densidade integrada de marcagdo para C3 nao
indicando diferengas significativas entre os grupos . (F e |) Imagens demonstram co-localizagao
(amarelo) de C3 no inset no MERGE (area do quadrado tracejado) em astrécitos nos grupos CUP e
FING. (K) Quantificagdo da densidade integrada da marcagdo co-localizada demonstra aumento
significativo no CUP em relagédo ao CTL sem diferencga estatistica entre FING e CTL, e FING e CUP.
(A-1) Ndcleo das células marcados em azul com DAPI. Niumero amostral indicado nas barras dos
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graficos (J ) (CTL, n=6; CUP, n=5; FING, n=4) e (K) (CTL, n=6; CUP, n=5; FING, n=4). ns (ndo
significativo); *P< 0,05.

44 - Arg1l astrocitaria é aumentada no coértex visual do modelo de
Cuprizona aumenta e mantém niveis elevados apés Fingolimode

Arg1 é uma enzima muito expressa em condi¢oes inflamatérias, e sua agao
geralmente resulta na reducdo da producdo de NO, por competir com a iNOS pelo
mesmo substrato (L-Arginina). A agdo da Arg1 permite maior reparo tecidual e se
relaciona com fendtipo neuroprotetor astrocitario. Realizamos imunofluorescéncia
para Arg1 e GFAP para avaliar os niveis de Arg1 astrocitaria entre os grupos. Os
niveis totais de Arg1 no tecido ndo variaram entre os grupos (Figura 10, A,D e G), o
que também é demonstrado pela quantificagdo da densidade integrada de marcagao
(Figura 10, J). Ja a co-localizacdo entre Arg1 e GFAP aumentou em CUP e em
FING, se comparado ao CTL (Figura 10, C, F e |). A quantificacdo da co-localizagao
evidencia o aumento em CUP e em FING, relativo ao CTL, sem diferenga estatistica
entre FING e CUP (Figura 10, K).
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Figura 10 - Imunofluorescéncia para Arg1 e GFAP na camada IV do cértex visual dos
camundongos. (A-l) Imagens representativas de imunofluorescéncia para Arg1 e GFAP. As imagens
A, B e C correspondem ao grupo CTL nos canais vermelho (Arg1), verde (GFAP) e da sobreposigao
(MERGE), respectivamente. (D, E e F) Imagens do grupo CUP nos distintos canais. (G, H e |)
Imagens do grupo FING nos distintos canais. (A, D e G) Imagens demonstram niveis similares de
Arg1 entre os grupos e (J) quantificagdo de densidade integrada da marcacéo evidencia isto. (C, F e
I) Sobreposi¢cdo dos canais demonstram maior co-localizagdo de Arg1 em astrécitos (amarelo) nos
grupos CUP e FING em relagdo ao CTL e insets evidenciam isto. (K) Quantificagdo da densidade
integrada da marcacao co-localizada apresenta aumentos significativos em CUP relativo ao CTL e em
FING relativo ao CTL, sem diferenca estatistica entre CUP e FING. (A-l) Nucleo das células marcados
em azul com DAPI, marcagbes para Arg1 em vermelho e marcagbes para GFAP em verde. NUmero
amostral indicado nas barras dos graficos (J) (CTL, n=5; CUP, n=4; FING, n=3) e (K ) (CTL, n=5; CUP,
n=4; FING, n=3). ns (n&o significativo); ***P< 0,001.
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4.5 - Fingolimode aumenta BDNF astrocitario no modelo de cuprizona

O fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) é muito importante para a
sobrevivéncia neuronal e oligodendrocitica em contextos neurotéxicos, como na EM
(Stadelmann et al., 2002; Fulmer et al., 2014; Sasi et al., 2017; Araki et al., 2020).
Além disso, o BDNF astrocitario é crucial para a neuroprotecdo em condicoes
neuropatolégicas encontradas na EM e no modelo de cuprizona (Stadelmann et al.,
2002; Fulmer et al., 2014). Com o intuito de avaliar a expressdao de BDNF e inferir
sobre o fenodtipo astrocitario nos diferentes grupos, realizamos imunofluorescéncia
contra BDNF e GFAP. Percebe-se que o BDNF total do tecido aumenta tanto no
CUP em relagdao ao CTL, quanto no FING em relacdo ao CTL, sem diferenca
aparente entre FING e CUP (Figura 11, A, D e G). O mesmo € demonstrado pela
quantificacdo da densidade integrada da marcacédo (Figura 11, J). Avaliando a
co-localizagado entre BDNF e GFAP nota-se que houve um aumento significativo do
BDNF astrocitario em CUP em relagcéo ao CTL, e um aumento significativo em FING
em relacdo ao CUP (Figura 11, C, F e |), com a quantificagdo da densidade

integrada da marcacao confirmando esse resultado (Figura 11, K).
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Figura 11 - Imunofluorescéncia para BDNF e GFAP na camada IV do coértex visual dos
camundongos. (A-l) Imagens representativas de imunofluorescéncia para BDNF e GFAP. As
imagens A, B e C correspondem ao grupo CTL nos canais vermelho (BDNF), verde (GFAP) e da
sobreposigdo (MERGE), respectivamente. (D, E e F) Imagens do grupo CUP nos distintos canais. (G,
H e |) Imagens do grupo FING nos distintos canais. (A, D e G) Imagens demonstram aumento da
marcagao para BDNF no grupo CUP em relagdo ao CTL e no grupo FING em relagéo ao CTL. Setas
indicam marcagbes morfologicamente similares a neurénios no grupo CUP e cabegas de seta indicam
BDNF astrocitario em FING. (J) Quantificagdao da densidade integrada de marcagdo para BDNF
demonstram aumentos significativos de marcagao no CUP em relagdo ao CTL e no FING em relagéo
ao CTL, sem diferenca estatistica entre as marcagdes de FING e CUP. (C, F e |I) Sobreposi¢cédo dos
canais demonstram aumento da co-localizagdo de BDNF em astrécitos no CUP em relagao ao CTL e
no FING em relagdo ao CTL. Co-localizagao no FING em relagdo ao CUP também aumenta. /nsets
evidenciam a co-localizagdo (amarelo). (K) Quantificacdo da densidade integrada da co-localizagao
entre BDNF e GFAP demonstram aumento significativo da marcagédo no CUP em relagédo ao CTL e no
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FING em relagdo ao CTL. Também ha aumento significativo no FING em relagdo ao CUP. (A-l)
Nucleo das células marcados em azum com DAPI, marcagées para BDNF em vermelho e marcagbes
para GFAP em verde. Numero amostral indicado nas barras dos gréficos (J) (CTL, n=6; CUP, n=5;
FING, n=4) e (K) (CTL, n=6; CUP, n=5; FING, n=4). ns (ndo significativo); *P< 0,05; **P< 0,01; ***P<
0,001.

5 - Discussao

Investigar a participagdo astrocitaria no modelo de Cuprizona € muito
importante para a compreensao fisiopatoldgica e terapéutica no modelo € na EM.
Além disso, embora na ultima década o Fingolimode venha sendo utilizado como
imunomodulador para tratar a EM, ainda falta elucidar seus efeitos celulares
especificos, sobretudo nas células residentes do SNC. Nosso trabalho buscou
caracterizar fendtipos de reatividade astrocitaria, acessando marcadores
relacionados a fungbes neurotéxicas e neuroprotetoras, no modelo de Cuprizona e
sob influéncia do Fingolimode. Nossas analises avaliaram fatores astrocitarios
relacionados a inflamagao (LAMP1, C3 e Arg1) e um fator neurotréfico relacionado a
neuroprotecao (BDNF). Nossos resultados demonstraram que a desmielinizagao
inflamatdria induzida pela Cuprizona foi capaz de aumentar os niveis de todos os
marcadores investigados, sobretudo quando co-localizados com os astrocitos.
Apesar de nao termos observado alteragdes nos aspectos inflamatorios investigados
com a presenca do Fingolimode, observamos aumento do BDNF astrocitario com o
farmaco, sugerindo indugao de um fenétipo astrocitario neuroprotetor.

