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RESUMO



Estudos recentes tém mostrado que a expressdo do complexo de histocompatibilidade
principal de classe I (MHC 1) influencia diretamente na estabilidade dos terminais
sindpticos. Considerando que na encefalomielite autoimune experimental (EAE) observa-
se significativo impacto sobre as sinapses dos motoneurdonios medulares durante a fase
aguda da doenca, sugere-se que o MHC I pode exercer influéncia na estabilidade dos
terminais sindpticos na EAE. Dessa forma, o presente trabalho investigou em
camundongos C57BL/6J a cobertura sindptica dos motoneurdnios durante o surto e as
remissOes progressivas da EAE. Estes animais foram divididos em 4 grupos: normal, surto
(grau 3), 1? remissdo (1° estdgio de recuperacao- 30 dias apds indugdo) e 2* remissao (2°
estdgio de recuperacao- 40 dias). Suas medulas foram processadas para imunoistoquimica
e microscopia eletronica de transmissdo (MET). Os resultados indicaram aumento da
reatividade glial durante a fase de surto. Neste periodo a andlise ultra-estrutural mostrou
reducdo da cobertura sindptica dos motoneurdnios, correlacionada com reducdo da
expressdo da sinaptofisina e aumento da expressdo do MHC I. Os resultados observados
em ambos os grupos remissdo indicaram aposi¢do dos terminais sobre a superficie do
motoneurdnio. Entretanto a possivel exaustdo do potencial regenerativo ocorre apds a 2*
remissao, sendo observada diminui¢@o significativa do nimero das sinapses. Além disso, a
razio entre terminais excitatorios/inibitorios esta aumentada, indicando o desenvolvimento
de possivel processo excitotéxico. Os resultados obtidos indicam que a expressao do MHC
I aumenta durante o curso da EAE na forma remitente/recorrente, correlacionando com os
periodos de plasticidade sinédptica. Além disso, o presente estudo indica que a expressdo de
MHC I e a reatividade glial durante as diferentes fases da doenga estdo correlacionados

com 0s sinais clinicos da doenca.
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ABSTRACT
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Recent studies have shown that the expression of the major histocompatibility complex of
class I (MHC I) directly influences the stability of nerve terminals. Also, the acute phase of
the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) has shown a significant impact on
inputs within the spinal cord. Therefore, the present work investigated the synaptic
covering of motoneurons during exacerbation and progressive remissions of the EAE.
CS57BL/6J mice were induced to the EAE and divided into 4 groups: normal, exacerbation
(degree 3), first remission (30th day after EAE induction) e second remission (40th day).
The animals were sacrificed and their lumbar spinal cords were processed for
immunohistochemistry and transmission electron microscopy (TEM). The results indicate
an increase of glial reaction during the exacerbation phase. In this period, the TEM
analysis showed a reduction of the synaptic covering of motoneurons, corresponding to a
reduction of synaptophysin immunolabeling and an increase of MHC I expression. The
results observed in both remission groups indicated a return of terminals contact to the
motoneuron surface. However, a possible exhaustion of the regenerative potential occurs
after the 2™ remission, since the number of synapses decreases significantly. Also, the ratio
between excitatory/inhibitory inputs increases, indicating the development of a possible
excitotoxic process. In conclusion, the results presented herein indicate that MHC I
upregulation during the course of the remittent/recurrent form of EAE correlates to the
periods of synaptic plasticity induced by the infiltration of auto-reactive immune cells and
that synaptic plasticity decreases after recurrent peaks of inflammation. Also, this study
provided evidences that synaptic plasticity and the glial reactivity during the different
phases of the MS disease, play an important role in the motor deficit and recovery that

occur throughout the MS development.

Abstract
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1. INTRODUCAO



1.1 Anatomia do Sistema Nervoso, Medula Espinhal e Motoneuronios Medulares.

O Sistema Nervoso (SN) é dividido anatomicamente em Sistema Nervoso Central
(SNC) e Periférico (SNP). O SNC € composto pelo encéfalo e a medula espinhal que estao
localizados, respectivamente, na cavidade craniana e no canal vertebral do esqueleto axial.
O SNP é composto pelos nervos cranianos e espinhais, ganglios periféricos e terminacdes

nervosas (Machado, 2002).

A medula é uma por¢ao do SNC situada no interior do canal vertebral. Apresenta as
intumescéncias cervical e lombar, de onde partem os nervos espinhais que compdem 0s
plexos braquial e lombossacral, responsdveis pela inervacdo dos membros superiores e

inferiores, respectivamente.

O nervo espinhal é formado da unido da raiz dorsal, sensitiva, com a raiz ventral,
motora. Na raiz dorsal localiza-se o ganglio espinhal, onde estdo os corpos dos neurdnios
sensitivos. A raiz ventral € formada por ax6nios que se originam em neurdnios situados nas

colunas anterior e lateral da medula.

Na coluna anterior da medula estdo localizados os corpos dos neurdnios motores
responsaveis pela inervacao dos musculos esqueléticos. Estes se distinguem em neurdnios
motores alfa e gama. Os neur6nios motores alfa sdo maiores e seu axénio, com grande
didmetro, destina-se a inervacdo de fibras musculares extrafusais que contribuem
efetivamente para a contragdo dos musculos. Os neur6nios gama s@o menores € possuem
axOnios mais delgados e sdo responsaveis pela inervacdo de fibras intrafusais dos fusos

musculares.

Introducdo
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Na coluna intermédia lateral presente de T1 a L2 e de S2 a S4, encontram-se 0s
corpos dos neurdnios pré-ganglionares do sistema nervoso autdonomo, responsaveis pela

inervagdo de musculos lisos, cardiacos e glandulas (Machado, 2002).

1.2 Células do Sistema Nervoso.

O sistema nervoso € composto primordialmente por dois tipos de células: neurénios e
células da glia. A quantidade de células da glia € 10 a 50 vezes maior que o nimero de
neuronios. Estas células tém a fung¢do de suporte, producdo de mielina, fagocitose e
manutencdo de sinapses neurais. As células gliais dividem-se em 2 classes maiores:
microglia e macroglia. A microglia se comporta como fagdcitos que sdo mobilizados apds a
lesdo, infeccdo ou doencga. Ja as células da macroglia sdo os oligodendrdcitos, as células de

Schwann e os astrécitos (Kandel et al., 2006).

Os astrécitos, de origem neuroectodérmica, sdo as células mais abundantes da
populacdo glial e essenciais para a homeostase do SNC e para a fun¢do neuronal (Farina et
al.,, 2007). Além disso, os astrdcitos ajudam a constituir a barreira hemato-encefdlica,

prevenindo que substancias toxicas entrem no microambiente do SN (Kandel et al., 2006).

A microglia € de origem hematopoiética e estd presente desde os primeiros estagios
do desenvolvimento. Uma das suas mais importantes funcdes é responder a lesdes ou
estresse celular e a sinais externos como os provenientes de patdgenos (Sanders e De
Keyser, 2007). A microglia tem o papel de propiciar um microambiente favordvel a

reparagdo e regeneracdo neural, atuando como os macréfagos residentes do SNC, com

caracteristicas de vigilancia e controle imune. Assim, a microglia mostra-se reativa ja nos
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primeiros estdgios pds-lesdo do sistema nervoso, precedendo as demais células gliais.
Desse modo, a microglia ativada pode destruir microrganismos, remover residuos celulares
potencialmente deletérios e ainda secretar fatores de crescimento, promovendo, com isso, a

reparacao do tecido e facilitando o retorno da homeostase (Kreustzberg, 1996).

Os neurdnios sdo células especializadas na condugcdo do impulso nervoso e
constituem a unidade fundamental do SNC. Um neur6nio tipico € constituido de um corpo
(soma), dendritos € um ax6nio. Contudo, o SNC contém uma ampla variedade de neurdnios
com diferentes morfologias e funcdes. A célula, como um todo, apresenta contatos com
terminais ou botdes sindpticos de outros neurdnios, formando as sinapses. Funcionalmente
os neurdnios podem ser sensitivos, motores ou interneurdnios. Cabe destacarmos os
neur6nios motores ou motoneurdnios, que podem ser primdrios quando estdo localizados na
area motora do cértex cerebral, e projetam fibras nervosas que fazem conexdes em niveis
caudais com os motoneurdnios secundarios, localizados nos nucleos da base, no tronco

encefélico e na coluna ventral da medula espinhal (Kandel et al., 2006).

O motoneurdnio alfa € o foco de interesse no presente estudo. Este estd localizado na
medula espinhal, especificamente no corno anterior da substancia cinzenta, apresentando-se

em colunas longitudinais (Kandel et al., 2006).

1.3 Interacdo neuroénio-glias.

As células da glia, até recentemente, eram consideradas apenas como provedoras de
suporte estrutural e metabdlico para o neurdnio executar a transmissdo sindptica.

Recentemente estudos demonstram a existéncia de comunicagdo bidirecional entre células
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da glia e neurdnios participando assim, da modulacdo da fisiologia sindptica (Di Filippo et

al., 2008; Emirandetti et al., 2006).

Os astrdcitos t€ém uma localizacdo estratégica tendo contato com outras células gliais,
neurOnios e vasos sangiiineos. Esta relacdo entre neur6nio, astrécito e vasos sangiiineos faz
dos astrécitos um importante modulador da atividade neuronal e do fluxo sanguineo
cerebral (Farina et al., 2007). Além disso, os astrdcitos t€ém importante fun¢do na regulagdo
da concentracdo de fons no espaco extra e intra-celular no SNC. O diéxido de carbono €
produzido pelos neur6nios através do metabolismo oxidativo do piruvato. Os astrocitos
regulam o balanco acido-base via balanco de carboxidrase que converte o diéxido de

carbono e a dgua em ions de hidrogénio e bicarbonato (Maragakis e Rothstein, 2006).

Os astrdcitos s@o também responsaveis pela manuten¢do e homeostase do glutamato.
O glutamato é um neurotransmissor excitatério primario no SNC. Assim, sua atividade é
regulada por influéncias neuronal e glial. Na sinapse, o glutamato liberado ird ativar os
receptores metabotrépicos presentes nos astrécitos (Maragakis e Rothstein, 2006). Durante
a resposta a lesdo, os astrocitos podem aumentar o nimero de transportadores de glutamato,
prevenindo assim a acdo excitotdxica do glutamato, convertendo-o em glutamina. Além
disso, os astrécitos podem restaurar a integridade da barreira hemato-encefdlica, facilitar a
revascularizacdo, a remielinizacdo e a sobrevivéncia neuronal através da sintese e liberacao
de fatores neurotréficos (Liberto et al., 2004). Entretanto, os astrécitos no SNC podem
apresentar papel paradoxal, podendo desempenhar papel tanto neurotéxico como

neuroprotetor.
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Durante a astrogliose reativa, na Esclerose Miltipla (EM), a secrecao de dacido
hialurénico e glicosaminoglicanas, é capaz de inibir a diferenciacdo dos oligodenddcitos.
Por outro lado, a secrecdo de proteinas como o fator de crescimento-1 semelhante a insulina
(IGF-1), fator inibidor de leucemia (LIF) e fator neurotréfico ciliar (CNTF), contribui para

aumentar a sobrevivéncia dos oligodendrdcitos (Bannerman et al., 2007).

A microglia apresenta distintas funcdes na apresentacdo de antigenos, na
imunovigilancia, na fagocitose e na neuroprote¢do. Assim, como nos astrocios, a microglia,
também, pode apresentar papel neuroprotetor ou neurotéxico. Desse modo, ao produzir
radicais livres de oxigénio, 6xido nitrico (NO), receptores N-metil D-aspartic acid
(NMDA), proteases e quimiocinas, a microglia pode apresentar um papel neurotdxico.
Porém, esta pode ser neuroprotetora ao provocar, fisicamente, um afastamento dos
elementos pds e pré-sindpticos. Esse desligamento das sinapses parece ser fundamental para
a sobrevivéncia neuronal (Cullheim e Thams, 2007). Além disso, Glezer et al. (2005)
mostraram que a microglia residente da medula 6ssea pode ser responsdvel em estimular a
reparagcdo da mielina, a remocdo das toxinas do SNC e a prevencdo de doencas

neurodegenerativas.

1.4 Interagdo do Sistema Imune e Sistema Nervoso na neurodegeneracdo.

Degeneracdo nervosa é um processo onde estruturas e fungdes sdo progressivamente
afetadas, podendo ser perdidas parcial ou totalmente. A neurodegeneracdo envolve
alteracodes estruturais complexas, modificando a atividade das células nervosas, podendo

resultar em eventual morte celular (Przedborski et al., 2003).
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Por décadas o cérebro foi considerado um 6rgdo imuno privilegiado. No entanto,
estudos bioquimicos do sistema nervoso em diversas circunstancias patoldgicas e
fisiolégicas revelaram que a inflamagao no SNC constitui o principal mecanismo de defesa

contra lesoes (Tillex e Hermans., 2007).

Virios estudos t€ém mostrado que a magnitude da degeneracdo axonal € mais severa
em doencas inflamatdrias, pois fatores toxicos liberados por macréfagos e pela microglia
ativada podem atuar nos receptores de glutamato. O glutamato exerce uma agdo direta no
oligodendrdcito, causando uma lesdo excitotoxica e conseqiientemente um envolvimento na
degeneracao axonal. Em modelos de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) foi
observado que o NO produzido em altas quantidades pelos macréfagos e por outras células

no local da inflamacdo pode ser neurotéxico para o axdnio (Rieckmann e Smith, 2001).

Tendo-se em vista o acima descrito, a resposta inflamatéria no SNC tem sido
usualmente aceita como a responsavel pela lesao neuronal. Entretanto, estudos sugerem que
as reagdes inflamatorias podem também ser neuroprotetoras (Hohlfeld et at., 2007;
Kerschensteiner et al., 2008). Algumas citocinas como TNFa, IL-1 e IFNA sdo conhecidas
como citocinas pré-inflamatérias. Entretanto, estas também t€m funcdo imunossupressora
e, quando secretadas apds a lesdo, tém a agdo de reparar o processo inflamatdrio, sugerindo
assim, uma dupla fun¢do da inflamacdo no SNC (Correale et al., 2004). Além disso,
estudos revelam que o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é também produzido

por vdrias células do Sistema Imune (SI) e este é responsdvel pela manutengdo e

sobrevivéncia do neurdnio (Kerschensteiner et al., 1999; Hohlfeld et at., 2007).
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A interagdo entre SI e SNC ¢€ realizada pelas células da glia. Por muito tempo,
acreditou-se que a interagdo entre SN e SI era realizada principalmente pela acdo da
microglia, pois a microglia além de atuar como uma molécula apresentadora de antigeno,
expressar receptores Toll like receptors (TLRs), ainda tem a capacidade de apresentar
moléculas co-estimulatorias as células T (Sanders et al., 2007). Entretanto, estudos, mais
recentes, demonstraram que os astrécitos também podem atuar como moléculas co-
estimulatérias (Nair et al., 2008) e ainda podem expressar os TLRs. Neste sentido, os
astrdcitos tém a capacidade de ativar as células vizinhas e amplificar a resposta imune inata
local e, ainda, modificar a permeabilidade da barreira hemato-encefélica, permitindo a

resposta imune adaptativa no SNC (Faina et al., 2007).

Um fato relevante demonstrado em estudos recentes € que a molécula chamada MHC
I (Complexo Principal de Histocompatibilidade classe I) presente no SI também € expressa
em neurdnios axotomizados. Semelhantemente, as células da glia, em resposta a lesdao
nervosa, também expressam MHC 1. Isto mostra que essa molécula tem um importante
papel no processo de plasticidade sindptica e, também, na interacdo entre o SI e SN

(Cullheim and Thams, 2007).

1.5 O papel do MHC I no Sistema Nervoso.

Em humanos a molécula do complexo MHC € codificada por genes do complexo
HLA, encontrado no braco curto do cromossomo 6. Existem duas classes diferentes da
molécula MHC, classe I e classe II. O MHC classe I estd presente em células nucleadas e é

sintetizado no reticulo endoplasmético (RE). O peptideo processado no citosol da célula,
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juntamente com a molécula MHC 1, € transferido para a membrana citoplasmatica, podendo
ser reconhecido pelo TCR da célula TCD*. A molécula de MHC classe II tem uma
distribuicdo mais restrita. Esta molécula € encontrada em mondcitos, macréfagos, células
dendriticas e células apresentadoras de antigeno (APC). A molécula MHC II também ¢&
sintetizada no RE e os peptideos sdo reconhecidos pelo TCR da célula TCD** (Thorsby,
1999).

A funcdo das moléculas de MHC € revelar, ao meio extracelular, amostras dos
constituintes protéicos das células, sinalizando ao Sistema Imunolégico que o metabolismo
estd normal, isto é, que as proteinas sintetizadas no interior celular sdo préprias dessas
células. Entretanto, a molécula de MHC pode apresentar também peptideos de
microorganismos, bactérias ou virus, dando assim inicio a uma resposta imune adaptativa
(Thorsby, 1999).

Até recentemente estudos mostravam que os neurdnios nio expressavam quantidades
significativas de MHC I (Lampson, 1995). Entretanto, recentemente tem-se mostrado que o
MHC I é um importante mecanismo de interacdo entre neurdnios e células da glia que
diretamente afeta o processo de plasticidade e astrogliose (Oliveira et al., 2004; Thams et
al., 2008; Sabha et al., 2008). Em neonatos sdo responsaveis, em parte, por um refinamento
das sinapses no nucleo geniculado lateral, durante a maturagdo pds-natal das vias visuais.
Em adultos, ap6s a lesdo periférica, MHC 1 é também importante na fase aguda apds
axotomia (Corriveau et al., 1998; Huh et al., 2000; Goddard et al., 2007).

Assim, em animais mutantes que ndo expressam de maneira funcional esta molécula,
ndo sdo capazes de retrair seletivamente as sinapses dos motoneuronios medulares. Tal

mutacdo resulta na exacerbacdo da eliminagdo dos inputs medulares, indicando uma
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significante perda do potencial regenerativo (Oliveira et al., 2004). Neste sentido, a
auséncia na expressao de MHC I resulta na incompleta segregacdo dos inputs nos olhos
direitos e esquerdos, causando a manuten¢do de conexdes aberrantes que devem ser
eliminadas (Huh et al., 2000). Oliveira et al, (2004) mostraram que a auséncia da expressao
de MHC I resultou em exacerbado destacamento dos terminais sindpticos, diminuindo o

potencial regenerativo dos neurdnios apoés lesao.

1.6 Plasticidade sindptica.

A estabilizacdo e a manuten¢do dos circuitos neuronais do SNC constitui-se num
processo complexo e pouco conhecido, o qual envolve milhares de neur6nios
interconectados precisamente através das sinapses (Huh et al., 2000; Boulanger et al.,
2001). O funcionamento exato dessas conexdes no SNC depende da atividade neural que
desempenha a funcdo de estabilizar ou eliminar as conexdes quando necessdrio. Este
refinamento sindptico foi observado no sistema visual de gatos, no nicleo geniculado
lateral, durante o inicio do desenvolvimento e em fases mais tardias. Diante disso, no SNC,
podemos dizer que existe a ocorréncia do remodelamento estrutural e de plascidade
sindptica (Huh et al., 2000), regidos por mecanismos ainda pouco conhecidos. Da mesma
forma, apds uma lesdo que resulte na interrupcdo do contato entre 0 motoneurdnio com
suas fibras musculares alvo, uma série de alteragdes ocorrem no corpo celular do neurdnio,
sendo, em conjunto, denominadas cromatélise (Romanes, 1946; Lieberman, 1971;
Kreutzberg, 1982; Aldskogius and Svensson, 1993). Associado a isso, hd uma retragdo
significativa das terminagdes nervosas em contato com o corpo celular desses

motoneurdnios, sendo as excitatdrias do tipo glutamatérgicas as mais afetadas. Acredita-se
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que essas mudancas sejam necessdrias para que haja a sobrevivéncia ou a reparacao desses
motoneurdnios, uma vez que o glutamato exerce um efeito excitotéxico sobre as células
nervosas (Linda et al., 2000). E interessante ressaltar que tais alteracdes sdo visiveis tanto
na lesdo por axotomia intramedular quanto na induc¢do da EAE (Linda et al., 2000; Zhu et

al., 2003; Marques et al., 2006).

1.7 Esclerose Multipla.

Para os patologistas a EM € uma desordem do SNC manifestada por inflamagao
focal, aguda, desmielinizante, com perda axonal e com limitada remieliniza¢ao, culminando
em placas esclerdticas multifocais. Para os neurologistas a EM é uma doencga prevalente em
jovens adultos, diagnosticada com evidéncias de bases clinicas e para-clinicas, afetando

diferentes dreas do cérebro e da medula espinhal (Compston e Coles; 2002).

Morfologicamente, a EM manifesta-se por inflamacao e desmielinizagdo do SNC. As
lesdes inflamatdrias sdo caracterizadas por significativa reatividade da macro e micréglia
envolvendo a sintese de mediadores soltiveis. Adicionalmente, células T e B, macréfogos,
também estao intensamente envolvidos (Bruck, 2005). Esse processo inflamatério provoca
lesdo axonal e degeneracdo da mielina (Bruck, 2005; Kerschensteiner et al., 2004),
desencadeando varios sintomas neuroldgicos e comprometimentos clinicos. (De Stefano et

al., 1998; Kornek et al., 2000; Thickbroom et al., 2004).

O diagnostico € dado a partir de critérios prévios de andlises. Desse modo, o
diagnéstico de imagem de Ressonancia Magnética (RM) nao € suficiente para diagnosticar

a doenca. Para obter um melhor diagndstico, o individuo deve apresentar na andlise de RM
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mais de uma 4drea do cérebro comprometida anatomicamente, ter sofrido no minimo 2
surtos, apresentar déficit no teste de estimulo visual e infiltrado inflamatério no teste do

fluido cérebro-espinhal (Compston e Coles; 2002).

A EM afeta 2 vezes mais mulheres que homens. Esta doen¢a tem uma incidéncia de 7
por 100.000 individuos. A doencga predominantemente afeta Norte Europeus, sendo que
80% dos pacientes apresentam doenca do tipo remitente/recorrente € 20% dos pacientes, a
forma progressiva, afetando a medula, o nervo 6ptico, o cérebro, e o cerebelo (Compston e

Coles, 2002).