Primeiramente buscamos avaliar se o Fingolimode era capaz de reverter a
desmielinizagao induzida pelo modelo de Cuprizona por meio da imunomarcagao
para MBP. Demonstramos diminui¢ao da mielinizagdo em CUP, indicando que nosso
modelo funcionou. Por outro lado, o Fingolimode néo foi capaz de reduzir a perda de
MBP induzida por Cuprizona. Comparando este resultado com outros quatro
trabalhos (Ziser et al., 2017; Kim et al., 2017; Nystad et al., 2020; Mitra et al., 2022)
que avaliaram a agao do Fingolimode em modelo de Cuprizona, percebe-se que dois
deles (Ziser et al., 2017; Mitra et al., 2022) apresentam redugao da desmielinizagao
com o farmaco. Ziser e colaboradores (2017) avaliaram a agao do Fingolimode em
camundongos C57BL/6 intoxicados por Cuprizona e demonstraram maiores niveis
de MBP no corpo caloso dos animais tratados com o farmaco em relagdo aos nao
tratados. Outro estudo demonstrou que o Fingolimode reduz a desmielinizagdo no

corpo caloso de ratos Sprague-Dawley intoxicados por Cuprizona (Mitra et al., 2022).
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Este achado ndo se deu através da analise de MBP, e sim por meio da coloragao
com Luxol Fast Blue, que cora regides ricas em lipidio, como a mielina. Outro dos
quatro estudos, também investigou o Fingolimode em modelo de Cuprizona, mas
nao realizou analises de desmielinizacdo, e sim de prevencado de apoptose de
oligodendrocitos (Kim et al., 2017). Os autores demonstraram uma redugéo da morte
oligodendrocitica no corpo caloso de camundongos C57BL/6 intoxicados por
Cuprizona e tratados com Fingolimode, em relacdo aos camundongos nao tratados.
Tal analise se deu com 3 semanas de tratamento por Cuprizona, quando percebe-se
apoptose oligodendrocitica, mas ainda ndo se tem desmielinizagdo severa
(Skripuletz et al., 2008; Kim et al., 2017; Vega-Riquer et al., 2019). Nystad e
colaboradores (2020) apresentaram resultados semelhantes ao nosso. Em suas
analises, demonstraram que o Fingolimode nao foi capaz de reverter a
desmielinizagdo induzida por Cuprizona. Tais analises se deram no corpo caloso e
no cortex motor de camundongos C57BL/6, avaliando varios marcadores associados
a mielina, incluindo MBP. A despeito das demais divergéncias metodolégicas entre
os trabalhos citados e 0 nosso, nota-se que os dois trabalhos em que o Fingolimode
ndo reverteu a desmielinizacdo (o nosso e o ultimo citado), realizaram analises em
regides corticais (substancia cinzenta). Enquanto que os demais analisaram o corpo
caloso (substancia branca). E possivel que o farmaco possa apresentar acdes
heterogéneas entre diferentes regides do SNC e que isso explique os diferentes
resultados. Além disso, a propria desmielinizagdo por Cuprizona também é
heterogénea no cérebro, e que, regides de substancia branca, como o corpo caloso,
sdo mais acometidas (Vega-Riquer et al.,, 2019). Diferentes linhagens murinas
também diferem entre si acerca dos padrées de desmielinizagdo por Cuprizona
(Skripuletz et al., 2008). Portanto é possivel que a utilizagdo de diferentes linhagens
entre os trabalhos também contribua para os resultados divergentes. De toda forma,
nosso resultado também contribui para a compreensao sobre a desmielinizagao por
Cuprizona no cortex visual com e sem intervengcao farmacoldgica, o que, até o
momento, é algo inédito na literatura.