A evolucio da EM em humanos € extremamente varidvel e imprevisivel, ndo
existindo nenhum sintoma ou sinal especifico da doenca. Assim, a EM acomete
principalmente jovens entre 20 e 45 anos, raramente manifestando-se antes dos 15 ou apds
os 50 anos (Holoshitz et al., 1983). Por ser uma doenca de cardter polimérfico, seu
desenvolvimento € muito varidvel. O primeiro € denominado curso remitente/recorrente,
mais comum no adulto jovem, onde a piora dos sinais clinicos ocorre na fase aguda da
doenca com incompleta recuperagdo dos sintomas e os sinais neuroldgicos sao transitorios.
Ja o segundo é denominado curso progressivo, caracteriza-se pelo acimulo gradual de
déficits neurol6gicos com lenta piora clinica, sem que ocorram remissdes e geralmente com
comprometimento motor (sistema piramidal e/ou cerebelar) (Holoshitz et al., 1983;
Carvalho et al.,2003). Ainda, além da forma remitente/recorrente e progressiva, tem-se a
forma remitente com déficits residuais e a forma progressiva secundaria (Joy e Johnston,

2003).
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Para o tratamento da EM sd3o utilizados os medicamentos como o acetato de
glatiramer (AG) e interferon B, que atuam como agentes imunomodulatérios, diminuindo a
freqiiéncia e a intensidade dos surtos da doenga (Maier et al., 2006). Embora os
mecanismos envolvidos nao sejam ainda completamente conhecidos, sabe-se que o AG
compete com os antigenos da mielina pelo ligante MHC e, por esse motivo, inibe a resposta
das células T (Fridkis-Hareli et al., 1994). Além disso, o AG tem a habilidade de estimular
a proliferacdo de células TH2 sobre THI, suprimindo a atividade das células T (Jee et al.,
2004). Ja o interferon f € um neuroprotetor que atua contra a toxicidade induzida pela
microglia ativada em neurdnios corticais. Desse modo, o interferon 3 inibe a producdo de

glutamato e superdxido (Jin et al., 2007).

1.8 Encefalomielite Autoimune Experimental.

Um modelo para o estudo da EM € denominado EAE, cuja investigacdo, como
modelo animal, tem sido de grande utilidade, pois € possivel observar degeneracdo axonal
similar a observada em humanos com EM (Kornek et al., 2000). A indu¢do da EAE pode
ser passiva ou ativa. A forma ativa baseia-se na imunizagao de ratos ou camundongos com
baixas doses de proteina bdsica de mielina (MBP), proteolipoproteina (PLP) ou
glicoproteina da mielina de oligodendrécitos (MOG), administradas em conjunto com um
adjuvante apropriado (Teixeira et al., 2005; Hofstetter et al., 2006). J4 a forma passiva € a
transferéncia de linf6citos ou células T encefalitogénicas ativadas de animais sensibilizados

(Teixeira et al., 2005).
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A MOG usada na indugdo ativa pertence a familia das imunoglobulinas e esta
expressa na mielina do SNC, ou seja, na superficie extracelular de oligodendrécitos e da
bainha de mielina (Bernard et al., 1997). A MOG ¢é capaz de induzir uma resposta
autoimune de células T e B, levando a desmielinizacdo (Olsson et al., 2000). Embora, o
SNC seja isolado por uma barreira endotelial, a barreira hematoencefdlica € sujeita a
invasdo de células T, que provocam uma resposta autoimune no local de migragao
(Hofstetter et al., 2006; Serpe et al., 1999). Além da invasao de células T, ha também a
producdo de quimiocinas que desencadeiam afluxo de mondcitos. Secundariamente ha o
aumento da produgdo e liberacdo de substancias neurotdxicas tais como 6xido nitrico e
agonistas de glutamato, tanto por parte da microglia residente quanto por parte dos
macréfagos derivados de mondcitos (Hammarberg et al., 2000). A microglia ativada secreta
fatores citotoxicos como a interleucina-1 e o fator de necrose tumoral (TNF), que induzem
a degeneracdo neural (Srinivasan et al., 2004). Esses eventos levam a destrui¢do de mielina
e das células produtoras de mielina. Assim, na fase inicial da doenga, a lesdo é detectada
por um acimulo de proteina precursora de amildides (APP) e por um edema na via axonal

(Bruck, 2005).

A doenga pode se apresentar de forma aguda monofésica ou cronica com surtos €
remissoes, dependendo do animal utilizado. A resposta para cada epitopo encefalitogénico
depende da populacdo de receptores das células T e do MHC II. Assim, cada espécie de
animal oferece aspectos particulares para o estudo da doenca (Teixeira et al., 2005). Os
ratos Lewis desenvolvem a forma aguda e monofdsica da doenca, enquanto os
camundongos desenvolvem preferencialmente a forma cronica. Na EAE observa-se uma

instalagc@o ascendente que inicia com os sinais clinicos: hipotonia distal da cauda evoluindo
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rapidamente para uma paraplegia completa com hipoestesia das patas dianteiras e
incontinéncia. Ap6s um platd de 2 a 3 dias, os sinais clinicos desaparecem espontdnea e
progressivamente. O quadro clinico completo evolui em 20 dias. Na transferéncia passiva
de linfécitos auto-reativos, o quadro clinico evolui em uma semana (Lider et al., 1989). A
EAE, induzida em ratos, reproduz clinicamente um episédio de exacerbacdo da EM e uma
melhora relativamente répida sendo evidenciada do 3° ao 5° dia do periodo de remissao
(Zhu et al., 2003). No caso da EAE em camundongos, os primeiros sintomas da doenga sao

visiveis entre 9 a 14 dias apds a imunizagdo com MOG (Stromnes e Goverman, 2004).

1.9 Mecanismos da doenca na EM.

Na EM, a perda axonal inicia-se antes do surgimento dos primeiros sinais clinicos,
sendo assim, dificil a deteccdo e a prevencdo da doenga (De Stefano et al., 1998).
Associado a essa morte axonal, a infiltracao de células inflamatdrias no sistema nervoso e a
retracdo de terminais nervosos sao eventos relevantes durante o surto e a remissao. Desse
modo, é de grande importancia para o melhor entendimento da fisiopatologia da EM, o
estudo cuidadoso das sinapses em aposicdo ao corpo celular e dendritos proximais de

motoneuronios alfa medulares durante o surto e remissao.

Somado a isso, o processo de remielinizacdo apds os episddios agudos € importante
para a recuperacdao neuroldgica e funcional da doenga. Foi observado que as células do
sistema imune, paradoxalmente tém a funcdo de reorganizar a mielina e diminuir o
processo inflamatdrio. Assim, estas células podem liberar citocinas semelhantes as

interleucinas 4 e fatores neurotréficos que atenuam a atividade fagocitdria dos macréfagos e
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também podem promover a atividade de remieliniza¢do. Entretanto, a remielinizacdo é,
geralmente, incompleta, pois € caracterizada por uma fina bainha de mielina, contribuindo
para que a interacdo com o correspondente neurdnio nio seja restaurada inteiramente

(Bruck, 2005).

Em modelos de EAE, o processo inflamatério autoimune mostrou uma agio
acumulativa da lesd@o nos axonios. Assim, no inicio da doenga, os déficits podem ser
compensados por dois mecanismos: a presenca de fibras ainda ndo lesionadas nos tractos e
a formacgdo de desvios nos circuitos. Entretanto, as sucessivas lesdes e o progresso da
doenca, poderdo esgotar o potencial destes mecanismos. Logo, os recorrentes surtos

prejudicam o processo de recuperagdo da lesdo (Kerschensteiner et al., 2004).

Trabalhos indicam que o efeito neurotréfico e plastico acima descrito esteja
relacionado a interacdo entre os neurdnios e os linfécitos (Hammarberg et al, 2000). As
células T reagem com os antigenos da substancia branca do SNC, tal como, a MBP. Os
fatores de crescimento secretados pelas células T anti-MBP no tecido podem proteger o
SNC de lesdes. Assim, os fatores de crescimento podem atenuar a elevacdo do nivel de
Ca++ e radicais livres, responsaveis pela lesao neuronal (Moalem et al, 1999). Além disso,
sabe-se que os trés fatores neurotroficos principais, responsdveis pela repara¢do dos
motoneuronios in vivo e in vitro sdo: NT-3, BDNF e GDNF. Estes fatores estdo altamente
expressos no tecido nervoso periférico. J& no SNC, estdo relativamente em menores
quantidades. Observou-se que os fatores neurotréficos niao sao expressos em locais onde a
ativacdo glial estd relativamente alta. Isto estd de acordo com o conceito geral de que o

tecido nervoso no SNC tem uma baixa capacidade de regeneracdo. Entretanto, as células T
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e NK ou (NK-T) presentes no SNC durante a EAE, promovem um alto nivel de fatores

neurotréficos (Hammarberg et al., 2000).

Outros estudos mostram que, durante a degeneracdo do axdnio, hd uma ativacio de
astrocitos e microglia. Estes cooperam para promover a eliminacdo dos terminais
sindpticos. Sendo a microglia responsédvel pela remog¢do dos terminais nos periodos iniciais
da lesdo e os astrdcitos presentes nos periodos mais tardios. Porém, ha controvérsias quanto
ao periodo de acdo das células gliais, pois estudos empregando animais com bloqueio da
resposta microglial também tiveram, nos periodos iniciais, seus terminais retraidos. Neste
caso, os astdcitos podem ter sido os responsdveis pela reorganizacdo dos terminais
sindpticos (Aldskogius e Svensson. 1999). Segundo Cullheim e Thams (2007), a microglia
tem o papel de desligar, fisicamente, os terminais pré sinapticos do motoneurénio apds
lesdo axonal. Esse desligamento tem a funcdo de promover a sobrevivéncia neuronal, por

impedir eventos de excitotoxidade.

A partir desses resultados, fica evidente a existéncia de um paradoxo no que diz
respeito aos efeitos de um processo inflamatério no SNC. Por um lado, o afluxo de
linfécitos e macréfagos resulta num aumento dos niveis de radicais livres, citocinas, bem
como agonistas de glutamato, associados ao processo desmielinizante (Hammarberg et al.,
2000). Por outro lado, esses mesmos elementos celulares produzem moléculas neurotréficas
potencialmente capazes de proteger os neurOnios, reduzindo assim a perda neuronal
(Moalem et al., 1999). Associado a esses fatos, existe a expressdo do MHC I que pode ser
um mecanismo importante no processo de retragdo e remodelacdo dos circuitos medulares
durante a EAE. E possivel que esses trés eventos estejam relacionados, porém

desconhecemos essa interacdo e a sua influéncia na reparagdo neuronal.
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2. OBJETIVOS



2.1 Objetivos gerais.

Os objetivos deste estudo sdo analisar, através de técnicas de imunoistoquimica e
microscopia eletronica de transmissdo, a dindmica das sinapses em aposi¢do ao corpo
celular e aos dendritos proximais de motoneurdnios alfa medulares durante o surto, a
remissdo e nos episodios recidivantes e remitentes dos camundongos apds a indugdo a
EAE. Além disso, investigar a influéncia do processo inflamatdrio, na preservagdo e ou na

retracdo de terminagdes nervosas ao corpo celular de motoneurdnios alfa.