Iniciando a caracterizacdo astrocitaria, analisamos imunomarcagdes para
GFAP. Astrécitos corticais expressam baixos niveis de GFAP em condicbes
homeostaticas (Zhang et al., 2019). Por outro lado, estimulos inflamatérios de
diferentes naturezas podem aumentar significativamente a expressdo da proteina

astrocitaria, indicando um estado de reatividade inflamatéria (Liddelow et al., 2017;
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Escartin et al., 2021). Observamos aumento robusto da marcacdo para GFAP em
CUP relativo ao CTL, indicando que a intoxicagdo por Cuprizona de fato induziu
reatividade astrocitaria. Tal resultado é corroborado por outros estudos em diferentes
regides do cérebro, como corpo caloso (Kim et al., 2017) e cértex motor (Nystad et
al., 2020). Nosso grupo também ja havia demonstrado aumento do GFAP com a
Cuprizona em via visual subcortical (Araujo et al., 2017) e no cortex visual
(Espirito-Santo et al., 2021), em camundongos C57BL/6. No entanto, o mesmo ainda
nao havia sido mostrado para camundongos sui¢cos. Mostramos também que o
Fingolimode manteve os niveis de GFAP do CUP. Este resultado indica que o
Fingolimode n&o reduz a reatividade astrocitaria no cortex visual de camundongos
suicos intoxicados por Cuprizona. O Fingolimode foi capaz de reduzir niveis de
GFAP em modelo de Cuprizona em camundongo C57BL/6 no corpo caloso (Kim et
al., 2017). Enquanto nao foi capaz de reduzir a reatividade astrocitaria no processo
de remielinizag&o no corpo caloso e no cortex somatossensorial (Slowik et al., 2014).
Outros dois estudos também nao apresentaram redugdao de GFAP com a presencga
do Fingolimode no cerebelo (Alme et al., 2015), ou no corpo caloso e cortex motor
(Nystad et al., 2020). Comparando com tais estudos, nosso trabalho foi o unico que
realizou tal analise no cortex visual e em camundongos suicos. E as divergéncias
entre os resultados também poderiam ser devido a linhagens e regides diferentes.

A fim de contribuir para a caracterizagao dos astrocitos do cortex visual no
modelo de cuprizona, investigamos a presenca de LAMP1 em astrocitos com o
intuito de inferir acerca da atividade fagocitica astrocitaria. Sabe-se que LAMP1 esta
relacionada com a producdo e maturagao de lisossomos tanto no processo de
autofagia, quanto de fagocitose (Eskelinen, 2006; Binker et al., 2007; Saftig et al.,
2008; Alessandrini et al., 2017). Apesar de a autofagia astrocitaria ja ser conhecida
em modelos de doengas neurodegenerativas, como doengas de Alzheimer,
Parkinson e Huntington (Misrielal et al., 2020; Sung e Jimenez-Sanchez, 2020; Wang
e Xu, 2020), o mesmo nao foi observado em EM, ou em seus modelos experimentais
até o momento. Por outro lado, o aumento da fagocitose astrocitaria ja foi
demonstrado em cérebros post mortem de pacientes com EM e em astrécitos em
cultura submetidos a debris de mielina. Nos dois casos, foi observado aumento de
LAMP1 astrocitario e a presenca de proteinas de mielina no interior destes astrocitos
(Ponath et al., 2017). Proteinas astrocitarias associadas a fagocitose ainda nao