2.2 Objetivos especificos.

Analisar a densidade sindptica no microambiente dos motoneurdnios alfa, com a

expressao de sinaptofisina.

e Analisar a astrogliose reativa nas adjacéncias dos motoneur6nios com a expressao
de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein).

e Analisar a expressio do MHC I nas adjacéncias dos motoneurdnios através de
imunoistoquimica.

e Analisar a reatividade da microglia nas adjacéncias dos motoneuronios através de
imunoistoquimica.

e Analisar a disposi¢cdo e comportamento das aferéncias dos motoneuronios alfa

medulares na intumescéncia lombar, através da microscopia eletronica de

transmissao.
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3. MATERIAS E METODOS



3.1 Grupos experimentais.

Foram utilizados 40 camundongos C57BL/6J (20-25g), fémeas com 7 semanas,
obtidas do Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas. Os animais foram agrupados em gaiolas plésticas, com livre acesso
a racdo e 4gua ad libitum, com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e 4
temperatura de 21°C. Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética na

experimentacdo animal. (CEEA; protocolo n° 991-1)

Os animais foram divididos em 4 grupos com 10 animais cada: 1- controle, 2- surto
(19° dia apds imunizagdo), 3- 1* remissdo (30° dia apds imunizacdo) e 4- 2* remissao (40°
dia apés a imunizacdo). Em cada grupo, 5 animais foram submetidos a andlise por

imunoistoquimica e 5 a andlise por microscopia eletronica de transmissao.

Para todos os animais dos grupos surto, 1* remissao e 2* remissao foram selecionados
para andlise apenas os animais que atingiram grau 3 ou 4 da doenca. Foram descartados os

animais que atingiram apenas grau 2.

3.2 Indugdo da EAE.

Os camundongos foram induzidos a EAE por meio de aplica¢des de 100ul no plexo
braquial direito e esquerdo de cada animal, do peptideo de MOGs3s.55 diluido em PBS e
Mycobacterium tuberculosis (1,5 mg/ml; Difco) emulsificada com adjuvante completo de

Freund.
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Os camundongos foram examinados diariamente para a identificagdo de sinais
neurolégicos da doenga. Os sintomas da EAE foram graduados de acordo com Stromnes e
Goverman(2004), com a seguinte escala: grau O (sem sinais clinicos), grau 1 (flacidez da
cauda), grau 2 (paralisia parcial dos membros posteriores), grau 3 (paralisia completa dos
membros posteriores e parcial dos anteriores) e grau 4 (paralisia total do animal), como

mostra a figura que se segue:

Evolugao da doenca
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Figura 1. Camundongos submetidos a EAE e graduacio tipica dos sinais clinicos da doenca: A- Grau 0 auséncia de sinais
clinicos, B- Grau 1 flacidez da cauda (seta). C- Grau 2 paralisia parcial dos membros posteriores, D- Grau 3 paralisia
completa dos membros posteriores e parcial dos membros anteriores. E- Gréfico representando o curso da doenca tipica de

animais submetidos a doenca.
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3.3 Sacrificio dos animais e processamento para imunoistoquimica.

Ap6s os periodos de sobrevida pré-determinados, os animais foram sacrificados. Para
isso, estes foram primeiramente anestesiados com a combina¢do de Kensol (xylasin,
Smg/Kg) e Vetaset (ketamin, 100mg/Kg) e em seguida submetidos a toracotomia. Visando
a lavagem total dos vasos e 6rgdos, foram perfundidos transcardiacamente com auxilio de
uma seringa contendo 20ml de solu¢do de salina (NaCl 0,9% em tampao fosfato de sddio,
pH 7,38). Para a fixacdo foi realizada a perfusio de 20ml de uma solug¢do contendo

formalina (10%) em tampao fosfato de sédio, pH 7,38.

Posteriormente a fixacdo, os espécimes foram dissecados e mantidos em fixador por
12 horas a uma temperatura de 4°C. Passado este periodo, as medulas e raizes nervosas
foram incluidas em Tissue-Tek (Miles Inc., USA) e congeladas em n-Hexano a -35 a -40°C
em recipiente contendo nitrogénio liquido. Cortes histolégicos com 12um de espessura
foram obtidos em criostato. As seccdes foram entdo transferidas para laminas silanizadas e

estocadas a -20°C até a realizacdo das imunomarcacoes.

Para a realizacdo da imunoistoquimica, as laminas climatizadas foram lavadas 3
vezes por 5 minutos em TBS 5% Tween, sendo posteriormente bloqueadas com TBS 5%
Tween a 3% BSA por 60 minutos. Apds este periodo as laminas foram incubadas em
camara umida com 50ul de anticorpo primarios € TBS 5% Tween a 1% BSA por 3 horas.
Os anticorpos primadrios utilizados foram: anti-sinaptofisina (dilui¢do 1:100), anti-GFAP
(Glial Fibrillary Acidic Protein) 1:100, anti- IBA-1 1:500 e anti- MHC I 1:100. A seguir as
seccoes foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS 5% Tween. Em seqiiéncia a primeira

incubagdo, as 1aminas foram incubadas com os anticorpos secundarios (1:200) conjugados
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com cianina 2 (CY-2) ou 3(CY-3) (Jackson Lab., USA) por 45 minutos. Os espécimes
foram lavados em TBS 5% Tween e montados em glicerol/PBS 0,01M (3:1) e observados
em microscopio de fluorescéncia utilizando-se os filtros para fluoresceina (CY-2) e

rodamina (CY-3).

3.3.1 Anadlise quantitativa da imunoistoquimica.

As imunomarcagdes com anti-sinaptofisina, anti-GFAP, anti- IBA 1 e anti-MHC 1
foram observadas e documentadas com o microscépio de fluorescéncia invertido (NIKON-
ECLIPSE T100) conectado a um sistema de aquisi¢io de imagens (camera Nikon e

software Metamorph)

Para a quantificacdo, foram selecionadas trés imagens representativas de cada animal
de todos os grupos. Para cada lamina foram medidas 12 regides adjacentes aos
motoneudnios localizados no corno anterior da medula espinal, obtendo-se a densidade
integrada de pixels, que representa a intensidade da imunomarcacdo, de acordo com
Oliveira et al., (2004), utilizando-se o software IMAGEJ (versdo 1.33u, National Institutes
of Health, USA). A densidade integrada de pixels foi calculada para cada animal e entdo

estabelecida a média para cada grupo + erro padrao.

3.3.2 Analise estatitica em imunoistoquimica

A partir dos valores obtidos, a média e o erro padrdo em cada grupo experimental

foram calculados. As eventuais diferencas entres os grupos experimentais foram analisadas
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pela ANOVA e posteriormente pelo Teste T —Student para dados paramétricos e Mann-

Whitney para dados nao-paramétricos, assumindo-se p< 0,05 (*), p< 0,01(**) e p<0,001

3.4 Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para microscopia eletronica.

Ap6s anestesia com Kensol (xilasine, 5mg/Kg) e Vetaset (cetamina, 100 mg/Kg) os
animais foram submetidos a toracotomia e perfundidos transcardiacamente com auxilio de
uma seringa. Inicialmente, visando a lavagem total dos vasos e 6rgdos, os animais foram
perfundidos com 20ml de uma solu¢do salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em
tampao fosfato de sédio, pH 7,38). A fixacdo foi realizada pela subseqiiente perfusio de
20ml de uma soluc¢do contendo glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em tampao

fosfato de sédio, pH 7,38.

Apo6s fixacdo, o conjunto contendo a intumescéncia lombar e raizes nervosas foi
dissecado e imerso na mesma solucdo fixadora por 12 horas, mantidos a uma temperatura
de 4°C. Passado esse periodo, os elementos do referido conjunto foram lavados em tampao
fosfato 0,1M e dissecados sob lupa, sendo a medula espinhal reduzida de forma que se
obteve fragmentos correspondentes aos lados ipsilateral e contra-lateral. Os fragmentos
foram colocados individualmente em frascos contendo tampao fosfato de sédio, pH 7,38.
Estes foram entdo pds-fixados por um periodo de 2 horas em solugdo de tetroxido de 6smio
a 1%, diluido em tampao fosfato de sédio 0,2M pH 7,38. Seguindo-se a pds-fixacdo, os
fragmentos foram desidratados em série crescente de acetona e incluidos em resina

(Durcupan, Sigma). Os blocos foram desbastados e secgdes semi-finas (0,5um) obtidas e
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coradas com azul de toluidina 0,25% para a observacdo ao microscopio Optico. A seguir,
algumas regides foi selecionadas e os blocos retrimados sendo realizados os cortes ultra-
finos (SOOA; ultramicrétomo LKB, Bromma 8800) os quais serdo coletados em telas de
cobre com pelicula de formivar diluido em dicloroetano. Apds contraste em acetato de
uranila 5% em soluc¢do aquosa por 30 minutos as telas de cobre foram lavadas em dgua
destilada e em seguida contrastadas em citrato de chumbo, por mais 5 minutos. Os

espécimes foram observados ao microscopio eletronico de transmissao, operando a 60KV.

3.4.1 Anadlise das seccoes ultra-finas.

Neurdnios com grandes corpos celulares (>35 pm em didmetro), encontrados no
grupo dorso-lateral da coluna anterior da medula e seccionados ao nivel do plano nuclear
foram identificados como a-motoneurdnios pela presenca de terminais nervosos do tipo C.
Os neur6nios foram identificados como lesionados baseando-se na ocorréncia de
modificagdes cromatoliticas no corpo celular e a superficie das células foi entdo
digitalizada em um aumento de 10.000x, sendo montada seqiiencialmente em programa

vetorial, como mostra o exemplo que se segue:
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Figura 2. Seqiiéncia de fotomicrografias eletronicas de transmissdo utilizada para reconstrugdo de um

motoneurdnio alfa.

3.4.2 Quantificacdo em microscopia eletronica de transmissdo.

Ap6s montados os motoneurdnios em programa vetorial, os terminais sindpticos em
contato com o corpo celular foram identificados em: F (com as vesiculas achatadas), S
(com vesiculas esféricas) e C (com uma cisterna sub-sindptica), de acordo com a
nomenclatura de Conradi (1969) e conforme Fig. 3. Apds identificagdo dos terminais foi
quantificada a cobertura sinédptica destes. Além disso, foi quantificada a distancia entre os
terminais nervosos que cobrem os motoneurdnios (distribui¢ao dos GAPS). Um total de 40
motoneurdnios foram estudados (dois para cada animal) em 4 grupos de 5 animais (grupo

controle, grupo surto, grupo 1* remissdo e grupo 2* remissao).
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Figura 3. Fotomicrografia mostrando os trés tipos de terminais pré-sindpticos (S, C e F) em aposi¢do a membrana de um

motoneurdnio alfa medular. Escala = 2um.

3.4.3 Andlise estatistica em microscopia eletronica de transmissdo.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A andlise de eventuais
diferengas intergrupos durante os episédios de surto e remissdo foram realizada pela
Anova, seguida pelo teste t —Student para dados paramétricos e teste Mann- Whitney para
dados ndo paramétricos. Em todas as andlises foi considerada uma significancia minima de

p<0,05. Assumindo-se p< 0,05 (*), p< 0,01(**) e p<0,001 (***).
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4. RESULTADOS



4.1 Aumento da expressdo de MHC I em EAE.

A expressdao do MHC I foi quantificada por meio de imunoistoquimica na regido do
corno anterior da medula. A Fig 4 A-D mostra elevada expressao de MHC I durante o surto
da doengca em comparacdo ao grupo normal. Tal aumento foi mantido na 1'remissdo.
Entretanto, houve diminuicdo da expressdao na 2'remissdo (surto- 12,32+1,1, 1'remissdo-
11,64+1,22, 2" remissdo- 6,47£1,59; n=5 para todos os grupos; média da intensidade

integrada de pixels/intensidade da imunomarcacao + erro padrao, Fig. 4E).
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2° Remissido

124

Expresdo de MHC |

Surto 1"Remissao 2°Remissao

Figura 4. Expressao de MHC I no corno anterior da medula de animais C57B1/6. Normal (A), surto grau3 da EAE (B), r
remissdo (C) e 2’ remissdo (D). Note a auséncia da expressio de MHC I no grupo normal e aumento da expressio em
outros grupos, especialmente no grupo surto. A quantificacdo da densidade em pixels em cada grupo é quantificada no

grifico (E). Circulo em pontilhado representa a regiio dos neurdnios motores. Barra de escala=20um.
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4.2 Reducdo da expressao de sinaptofisina no curso da EAE.

Os resultados da imunomarcagdo estdo representados na Fig. 5 A-D e a andlise
quantitativa revelou diminuicdo estatisticamente significativa em animais surto- grau 3,
correspondendo ao periodo de paraplegia (normal- 16.92+0.28, surto- 7.54+0.48, i)
remissdo - 14.66+0.51, 2’ remissdo - 12.50+1.00, n=5 para todos os grupos; média da
intensidade integrada de pixels/intensidade da imunomarcagdo + erro padrdo, Fig. SE). Na
1" remissdo houve recuperagdo parcial da expressdo de sinaptofisina, correspondendo na
melhora dos sinais clinicos, apesar de ndo ter alcangado os niveis normais. J4 na 2 remissdo
mostrou diminui¢do da expressdo de sinaptofisina, indicando menor recuperacdo dos

inputs.
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Sinaptofisina| ®

1° Remissdo

Expressao de Sinaptofisina

Normal Surto 1T°Remissao 2°Remissao

Figura 5. Expressdo de sinaptofisina no corno anterior da medula de animais C57BL/6 em normal (A), surto grau 3 da
EAE (B), 1" remissdo (C) e 2’ remissdo (D). Observe diminui¢@o da expressio no surto, indicando diminui¢do da cobertura

sindptica na superficie dos motoneurdnios durante o pico da doenga. Note que a cobertura sindptica é parcialmente

recuperada nos estagios. O grafico representa a quantificagcdo da imunomarcacéo (E). Barra de escala=20 pm.
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4.3 Aumento da reatividade glial em EAE.

A reatividade glial durante o curso da doenca foi obtida por meio da imunomarcagio
com os anticorpos GFAP e IBA1. Assim, houve aumento significativo em ambos astrdcitos
(Fig.6- normal- 6.68+0.85, 9.87+0.61, 1" remissio- 12.68+1.35, 2" remissdo- 10,04+1.15,
n=5 para todos os grupos; média da intensidade integrada de pixels/intensidade da
imunomarcac¢do + erro padrdo, Fig. 6E) e microglia (Fig.7 —controle- 1.86+0.28, surto-
5.40+0.57, 1  remissdo- 4.20+0.44, 2 remissdo- 5.54+0.45, n=5 para todos os grupos; média
da intensidade integrada de pixels/intensidade da imunomarcag@o + erro padrdo, Fig. 7E)

foi observado especialmente na drea dos motoneurdnios alfa medulares.

Durante a 2 remissdo, foi observada diminui¢ao da astrogliose reativa. Entretanto, a

reatividade da microglia manteve elevada durante o curso da doenca.
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Reatividade glial

Normal Surto 1°"Remissdo  2°Remisséo

Figura 6. Reatividade glial no corno anterior da medula espinhal de C57BL/6 em normal (A), surto grau3 de EAE (B), 1
remissdo (C) e 2’ remissdo (D). Observe aumento da expressio durante o pico da doenca no processo de plasticidade

sindptica. O grafico representa a quantificaco da imunomarcagdo em todos os grupos (E). Barra de escala= 20pm.
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Reatividade glial

Normal Surto 1°"Remisséao 2°Remissao

Figura 7. Expressao de IBA1 no corno anterior da medula de C57BL/6 em normal (A), surto (B), 1" remissdo (C) e 2’
remissdo (D). Observe aumento da expressdo durante o pico da doenca que é mantido durante os estdgios de remissdo. O
grafico representa a quantificagdo da imunomarcagdo de todos os grupos (E). Circulo em pontilhado representa a regido

dos neurdnios motores. Barra de escala= 20um.
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Grau da doenga

A Figura 8 representa a correlacio entre a imunomarcacao e os sinais clinicos obtidos
durante o curso da doenga. Desse modo, o surto ocorreu por volta do 15 dia apés a
imuniza¢do. O grau maximo da perda sindptica corresponde com o pico da expressdo de
MHCI tanto quanto com o aumento da astrogliose reativa. Entretanto, durante a primeira
remissdo, o aumento dos sinais clinicos estd paralelo 4 alta regulacio de GFAP. Durante a
2 remissdo, a expressdo de sinaptofisina mostrou uma significante diminuicdo comparada a

1 remissdo, que corresponde a piora dos sinais clinicos tanto quanto a diminui¢do da

expressao de MHC 1.
Normal Surto 1°Remissao 2°Remissao
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Figura 8. Gréfico representando a correlagdo entre a imunoquantificagdo em diferentes estdgios da doenca. Note que a
expressdo do MHC I € maior nos estdgios que a plasticidade estd presente. A diminuicéio da expressdo de MHC I durante a

2 remissdo possivelmente indica a diminui¢éo da resposta a lesdo.
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4.4 Andlise ultra-estrutural do aumento da eliminacdo sindptica durante a EAE.

Mudangas sindpticas sdo observadas na analise ultra-estrutural durante o curso da
doenga. Um total de 40 motoneurdnios alfa (n=10 neurdnios por grupo, 2 por animal em 4
grupos de 5 animais, nomeados em normal, surto, 1" remissdo e 2 remissao) sdo analisados
em relacdo a cobertura sindptica, tanto quanto o nimero, tipo de sinapses (terminal-F,
representando terminal inibitério, terminal S, representando terminais excitatorios e
terminais C, representando terminais colinérgicos) em aposi¢do ao corpo da célula. Figura 9

mostra o processo de retragdo que ocorre durante o curso da doenga.

Resultados

56



Figura 9. A: Desenho esquematico da secc¢do transversa no nivel da medula lombar de animais C57BL/6, mostrando a
regido dorsolateral do motoneurdnio que foi usada para andlise ultra-estrutural. B: representa a reconstrugio ultra-
estrutural no motoneurdnio alfa medular. A superficie da célula foi mapeada em um aumento de 10.000X por fotografias
seqiienciais. C: terminais normais na superficie dos motoneuronios alfa. D: terminais coloridos em rosa e citoplasma do
motoneurdnio em verde. E: exemplo de grau 3 (surto). Note a retragéio dos terminais da superficie dos motoneuronios. F:
terminais coloridos em rosa e citoplasma do motoneurdnio em verde. *= terminal pré-sindptico retraido. G: exemplo
representativo da 1" remissdo mostrando reaposi¢do dos terminais. H: terminais coloridos em rosa e citoplasma do
motoneurdnio em verde. I: exemplo da 2 remissdo, mostrando recuperacio parcial da aposicdo dos terminais. J: terminais

coloridos em rosa e citoplasma do motoneur6nio em verde. **= terminal parcialmente retraido. Barra de escala =1 pm.
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Reducio estatisticamente significativa em terminais F (normal- 44.40£0.04%, Surto-
30.23+0.01, Fig. 10A) ocorre durante o pico da doenga, resultando em diminuic¢ao de ~47%
na cobertura sindptica. Esta perda dos terminais é parcialmente recuperada na 1 remissdo
resultando em aumento de ~39% na cobertura sindptica. Entretanto, a recuperacdo na 2
remissdo € pior comparada a 1" remissdo (la remissio, 41.99+0.36%; 2 remissao,

30.51+0.03%; Fig. 10-A)

A figura 10-B mostra que o nimero de terminais F e S diminui durante o surto da
doenca. Tal perda foi parcialmente recuperada nos estdgios seguintes da doenca, ou seja, a
cobertura normal ndo foi alcangada. Além disso, na 2 remissdo, houve aumento de

terminais excitatdrios, indicando um desbalanco entre sinapses inibitdrias/excitatorias.

Observa-se no curso da doenca diminui¢do da cobertura sindptica decorrente a
aposicdo parcial dos terminais. Isto é observado na Figura 10-C e indica que apés a 2’
remissao; a recuperacdo dos inputs é incompleta, uma vez que parcela significativa dos
terminais pré-sindpticos mostrou menor superficie de contato com a membrana do
motoneuronio. (normal — 4.74%=+1.34, surto- 30.26%=+8.14, 1" remissao- 11.00%+4.33, 2

remissao - 24.33+4.28, n=5 para todos 0s grupos).
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Figura 10 Andlise detalhada da cobertura sindptica e nimero de botdes sindpticos durante o curso da doenca EAE,
mostrando que durante o pico da doenca hd uma redugdo significativa de terminais pré-sindpticos. A: grafico mostrando a
reducio de terminais tanto excitatérios quanto inibitérios no pico da doenca. Durante a 1' remissdo, ambos terminais F e S
recuperam a aposicio. Entretanto, a perda de terminais inibitdrios ocorre apés a 2 remissdo criando um desbalanco das
sinapses excitatérias/ inibitérias. Resultados similares sdo também observados pela andlise dos nimeros de botdes
sindpticos/ 100um de membrana (B). C: gréifico representando o nimero parcial de terminais retraidos em diferentes
estagios da doenga. Observe que apés a 2’ remissdo, aproximadamente 25% dos terminais pré-sindpticos ndo recuperam as
aposicdes. Isto indica uma faléncia no restabelecimento das conexdes sindpticas apGs os subseqiientes surtos. Note que

diferentes letras sobre cada barra indica diferenca estatistica.
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4.5 Padrdo da distribuigdo dos terminais apds inducdo EAE.