foram estudadas em modelo de Cuprizona, portanto, a avaliacdo de LAMP1 no
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nosso estudo pode contribuir para a compreensdao do papel dos astrécitos na
fagocitose tecidual no modelo. Neste sentido, notamos aumento significativo da
marcacgao para LAMP1 no CUP em relagdo ao CTL na camada IV do cértex visual,
indicando que a Cuprizona possivelmente aumenta a atividade fagocitica no tecido.
E, pela primeira vez, nosso estudo mostrou que o Fingolimode parece nao
influenciar este aspecto, apesar de que o farmaco foi capaz de reverter alteracdes
nos niveis da proteina em um estudo em modelo de mucolipidose IV (Weinstock et
al., 2018). O aumento de LAMP1 no nosso modelo é corroborado pelos resultados
de Beckmann e colaboradores, apesar de eles terem demonstrado aumento de
LAMP1 no corpo caloso de camundongos C57BL/6 (Beckmann et al., 2023).
Portanto, nossos resultados para LAMP1 contribuem para a compreensdo da
influéncia do Fingolimode sobre os niveis da proteina no cortex visual de
camundongos tratados com Cuprizona, mesmo que nao tenha ocorrido variagao.

Em relagcédo a expressédo de LAMP1 por astrécitos, nosso resultado demonstra
nitido aumento do LAMP1 astrocitario tanto em CUP quanto em FING em relagéo ao
CTL. Este resultado sugere que a intoxicacdo por Cuprizona pode estar relacionada
com aumento da atividade fagocitica em astrocitos no cortex visual de camundongos
suicos, enquanto o Fingolimode ndo é capaz de atenuar. A contribuigdo de astrocitos
na fagocitose em modelo de Cuprizona tem sido compreendida como agao indireta,
induzindo resposta fagocitica em microglia (Sen et al., 2022). No entanto, o aumento
de LAMP1 astrocitario em nosso estudo sugere que os astrocitos poderiam também
ter acdo direta na fagocitose tecidual. Dessa forma, seria interessante avaliar que
tipo de carga estaria associada aos lisossomos astrocitarios. Marcagoes triplas para
GFAP, LAMP1 e, por exemplo, MBP poderiam revelar aspectos relevantes sobre a
fagocitose astrocitaria de mielina.

As consequéncias inflamatorias da produg¢ao da proteina do complemento C3
podem variar a depender de qual subunidade (C3a ou C3b) se encontra mais
aumentada em determinada condicdo. A C3a normalmente atua na quimiotaxia e
ativacao de células da imunidade inata, enquanto a C3b atua na opsonizacao de
antigenos para fagocitose. Independente disso, 0 aumento de C3 total normalmente
estd associado a condi¢cbes inflamatdrias (Delanghe et al., 2014). De maior
relevancia para o presente trabalho, um estudo gendémico e protedmico acerca de
astrdcitos reativos demonstrou que um dos principais marcadores aumentados em

astrocitos neurotoxicos é a proteina C3 (Liddelow et al., 2017). Sendo assim,
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avaliamos a expressdo de C3 astrocitaria no modelo de EM e apds Fingolimode.
Vale mencionar que n&o houve variagao entre os niveis totais de C3 entre os grupos,
indicando que tal fator ndo é influenciado pela intoxicagdo por Cuprizona ou pela
acao do Fingolimode. Uma avaliagdo acerca das subunidades talvez resultaria em
diferengas entre os grupos, uma vez que o aumento da fagocitose caracteristica do
modelo de Cuprizona poderia se relacionar com o aumento da subunidade C3b. Ja a
analise da co-localizagdo com GFAP mostra que o C3 astrocitario aumenta em CUP
em relacdo ao CTL, demonstrando que a Cuprizona de fato induz fendtipo
pro-inflamatério astrocitario. O aumento do C3 astrocitario também foi demonstrado
em corpo caloso de camundongos C57BL/6 tratados com Cuprizona por 12
semanas, em um modelo de desmielinizagdo inflamatéria cronica (Barati et al.,
2022). Ja o Fingolimode parece ndao modular este fator astrocitario em nosso
modelo, uma vez que os niveis de C3 astrocitario ndo variaram entre FING e CUP.
Assim, revelamos aqui, de modo inédito, que o Fingolimode néo afeta a expresséo
astrocitaria do fator associado ao fenétipo neurotéxico, C3.