A Figura 11 representa o padrao normal de distribuicdo dos espacos entre os botdes
sindpticos, ao longo da superficie dos motoneurdnios, nos diferentes grupos. Em neur6nios
normais, os terminais mostram-se agrupados, havendo ndmero relativamente menor de
intervalos entre os inputs. Entretanto, durante o pico da doenca, devido a retracdo sinéptica
observou-se aumento da freqiiéncia de intervalos entre terminais, bem como de suas

dimensdes, as quais atingiram até 14 um.
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Figura 11. Distribuicdo dos espagos entre terminais na membrana dos motoneurdnio afetados durante o curso da doenca
EAE. A: normal distribui¢do dos intervalos entre os terminais nervosos, mostrando que os terminais sdo organizados em
grupos de inputs. B: a distribuicdio de terminais durante o pico da EAE foi alterada pela retracdo de terminais F e S. C:
recuperacio dos terminais retraidos, restauracio dos intervalos ao longo da membrana dos motoneurdnios apés a 1°
remissdo. Note aumento dos terminais inibitérios, provavelmente devido ao brotamento de terminais pré-sindpticos. D:

recuperagdo de  terminais retraidos com aumento de terminais  excitatérios na 2  remissio.
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5. DISCUSSAO



A molécula de MHC I e suas funcdes estido bastante caracterizadas no sistema imune,
cuja funcdo primdria € apresentar antigenos para linfocitos T. Além disso, o MHC ¢
bastante estudado, devido a variantes de seus loci estarem associadas com doencgas
autoimunes e inflamatoérias (Fernando et al., 2008). Entretanto, estudos recentes mostram
que a molécula de MHC I exerce importante funcdo durante o desenvolvimento do tecido
nervoso e apos lesao (Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2004). Neste sentido, a molécula de
MHC pode participar tanto imunologicamente quanto exercer uma importante funcdo no
SN. No estudo atual mostramos que a expressao do MHC I também esta presente durante o
curso da EAE e pode ser interpretada como relacionada a ocorréncia da plasticidade
sindptica nas diferentes fases da doenca. Em trabalho recente, mostramos que significativas
mudancas ocorrem nas conexdes medulares durante o surto da doenga induzida em ratos
Wistar (EAE na forma aguda e monofdasica), podendo contribuir para o aparecimento dos
sinais clinicos (Marques et al., 2006). Este fato também € reforcado nos resultados do
presente estudo com relacdo a imunomarcagdo anti-sinaptofisina e andlise ultra-estrutural
que mostram, durante o curso da doenga, a perda de terminais sindpticos na superficie do
motoneurdnio espinhal. Tal fato foi observado no primeiro pico da doenga, que resultou em
extensiva retracao dos inputs e, por sua vez, numa possivel reducao da atividade sinéptica.
Tal retragdo sindptica foi acompanhada por aumento da expressdo de MHC I e reatividade
das células gliais.

Na forma remitente/recorrente da EAE, o segundo pico da doencga ocorre por volta de
1 a 2 semanas apds o primeiro surto e, com relacdo ao sinal clinico, tende ser menos
intenso. No presente trabalho, a flacidez da cauda foi observada em muitos casos e a

completa paraplegia ndo esteve presente. Isto coincidiu com parcial recuperagdo da
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expressao de sinaptofisina no nicleo motor. Além disso, a reagdo microglial marcada pelo
anticorpo IBA1 ndao mostrou diferenga significativa apés o surto da doenca, embora esteja
aumentada em comparacdo a situacdo normal. Sabe-se que a microglia estd relacionada,
juntamente com os astrécitos, ao processo de retragdo sindptica. Porém, diante dos
resultados obtidos, acreditamos que durante o curso da EAE cronica, os astrocitos tenham
um papel relativamente mais ativo nesse processo, comparativamente a microglia.

Em relacdo aos astrécitos, a literatura relata tanto ag¢do neuroprotetora quanto
importante participacdo na eliminacdo de sinapses. Segundo Schonrock et al. (2000), o
aumento do ndmero de astrécitos expressando IL-6 na EM, promove a preservacdo dos
oligodendrécitos e a diminui¢do da desmielinizacdo. Além disso, a ativacdo dos receptores
Toll-like 3 expressos pelos astrécitos podem mediar a producdo de variedades de fatores
neurotréficos, fatores angiogénicos, quimiocinas e citocinas anti-inflamatoérias (Bsibsi et
al., 2006). No presente estudo, 0 aumento da expressdo de GFAP na 1" remissdo indica que
0s astrdcitos sao mais reativos neste estagio. Resultados similares descrevem que astrocitos
no giro denteado promove o brotamento de neuritos ao expressar proteinas de células de
adesdo como S100 (Reeves et al., 1994). Este fato pode indicar que, durante o estagio de
remissdo da EAE, houve aumento da plasticidade sindptica que promoveu o
restabelecimento das conexdes locais. Logo, os astrécitos podem estar envolvidos num
processo de brotamento de terminais pré-sindpticos durante o curso da doenga.

A ocorréncia do processo de brotamento axonal é também sugerido pelos resultados
da andlise ultra-estrutural obtidos nos diferentes estdgios da doenca. Assim, o nimero de
terminais pré-sindpticos inibitérios aumentou apds o primeiro pico da doenga, embora o

nivel normal ndo tenha sido alcangado. Entretanto, o nimero de terminais excitatorios
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aumentou para niveis normais, apos a 2° remissao. Isto indica que a razdo entre terminais
inibitérios e excitatdrios torna-se alterada durante o curso da doenga. Assim, os terminais
glutamatérgicos aumentaram em proporg¢do. Linda et al. (2000) descreveram que a incisao
longitudinal do funiculo ventral da medula, gerando a seccdo proximal dos axdnios
motores, leva a uma grande retracdo de terminais pré-sindpticos em aposi¢ao aos neurdnios
motores. Tal eliminacdo € preferencial para terminais glutamatérgicos, sendo
provavelmente controlada pelo préprio motoneurdnio como uma ag¢io de remodelamento,
ja que o glutamato exerce efeito excitotéxico na célula nervosa.

Tendo-se em vista o acima descrito, acreditamos que ciclos de inflamagdo recorrentes
durante o curso da EAE podem causar irrepardvel perda axonal, que pode mudar o balango
entre terminais excitatorios e inibitérios. Tal mudanca pode ser o resultado da exaustdo da
capacidade de brotamento dos terminais pré-sindpticos, resultando na perda do potencial de
remodelamento (Kerschensteiner et al., 2004). Esta condi¢cdo pode contribuir para mudanga
no curso da doenga, de remitente/ recorrente pra a forma progressiva. Assim, corroborando
esta hipdtese, foi possivel observar, apds a 2° remissdo da doenga, que o nimero de
terminais parcialmente retraidos aumentou. Além disso, nesta fase, a expressao de MHC 1
observada foi menor. De acordo com a prévia andlise em diferentes linhagens isogénicas,
demonstrou-se que animais C57BL/6] apresentavam menor expressio de MHC 1
comparativamente aos animais A/J, resultando em um reduzido potencial regenerativo
(Sabha et al., 2008). Tal fato reforca a hipdtese de exaustio da resposta a recorrentes surtos
de doenca.

Em resumo, os resultados do presente trabalho, indicam que a expressdo de MHC I

aumentou durante o curso da EAE, na sua forma remitente/ recorrente, correlacionando
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com os periodos de plasticidade sindptica induzida pela infiltracdo de células imune auto-
reativas. Nossa hipétese é que a diminuicdo da expressdao de MHC I ap6s a 2° remissao
indica substancial diminuicdo do potencial regenerativo com relagdo aos inputs dos
motoneurdnios espinhais. Além disso, hd evidéncias que a reatividade astroglial, que ¢é
gradualmente aumentada em cada estigio da doenga, possa contribuir para um positivo

estimulo visando a recuperagao nos circuitos medulares.
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6. CONCLUSOES



Ha correlagdo entre perda da atividade sindptica e piora dos sinais clinicos da

doenca.

A astrogliose reativa pode contribuir como estimulo positivo na preservagao dos

circuitos neuronais.

A Expressao de MHC 1 estd correlacionada a manutengao seletiva dos terminais

sindpticos apos a lesao.

A microglia parece ndao ser a principal responsdvel pelo processo de retracdo

sindptica durante os estidgios da doenga na EAE.

H4 uma intrinseca relacdo entre atividade glial e expressaio de MHC I na

preservagdo das aferéncias sindpticas dos motoneuronios alfa medulares.
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Abstract

Recent studies have shown that the expression of the major histocompatibility complex of
class I (MHC ) directly influences the stability of nerve terminals. Also, the acute phase of
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) has shown a significant impact on
inputs within the spinal cord. Therefore, the present work investigated the synaptic
covering of motoneurons during exacerbation and progressive remissions of EAE. EAE
was induced in C57BL/6J mice, who were divided into 4 groups: normal, exacerbation
(degree 3), first remission (30th day after EAE induction) and second remission (40th day).
The animals were sacrificed and their lumbar spinal cords were processed for
immunohistochemistry and transmission electron microscopy (TEM). The results indicated
an increase in the glial reaction during the exacerbation phase. During this period, the TEM
analysis showed a reduction in the synaptic covering of the motoneurons, corresponding to
a reduction in synaptophysin immunolabeling and an increase in the MHC I expression.
The results observed in both remission groups indicated a return to contact of the terminals
with the motoneuron surface. However, a possible exhaustion of the regenerative potential
occurred after the 2™ remission, since the number of synapses decreased significantly.
Also, the ratio between excitatory/inhibitory inputs increased, indicating the development
of an excitotoxic process. In conclusion, the results presented herein indicated that MHC 1
upregulation during the course of the remittent/recurrent form of EAE correlates with the
periods of synaptic plasticity induced by the infiltration of auto-reactive immune cells, and

that synaptic plasticity decreases after recurrent peaks of inflammation.
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Introduction

Neuron-glia communication has an important role in regulating CNS responses during
the development of and following lesion. Until recently, studies had shown that neurons did
not express significant amounts of the major histocompatibility class I (MHC I) complex,
so the CNS had been considered as “immunoprivileged”. Nonetheless, recent studies have
indicated a function of the MHC I expression by neurons and glia regarding the selective
maintenance of inhibitory synapses (Oliveira et al., 2004; Thams et al., 2008; Sabha et al.,
2008). The absence of an MHC I expression results in an exacerbated synaptic detachment
of the pre-synaptic terminals, decreasing the regenerative potential of the neurons (Oliveira
et al., 2004). Thus the CNS and immune system possibly share part of the same molecular
apparatus and are known to be engaged in an intense bidirectional crosstalk (Bauer et al.,
2001; Di Filippo et al., 2008; Liu et al., 2006). In this way, glial cells are now viewed as
crucial elements during the development of such events (Farina et al., 2007; Di Filippo et

al., 2008).

The study of experimental autoimmune disease models is an important strategy for
understanding the interaction between the immune and nervous systems. Multiple sclerosis
(MS) is an inflammatory autoimmune disease that has been marked by the demyelinization
process (Ferguson et al., 1997; Perry e Anthony, 1999; Kornek et al., 2000; Briick, 2005).
Also, the inflammatory lesions are characterized by massive immune cell infiltration
(Hammarberg et al., 2000; Briick, 2005; Liu et al., 2006). Thus the proliferation of
microglial cells and astrogliosis may induce changes in the spinal cord network during
episodes of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) (Marques et al., 2006).

Interestingly, there is evidence that glial cells are involved in the synaptic detachment from
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neuron somata and dendrites after lesion of the CNS, which is clear from the ultrastructural
analysis of the spinal cord microenvironment in the EAE rat model (Marques et al., 2006).
Nevertheless, the role of glial cells has also been considered as neuroprotective (Aldskogius
e Svensson, 1999; Cullheim e Thams, 2007; Trapp et al., 2007). In agreement with this
idea, Linda et al. (2000) suggested that the glutamatergic input removal could be

interpreted as a strategy for avoiding the excitotoxicity mediated by glutamate.

As seen above, in EAE, an experimental animal MS model, significant plasticity is
noted in the spinal cord environment in response to the demyelinization process seen during
the course of the disease (Marques et al., 2006). Also, according to Kerschensteiner et al.
(2005), as a consequence of successive exacerbation episodes in EAE, accumulated damage
of the CNS tissue can perturb and become impeditive for the reestablishment of neural

connections.

Taking into account the above, reported alterations of the CNS environment in the
EAE model, together with the new role of the MHC I complex in synaptic plasticity, the
present work proposed to investigate the EAE-induced changes in the MHC I expression,
synaptic covering and glial reaction in the area around alpha spinal alpha motoneurons,

during exacerbation and the progressive remissions of the disease.
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Material and methods
Animals

Forty adult female C57BL/6J mice (7 weeks old, 25g body weight) were obtained
from the Multidisciplinary Center for Biological Investigation (CEMIB / UNICAMP) and
housed using a 12 hour light/dark cycle with free access to food and water. The study was
approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Experimentation (CEEA /1B
/ UNICAMP, proc. 991-1) and the experiments were performed in accordance with the
guidelines of the Brazilian College for Animal Experimentation. Experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) was induced in the mice, who were divided into four groups:
normal, exacerbation (degree 3), first remission (30th day after EAE induction) and second
remission (40™ day after EAE). The animals were sacrificed and their lumbar spinal cords
dissected out and processed for immunohistochemistry and transmission electron

microscopy.
Induction of experimental autoimmune encephalomyelitis

All reagents were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) except those
specifically mentioned. The disease was induced in the mice with an emulsion containing
60ug/animal MOGss.ss peptide and complete Freund’s adjuvant emulsion (CFA)
supplemented with 2 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco Laboratories,
Detroit, M1, USA). This solution was injected subcutaneously into the brachial plexus of
the animals. Pertussis toxin, 300 ng/animal was injected on the day of immunization and

again 48 h later. The animals were monitored daily and neurological impairment classified
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as follows: grade O - no clinical signs, grade 1- tail weakness or paralysis, grade 2 - hind

limb paraparesis, grade 3 - hind limb paralysis, grade 4 - complete paralysis (tetraplegy).

Specimen preparation

Following the pre-determined survival periods, the animals were anesthetized with a
mixture of Kensol (xylasin, 10 mg / kg, Kéning) and Vetaset (ketamin, 50 mg / kg, Fort
Dodge) and the vascular system rinsed by transcardial perfusion with phosphate buffer (pH
7.4). For the immunohistochemical detection of synaptophysin, glial fibrillary acidic
protein (GFAP), IBA1 and MHC class I, the animals were fixed by vascular perfusion with
10% paraformaldehyde in phosphate buffer (pH 7.4). The lumbar intumescence was
dissected out, post-fixed overnight, washed in phosphate buffer and stored in sucrose (20%)
for 8 h before freezing. Cryostat transverse sections (12 [Im thick) of the spinal cords were
obtained and transferred to gelatin-coated slides, dried at room temperature for 30 min and
stored at -21°C until used. For electron microscopy, 100 mL of a fixative containing 2.5%
glutaraldehyde and 0.5% paraformaldehyde in phosphate buffer (pH 7.4) was perfused
through the ascending aorta. The lumbar spinal cords were removed and stored overnight in
the same fixative at 4°C. The specimens were then trimmed and osmicated, dehydrated and
embedded in Durcupan (Fluka, Steinheim, Switzerland). Ultra-thin sections from the L4—
L6 segments were collected on formvar-coated copper grids, contrasted with uranyl acetate
and lead citrate, and examined under a Leo 906 transmission electron microscope operating

at 60 kV.
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Immunohistochemistry

The lumbar spinal cords were frozen in liquid nitrogen at -40°C for cryostat
sectioning (12um). The sections were washed three times in PBS (phosphate buffered
saline, pH 7.4) and blocked with 3% bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered saline
plus 0.2% Tween (TBS-T) for 1h. Primary rabbit anti-synaptophysin (1:100, Dako), goat
anti- GFAP (1:100, Santa Cruz), rabbit anti-IBA (1:500, Wako) and rat-MHC class 1
(1:100, ABCAM) were diluted in a solution containing 1% BSA in TBS-T. The sections
were incubated overnight at 4°C in a moist chamber. After rising in TBS-T, the sections
were incubated with a Cy3 or Cy2- conjugated secondary antiserum (1:200, Jackson
Immunoreseach) for 1 h in a moist chamber at room temperature. The sections were then
rinsed in TBS-T, mounted in a mixture of glycerol/PBS (3:1), and observed with a Nikon
eclipse TS100 inverted microscope (Nikon, Japan). For quantitative measurements, 3
representative images of the spinal cord were captured at a final magnification of x20.
Quantification was performed with the enhance contrast and density slicing feature of the
IMAGE]J software (version 1.33u, National Institute of Health, USA). The integrated pixel
density was systematically measured in six representative areas of the motor nucleus from
each section, according to Oliveira et al. (2004). The integrated pixel density was calculated
for each section and then as a mean value for each spinal cord. The data is represented as

the mean + standard error (SE).

Analysis of the ultra-thin sections

Neurons with large cell bodies (> 35 pm in diameter), found in the sciatic motoneuron

pool and cut in the nuclear plane, were identified as alpha motoneurons by the presence of
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C-type nerve terminals. The surface of the cells was then sequentially digitalized at a
magnification of x10,000 using a video camera connected to a computerized system, plus
the acquisition feature of the Kontron KS300 software (Zeiss, Germany). The images were
then mounted together using vectorial software and the total perimeter of the neurons (in
um) measured. Synaptic terminals apposing the motoneuron somata were identified, and
their numbers per 100 um of cell membrane and the length of apposition in percent of
membrane length calculated using the measurement tool of the image tool software (version
3.0, The University of Texas Health Center in Santo Antonio, TX, USA). The terminals
were typed under high magnification (at least x25,000) as F (with flattened synaptic
vesicles — inhibitory inputs), S (with spherical synaptic vesicles — excitatory inputs) or C
(cholinergic inputs), according to the nomenclature of Conradi (1969). The relatively
infrequent glutamatergic M-boutons, containing spherical synaptic vesicles and originating
from Ia primary afferent fibers, were typed as S-boutons. It is important to emphasize that,
even during the exacerbation of the disease, when the terminals displayed morphological
alterations, the shape of the vesicles could still be identified. The distance between
consecutive nerve terminals covering the motoneurons was also determined. A total of 40
motoneurons (two neurons per animal) in four groups of five animals (n = 10 neurons per
group: control/normal, degree 3 of EAE, 1 remission and 2* remission) were studied in

this way.
Statistical analysis

The data were analyzed by ANOVA and the two-tailed Student’s t-test at p < 0.05 (*) and p

<0.01 (**).
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Results
Increased MHC I expression in EAE-induced rats

The MHC I expression was accessed by quantitative measurements of the immune-
reactivity in the spinal cord motor nuclei. Fig. 1 A-D show the MHC I complex expression,
which was elevated during the exacerbation of the disease in comparison to the control.
This increase was maintained during the 1% remission, but interestingly, presented a
decrease during the 2™ remission (exacerbation - 12.32+1.11, 1% remission - 11.64+1.22,

2" remission - 6.47+1.59; n=5 for all groups; mean+SE; Fig. 1E).

Loss of synaptophysin immunoreactivity and increase in glial reaction in the EAE-

induced animals

In order to access the changes in synaptic activity during the course of EAE,
quantitative analyses for the immunoreactivity of the synaptic protein synaptophysin were
performed in the spinal cord motor nuclei of the control animals as well as in the EAE-
induced mice at the grade 3 and remission stages (1* remission and 2™ remission). The
immunolabeling results are presented in Fig. 2 A-D and the quantitative analysis revealed a
statistically significant decrease in the labeling at exacerbation/grade 3, corresponding to
the period of paraplegia (normal - 16.92+0.28 mean+SE, exacerbation - 7.54+0.48, 1*
remission - 14.6620.51, 2™ remission - 12.50+1.00, n=5 for all groups; Fig. 2E). During the
1* remission phase, immunolabelling recovered to a level similar to that of the normal
group, corresponding to the improvement in the clinical signs of the disease. However, the

2" remission phase showed a significant loss of inputs.
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Immunoreactivity against glial fibillary acidic protein (GFAP) and IBA1 was used in
order to access the degree of glial reactivity during the course of the disease. In this sense, a
statistically significant increase in both astrocyte (Fig. 3 — normal - 6.68+0.85 mean+SE,
exacerbation/grade 3 - 9.87+0.61, 1 remission - 12.68+1.35, 2" remission - 10.04+1.15,
n=5 for all groups) and microglial (Fig. 4 - normal - 1.86+£0.28 mean£SE,
exacerbation/grade 3 - 5.40+0.57, 1* remission - 4.20+0.44, 2" remission - 5 .5440.45, n=5

for all groups) reactivity was observed, especially in the motoneuron pool area.

During the 2" remission, a decrease in astrocyte reactivity was observed.
Nevertheless, the microglial reactivity maintained high throughout the course of the

disease.

Figure 5 represents the correlation between the immunolabeling and the clinical
scores obtained during the course of the disease. In this sense, during the exacerbation
phase, which occurred around the 15" day after immunization, the maximum degree of
synaptic loss correlated with a peak in the MHC I expression as well as with an increased
astroglial reaction. Nevertheless, during the first remission, the decrease in the clinical
signs was paralleled by a further upregulation of the GFAP, indicating the peak in the
astroglial response to the disease. During the second remission, the synaptophysin labeling
showed a significant decrease as compared to the first remission, which correlates with the

worsening in the clinical score as well as with a decrease in the MHC I expression.
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Ultrastructural analysis of the increased synaptic elimination during the

exacerbation of experimental autoimmune encephalomyelitis

A series of synaptic changes were identified at the ultrastructural level during the
course of the disease. A total of 40 alpha motoneurons (n=10 neurons per group, two per
animal in four groups of five animals, namely normal, degree 3 of EAE, 1* remission and
2" remission) were analyzed in detail with respect to their synaptic covering, as well as the
number and type of the synapses (F-terminals, representing inhibitory inputs; S-terminals,
representing excitatory inputs and C-terminals, representing cholinergic inputs) in
apposition to the cell body. Figure 6 shows the process of the synaptic retraction that occurs

during the course of the disease.