A enzima Arg1 é muito importante para a regulagao da produgao excessiva de
NO em contextos inflamatorios, como os da EM (Correale, 2021; lvan et al., 2021).
Apesar da acao da Arg1 ser mais descrita em macrofagos na EM (lvan et al., 2021),
a literatura recente mostra que a Arg1 astrocitaria também € importante na
atenuacdao de danos teciduais induzidos por NO e pode ser considerada como
marcador de astrocitos anti-inflamatérios (Neal et al., 2018). Nosso resultado de
imunofluorescéncia para Arg1 mostra que os niveis totais da proteina no cortex
visual ndo variam entre os grupos. Noorzehi e colaboradores (2018) demonstraram
aumento da Arg1 no corpo caloso de camundongos C57BL/6 intoxicados com
Cuprizona. Pode ser que a modulacado da expressao de Arg1 também varie entre as
diferentes regides cerebrais, assim como entre diferentes linhagens murinas. O
Fingolimode também aparenta ndo modular os niveis de Arg1 no cortex visual em
nosso modelo. Por outro lado, em modelo de EAE, modelo de EM que depende da
imunidade periférica (Zha et al., 2021), foi mostrada modulacado positiva de Arg1
mediada pelo Fingolimode. Porém, o presente estudo foi o primeiro a avaliar a
modulagao de Arg1 pelo Fingolimode em modelo de Cuprizona.

O BDNF é uma proteina da familia das neurotrofinas, sendo a principal
neurotrofina no cérebro adulto (Sasi et al., 2017). Em condigdes homeostaticas a

proteina é secretada majoritariamente por neurbnios, mas astrécitos s&o importante
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fonte de BDNF, sobretudo em condi¢des inflamatérias (Stadelmann et al., 2002;
Fulmer et al., 2014; Sasi et al., 2017; Araki et al., 2020). BDNF é conhecido por
promover proliferagdo neuronal, estruturar e estabilizar sinapses durante o
desenvolvimento (Park e Poo, 2013; Sasi et al., 2017) e por promover sobrevivéncia
neuronal e induzir regeneragao axonal frente a danos (Sasi et al., 2017). Além disso,
a sobrevivéncia, maturagdo e mielinizacdo em oligodendrécitos também é mediada
por BDNF. A indugdo do aumento de BDNF em modelo de Cuprizona ja foi
demonstrada como redutora de desmielinizagao (Fulmer et al., 2014).

Avaliando os niveis de BDNF no cortex visual em nosso estudo, observamos
aumento significativo da neurotrofina induzido pela Cuprizona. Em lesdes
desmielinizantes de EM também ja foi mostrado aumento de BDNF (Stadelmann et
al., 2002). No entanto, estudos em modelo de Cuprizona demonstram resultados
conflitantes. Enquanto He e colaboradores (2021) mostram que os niveis de BDNF
nao variam com a Cuprizona no corpo caloso de camundongos C57BL/6, no corpo
caloso de camundongos 129/BALBC/C57 a Cuprizona reduziu os niveis da proteina
(Fulmer et al., 2014). Pode ser que tais divergéncias possam ser justificadas pela
diferenga entre as linhagens de camundongos utilizadas, além da diferenga entre
regides analisadas, uma vez que investigamos em regido cortical € ndo no corpo
caloso, como os autores citados.

Em nosso estudo observamos que o grupo FING manteve os niveis de BDNF
elevados como o do CUP. Nao encontramos na literatura estudos que avaliaram a
acao do Fingolimode sobre a produgdo ou secre¢cdo de BDNF em pacientes com
EM, nem em modelo de Cuprizona. Em modelo de EAE, o Fingolimode foi capaz de
aumentar o BDNF no cerebelo, mesencéfalo e prosencéfalo (Smith et al., 2018).
Considerando que o modelo de EAE conta com células inflamatérias periféricas
atuando (alvos da acgédo do Fingolimode) no SNC e que tais células também sé&o
importantes fontes de BDNF no cérebro de pacientes com EM (Stadelmann et al.,
2002), pode ser que, em EAE, a modulagdo farmacolégica de BDNF seja mais
sensivel. Quando analisada a co-localizagao entre BDNF e GFAP, notamos aumento
significativo do BDNF astrocitario em CUP relativo ao CTL. Em lesdes
desmielinizantes na EM, células inflamatdrias, incluindo astrocitos, passam a ser as
principais fontes de BDNF no cérebro (Stadelmann et al., 2002). Fulmer e
colaboradores (2014) demonstraram em seu estudo que, apesar da diminuigdo de

BDNF total observada com a Cuprizona, nas lesdes desmielinizantes os astrocitos
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se mostram como principais fontes de BDNF. Pode ser que o aumento de BDNF
astrocitario seja uma forma de controlar danos teciduais e morte celular mediante a
desmielinizacdo inflamatéria da Cuprizona. Por outro lado, notamos que o
Fingolimode aumentou ainda mais o BDNF astrocitario, podendo indicar uma
modulagdo neuroprotetora astrocitaria. Vale ressaltar diferengas morfolégicas no
padrao de marcacao entre CUP e FING. Apesar de a marcacdo de BDNF coincidir
com varios astrocitos em CUP, marcagées morfologicamente similares ao corpo
celular de neurdnios se encontram muito pronunciadas no grupo. O que nao é
observado em FING. Até onde se sabe, ndo existem diferencas funcionais entre o
BDNF secretado por astrocitos ou por neurdnios. O que se sabe € que o BDNF pode
ser secretado em duas principais isoformas: a forma madura, simplesmente
denominada BDNF, que atua sob o receptor de tirosina quinase B (trkB), pelo qual
exerce as funcdes neuroprotetoras descritas; e a forma precursora da proteina
denominada proBDNF, que atua sobre o receptor inespecifico de neurotrofinas p75,
cujos resultados sao relacionados com inflamagao, morte celular e enfraquecimento
sinaptico (Stadelmann et al., 2002; Sasi et al., 2017; Araki et al., 2020). Neurbnios
podem secretar tanto proBDNF quanto BDNF maduro gerando sinalizagdes
autocrinas e paracrinas com resultados distintos (Sasi et al., 2017). Enquanto que
astrocitos exercem importante papel em recaptar proBDNF, recicla-lo em BDNF e
liberar a forma madura no microambiente (Sasi et al., 2017; Araki et al., 2020). De
qualquer forma, qualquer afirmagao acerca de diferencgas funcionais de BDNF entre
0S NOSSOS grupos experimentais necessitaria de confirmagdo experimental por
analises especificas das isoformas prevalentes em cada grupo, além de realizar
analises de efeito, como, por exemplo avaliar taxa de sobrevivéncia neuronal e
oligodendrocitica. Associando os resultados para BDNF e MBP, notamos que, no
nosso caso, o aumento de BDNF total e astrocitario induzidos por Fingolimode nao
acompanhou a reversao da desmielinizagdo. Considerando que em modelo de EAE
o aumento de BDNF, sobretudo astrocitario, se mostrou imprescindivel para a
atenuacao da desmielinizacdo (Fulmer et al., 2014), pode ser que, No0 NOSSO caso,
este efeito atenuante poderia ocorrer posteriormente, talvez auxiliando no processo
de remielinizagdo. Uma abordagem razoavelmente simples para avaliar esta
hipotese seria investigar a mielinizagdo em animais tratados por 5 semanas com a
Cuprizona, porém interrompendo a intoxicagao e fazendo as andlises uma semana

apos a remogao da droga. Desta forma, poderiamos avaliar se o BDNF astrocitario
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aumentado pelo Fingolimode estaria potencializando o processo natural de

remielinizagao.