A statistically significant reduction in F-terminals (normal group- 44.40+0.04%,
exacerbation - 30.2320.01, Fig. 7A) occurred during the peak of the disease, resulting in a
~47% decrease in the overall synaptic covering. This loss of inputs was partially recovered
during the 1* remission stage, resulting in a ~39% increase in the overall synaptic covering.
However, the improvement during the 2™ remission was not as good as that during the 1*
remission (1* remission group, 41.99+0.36%; 28 remission, 30.51+£0.03%; Fig. 7A). Figure
7B shows that the number of F- and S-terminals decreased during the exacerbation of the
disease. This loss was partially recovered in the following stages of the disease, although
the normal covering was not achieved. Moreover, during the 2™ remission a sprouting of
excitatory inputs took place, indicating an unbalance between the inhibitory/excitatory

synapses.
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With respect to this, an important observation is that the course of the disease
induced a partial retraction of the terminals. This is shown in Fig. 7C and indicates that
after the 2™ remission; the recovery of inputs was problematic, indicating a deterioration of
the spinal cord network (normal — 4.74%z%1.34 meantSE, exacerbation/grade 3 -

30.26%=+8.14, 1* remission - 11.00%+4.33, 2" remission - 24.33+4.28, n=5 for all groups).
Pattern of the terminal distribution after induction of EAE

Figure 8 represents the normal pattern for the terminal distribution along the
motoneuron surface in the different groups. In normal neurons the spacing of the terminals
was restricted to a shorter soma membrane length, from 1 to 3um. Such a distribution
resulted in many bouton clusters. However, during the peak of the disease, the size of the
interval increased up to 14[im. Thus, the disease induced an increased retraction of the
terminals, resulting in a decrease in the frequency of short gaps. This fact indicates the

elimination of groups of inputs during the course of EAE.

Apéndice

94



Discussion

The MHC 1 expression by neurons and glia has recently been described as a
mechanism of communication that is operating during the development and aftermath of
adult lesions (Corriveau et al., 1998; Huh et al., 2000; Goddard et al., 2007). In the neonate
it is responsible, in part, for the refinement of synapses in the lateral geniculate nucleus
during the postnatal maturation of the visual pathway. In this sense, the absence of the
MHC 1 expression results in an incomplete segregation of inputs from the left and right
eyes, causing the maintenance of aberrant connections that should have been eliminated
(Huh et al., 2000).

In the adult, after a peripheral lesion, MHC I is also important in the acute phase
following axotomy, since mutant mice that do not express such a functional molecule, are
not capable of selectively retracting inputs. Such mutation results in an exacerbated
motoneuron disconnection from the spinal cord network, and, in turn, a significant loss of
regenerative potential (Oliveira et al., 2004).

The present study showed that the MHC I expression was also present during the
course of EAE and may be related to the synaptic plasticity phenomena that occurs in the
different phases of the disease. In this respect, the present authors recently suggested that
the major changes occurring in the spinal cord network during the exacerbation of the
disease may contribute to the appearance of the respective clinical signs. This fact is
reinforced herein, based on synaptophysin immunolabeling as well as on the TEM analysis,
which depicted a loss of inputs to the motoneurons in the spinal cord during the course of

the disease. It is important to emphasize that the first peak of the disease results in
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extensive retraction of inputs, indicating a reduction in synaptic activity. Such a fact is
paralleled by an increase in MHC I labeling and glial markers.

In the remittent/recurrent form of EAE, the second peak of the disease occurs about
one to two weeks following the first exacerbation and tends to be less intense with respect
to the clinical score. In the present work, weakness of the hind limb was observed in most
cases, but complete paraplegia was not present. This was paralleled by a partial recovery of
synaptophysin labeling in the motor nucleus. Interestingly, the microglial reaction as
monitored by immunolabeling against IBA1, did not change after exacerbation of the
disease, although substantially increased in comparison to the normal situation. Although
reactive microglia has been implicated, together with astrocytes, in the synaptic retraction
process, this may indicate that microglia is not substantially involved in the rewiring
process during the course of EAE.

Nevertheless, in the first remission phase, the GFAP expression increased to its
highest levels, indicating that the astrocytes were more reactive at this stage. Similar results
have been described for the detate gyrus, where reactive astrocytes were found to express
cell adhesion proteins as well as S100, which promote neurite extension (Reeves et al.,
1994). This fact may indicate that in the situation of an EAE relapse, increased synaptic
plasticity would be beneficial in order to restore a certain degree of local connectivity. For
this to occur, pre-synaptic terminal sprouting might be necessary.

In fact, Kerschensteiner et al. (2004) have described extensive local growth
response induced by traumatic lesions, and also during the inflammation associated with
EAE. Strikingly, axonal sprouting was more prominent during the exacerbation of the

disease, and neuronal outgrowth was enhanced close to the infiltrating immune cells. It has
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been hypothesized that such cells are a source of growth promoting factors such as
neurotrophins. Under these circumstances, the MHC I expression may also be involved,
being associated with the selectivity of the process, as proposed in previous works (Huh et
al., 2000; Oliveira et al. 2004).

The occurrence of an organized sprouting process is also supported by the
ultrastructural results obtained at different stages of the disease. Interestingly, the number
of inhibitory pre-synaptic terminals increased after the first peak of the disease, although
normal levels were not achieved. On the other hand, the number of excitatory inputs
increased up to normal levels after the second remission. This fact indicates that the ratio
between inhibitory and excitatory inputs is altered throughout the course of EAE, so that
glutamatergic terminals are augmented in proportion.

The preferential elimination of glutamatergic inputs after lesion to the spinal cord
has been described previously (Linda et al., 2000). Thus a longitudinal incision in the
ventral funiculus of the spinal cord, cutting the motor axons very proximally, led to an
extensive retraction of the pre-synaptic terminals in apposition to the axotomized
motoneurons. Such an input elimination was controlled by the motoneuron itself, so that
terminals using glutamate as their neurotransmitter were disconnected to a larger extent
than nerve terminals with inhibitory amino acids. This indicates that lesioned neurons avoid
a process of excitotoxicity that could ultimately result in cell loss.

However, recurrent cycles of EAE may cause irreparable axonal damage, which, in
turn, changes the balance between excitatory and inhibitory inputs. Such changes may be
the result of an exhaustion of the sprouting capacity of the terminals and ultimately, of the

remodeling potential (Kerschensteiner et al., 2004). These conditions may contribute to a
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change in the course of the disease, from the remittent/recurrent to the progressive form.
Also, the observation that the number of partially detached terminals increases during the
second remission is in line with this hypothesis.

Additionally, the MHC 1 expression reached their lowest levels after the second
remission of the disease. According to the previous analyses performed in different
isogenic mice strains, such a level of MHC I indicates a lower regenerative potential (Sabha
et al., 2008) and may reinforce the hypothesis of exhaustion of the response to recurrent
relapses of the disease.

In summary, the results presented herein indicated that MHC I upregulation during
the course of the remittent/recurrent form of EAE correlated with the periods of synaptic
plasticity induced by the infiltration of auto-reactive immune cells. Thus the present authors
hypothesized that MHC downregulation after the second remission phase indicated a
substantial decrease in regenerative potential of the inputs to the spinal motoneurons. It also
indicated that the astroglial reaction, which gradually increased at each stage of the disease,

may contribute as a positive stimulus to the rewiring of the spinal cord circuits.
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Figure 1
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Fig 1. MHC class I immunolabeling in the spinal cord ventral horn of C57BL/6 mice: normal (A), exacerbation (degree 3)
of EAE (B), 1* remission (C) and 2™ remission (D). Note the almost absent MHC I expression in the normal group, and
the overall increase in labeling in all groups, especially in the exacerbation group. Quantification of the integrated density

of pixels in each group is depicted in graph (E). Scale bar=20um.

Apéndice

103



Synaptophysin

L
g
215
o
5 T
o
=
2
o 104
[a)
kel
Q 4
2
©
>
L 57
£

04

Normal Exacerbation 1%Remission 2"“Remission

Fig. 2. Synaptophysin immunolabeling in the spinal cord of C57BL/6 mice:.normal (A), exacerbation (degree 3) of EAE
(B), 1* remission (C) and 2™ remission (D). Observe the decrease in labeling in the exacerbation group, indicating the
decrease in synaptic covering on the surface of the neurons during the peak of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE). Note that the synaptic covering partially recovered in the remission stages. The graph

represents the quantification of the immunolabeling in all groups (E). Scale bar=20 um.
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Figure 3
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Fig. 3. Glial acidic protein (GFAP) immunolabeling in the spinal cord of C57BL/6 mice: normal (A), exacerbation (degree
3) of EAE (B), 1% remission (C) and 2™ remission (D). Observe the increase in labeling during the peak of the disease,
indicating the possible role of reactive astroglia in the synaptic plasticity process. The graph represents the quantification

of the immunolabeling in all groups (E). Scale bar=20 pm.
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Figure 4
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Fig. 4. IBA1 immunolabeling in the spinal cord of C57BL/6 mice: normal (A), exacerbation (degree 3) of EAE (B), 1*
remission (C) and 2™ remission (D). Observe the increase in labeling during the peak of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), which was maintained during the remission stages. The graph represents the quantification of

the immunolabeling in all groups (E). Scale bar=20 um.
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Figure 5
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Fig. 5. Graphs representing correlation between the quantification of immunolabeling and the different stages of the
disease. Note that the MHC I expression increased in the stages where synaptic plasticity was present. The decrease in

MHC I immunolabeling during the 2™ remission possibly indicated a decreased potential to respond to injury.
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Figure 6
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Fig. 6. A: Schematic drawing of a transverse section of the mice spinal cord at the lumbar level, showing the dorsolateral
motoneuron pool that was used for the ultrastructural analysis. B represents the ultrastructural reconstruction of an alpha
motoneuron. The entire cell surface was obtained at a magnification of 10,000x by sequentially photographing the neuron.
C: Normal inputs on the surface of an alpha motoneuron. D: terminals highlighted in salmon and motoneuron cytoplasm
colorized in green. E: Example of a degree 3 (exacerbation) EAE-induced specimen. Note the retraction of the nerve
terminal from the surface of the motoneuron. F: terminals highlighted in salmon and motoneuron cytoplasm colorized in
green. * = pre-synaptic terminal. G: Representative example of the 1% remission, showing the reapposition of terminals.
H: terminals highlighted in salmon and motoneuron cytoplasm colorized in green. I: Example of the 2™ remission phase,
showing the partial recovery of apposition of the terminals. J: terminals highlighted in salmon and motoneuron cytoplasm

colorized in green. **=partially detached terminal. Scale bar= 1um.
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Fig. 7. Detailed analysis of the covering and number of synaptic boutons during the course of the Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) revealing that, during the peak of the disease, there was a significant reduction in
pre-synaptic terminals. A: Graph showing the overall reduction in both excitatory and inhibitory inputs at the peak of the
disease. During the 1* remission phase, both F and S-terminals recovered their apposition. However, a further loss of
inhibitory inputs occurred after the 2™ remission, creating an imbalance in the excitatory/inhibitory synapses. Similar
results were also observed in the analysis of the number of boutons/100 um of membrane (B). C: Graph representing the
number of partially retracted terminals in the different stages of the disease. Observe that after the 2™ remission;
approximately 25% of all pre-synaptic terminals were not completely apposed to the motoneuron membrane. This
indicated a failure in reestablishing the synaptic network after subsequent relapses of the disease. Note that different

letters on each bar indicate statistical difference.
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Figure 8
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Fig. 8. The distribution of the gap length between clusters of terminals apposing the cell soma membrane was affected
during the course of the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE). A: Normal distribution of the intervals
between the nerve terminals showing that the boutons were organized in clusters of inputs. B: The distribution of
terminals during the EAE peak was altered by retraction of the F- and S-terminals. C: Recovery of retracted terminals,
restoring the original distribution of clusters along the motoneuron membranes after the 1% remission. Note that the
inhibitory clusters increased, probably due to pre-synaptic input sprouting. D: Recovery of the retracted terminals with

an increase in the excitatory terminals in the 2™ remission.
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