6 - Conclusao

Estudos que avaliam os efeitos de farmacos sobre os astrécitos em modelos
de doengas neurolégicas cada vez se tornam mais relevantes para a compreensao
fisiopatolégica e aprimoramentos terapéuticos. No caso de uma doenca téo
complexa quanto a EM, cujos tratamentos vigentes causam imunossupressao, a
busca por mecanismos terapéuticos mais locais e menos sistémicos, se faz ainda
mais necessaria. Utilizando um modelo de EM conhecido pela participacao especial
das células centrais do SNC, acreditamos que nossos resultados possam auxiliar na
compreensao de como um farmaco considerado imunossupressor também pode
modular a ag¢ao astrocitaria. Neste sentido, nossos resultados sugerem que, apesar
de aspectos inflamatérios astrocitarios nado terem sido tdo influenciados pelo
Fingolimode, fungdes neuroprotetores podem ter sido estimuladas.

Em nosso estudo, mostramos que o Fingolimode nao foi capaz de reverter a
perda de MBP induzida por Cuprizona, o aumento da proteina lisossémica LAMP1,
ou de influenciar niveis de marcadores pré e anti-inflamatorios, como C3 e Arg1,
respectivamente no cértex visual. Quando analisados tais fatores associados a
astrocitos, aparentemente o farmaco também n&o é capaz de altera-los, assim como
nao foi capaz de diminuir a reatividade astrocitaria, evidenciada pela expressao de
GFAP. Considerando que em outros estudos que utilizaram protocolos diferentes,
linhagens de animais diferentes e, sobretudo, investigaram regides anatbémicas
diferentes, pode ser que a divergéncia com parte destes estudos se justifique nestes
fatos. De fato, a intensidade, temporalidade e distribuicdo anatdmica de eventos
caracteristicos do modelo de Cuprizona s&o variaveis de acordo com a linhagem
murina, os protocolos de administracdo da droga e, particularmente, a regiao
anatbmica estudada (Skripuletz et al., 2008; Vega-Riquer et al., 2019). Sendo assim,
pode ser que o Fingolimode, ao menos para os aspectos avaliados por nés, também
atue em uma dinamica diferente, se investigado especificamente em cértex visual de
camundongos sui¢cos. Como a grande maioria dos estudos em modelos de EM se
dao em regides de substancia branca e em camundongos C57BL/6, nosso trabalho
pode ser util para a melhor compreensado do modelo de Cuprizona em camundongos

suicos e em regido cortical, especialmente relacionada a via visual que é tao
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acometida em pacientes de EM (Graham e Klistorner, 2016; Cooray et al., 2019).
Além de apresentar resultados novos acerca do Fingolimode no modelo.

Por mais que o Fingolimode nao tenha sido capaz de modular aspectos
inflamatorios astrocitarios, o aumento de BDNF nestas células pode indicar uma
indugdo de acdo neuroprotetora pelo farmaco. O aumento de BDNF astrocitario
induzido por farmacos € algo frequentemente associado com aumento de
sobrevivéncia neuronal e oligodendrocitica em doengas neurologicas, como a EM,
ou em seus modelos experimentais (Stadelmann et al., 2002; Fulmer et al., 2014;
Smith et al., 2018; Araki et al., 2020; He et al., 2021). Pode ser que o aumento do
BDNF astrocitario em nosso estudo se relacione com o aumento da sobrevivéncia
neuronal, ou, até mesmo, com uma potencializagdo da remielinizagdo em contexto
de remissao. A despeito destas hipdteses, acreditamos que nosso trabalho contribui
para a elucidagdo de como o Fingolimode pode modular fungdes astrocitarias no

cértex visual de camundongos suigos em modelo de Cuprizona.
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