UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA

ALLYSSON THIAGO CRAMER SOARES

Papel de SOCS2 no controle da inflamacio e do dano articular na artrite experimental

Belo Horizonte

2021



ALLYSSON THIAGO CRAMER SOARES

Papel de SOCS2 no controle da inflamacio e do dano articular na artrite experimental

Tese apresentada ao Departamento de
Bioquimica e Imunologia da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtengdo do titulo de Doutor em
Imunologia.

Orientadora: Fabiana Simao Machado

Orientador: Flavio Almeida Amaral

Belo Horizonte

2021



043

Soares, Allysson Thiago Cramer.
Papel de SOCS2 no controle da inflamacao e do dano articular na artrite
experimental [manuscrito] / Allysson Thiago Cramer Soares. - 2021.
80f.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Fabiana Simao Machado. Orientador: Flavio Almeida Amaral.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas. Departamento de Bioquimica e Imunologia.

1. Bioquimica e imunologia. 2. Artrite Reumatoide. 3. Proteinas Supressoras
da Sinalizacdo de Citocina. I. Machado, Fabiana Sim3o. II. Amaral, Flavio
Almeida. III. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias
Biolégicas. IV. Titulo.

CDU: 5771

Ficha Catalografica elaborada por Fabiane C M Reis CRB 6 2680




1023

Universidade Federal de Minas Gerais
Curso de Pés-Graduagdo em Bioquimica e Imunologia ICB/UFMG
Av. Anténio Carlos, 6627 — Pampulha
31270-901 — Belo Horizonte — MG
e-mail: pg-biq@icb.ufmg.br (31)3409-2615

ATA DA DEFESA DA TESE DE DOUTORADO DE ALLYSSON THIAGO CRAMER
SOARES. Aos vinte e oito dias do més de julho de 2021 as 09:00 horas, reuniu-se de forma
“on line” utilizando a plataforma “Zoom Meetings”, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, a Comissao Examinadora da tese de Doutorado,
indicada ad referendum do Colegiado do Curso, para julgar, em exame final, o trabalho
intitulado '"Papel de SOCS2 no controle da inflamacio e do dano articular na artrite
experimental", requisito final para a obten¢do do grau de Doutor em Ciéncias: Imunologia.
Abrindo a sessio, a Presidente da Comissao, Prof. Fabiana Simao Machado, da Universidade
Federal de Minas Gerais, apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra ao candidato para apresentacio de seu
trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos examinadores, com a respectiva defesa do candidato.
Logo apos a Comissido se reuniu, sem a presen¢a do candidato e do publico, para julgamento
e expedicio do resultado final. Foram atribuidas as seguintes indica¢des: Dr. Waldiceu Verri
Junior (Universidade Estadual de Londrina), aprovado; Dr. Francisco Airton Castro da
Rocha (Universidade Federal do Ceard), aprovado; Dra. Vanessa Pinho da Silva
(Universidade Federal de Minas Gerais), aprovado; Dr. Luis Henrique Franco (Universidade
Federal de Minas Gerais), aprovado; Dr. Flavio Almeida Amaral - Orientador (Universidade
Federal de Minas Gerais), aprovado; Dra. Fabiana Simao Machado - Orientadora
(Universidade Federal de Minas Gerais), aprovado. Pelas indicacdées o candidato foi
considerado:

(X) APROVADO
( ) REPROVADO

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pela Presidente da Comissao.
Nada mais havendo a tratar, a Presidente da Comissdo encerrou a reuniio e lavrou a
presente Ata que sera assinada por todos os membros participantes da Comissao
Examinadora. Belo Horizonte, 28 de julho de 2021.

wWaldiau Gy Powu “wanin
Dr. Waldiceu Verri Junior'‘¢(Universidade Estadual de Londrina)

Dr. Francisc rton Castro da Rocha (Universidade Federal do Ceara)

%Tm ho dor S

Dra. Vanessa Pinho_da Sﬁlﬁl (UFMG)

Dr. Luis Henriqum G) F
Dr. Flézio Almeida Amaral - Orientaﬂm

(gy&. . .
Dra. Fabiana Simao Machado - Orientadora (UFMG)

/t./_L/L [,}L\up“ a'c. (/l LU~

Prof* Leda Quercia Vieira
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagao
em Bioguimica e Imunologia




Agradecimentos:

Em primeiro lugar venho agradecer a Deus, por me proporcionar a experiéncia da vida, e a
oportunidade de me encontrar na ciéncia a busca pelo descobrir e conhecer. Agradecer pela
convivéncia com pessoas incriveis, no qual a companhia com cada uma delas me fez aprender,
conhecer e compreender a importancia do relacionamento interpessoal, seja aqueles criados no
ambiente de laboratorio, e por aqueles que se expandiram além “das pipetagens”.

Agradecer por aquela que hoje ¢ minha companhia. A minha amével e doce esposa (Ana
Carolina Cramer): Que foi o estimulo nos dias dificeis... a alegria nos dias de conquista... 0 amor
em meio as tristezas dos experimentos frustrados, a paz que excede nos dias puxados. Agradecer
por aqueles que sdo a base desde o nascimento... minha familia. Principalmente ao meus pais,
Adriana e Deli e a meu irmao Jonathan Cramer, que durante toda a minha jornada de vida, estudos
e conquistas, foram a minha inspiracdo e incentivo para batalhar e buscar conquistar os meus
sonhos.

Com eterna gratiddo e honra, agradecer aos meus orientadores:

e Professora Fabiana Simao Machado, que ao longo desses 8 anos desde que entrei no laboratério
(Iniciacao Cientifica até o Doutorado), abriu as portas para mim, acreditou e investiu para que
eu pudesse mergulhar ainda mais longe nos estudos e na pds graduacdo. Com ela aprendi que
esperanca nunca sera frustrada... s6 depende de como estamos vendo a situacdo, para que a
solucdo possa ser encontrada. Perseveranga e cuidado: sdo as palavras que a definem para mim.
Em meio aos problemas ela encontra a saida... em meio as dificuldades ela se torna o auxilio.

e Professor Flavio Almeida Amaral, que durante o doutorado me abragou como aluno, e se tornou
um grande amigo, direcionando e aconselhando durante o trabalho experimental e sempre que
possivel fora do ambiente de trabalho. Com ele aprendi que a dedicacdo e tranquilidade sdo duas
qualidades importantes durante a pds graduacdo e na vida... Pois dedicando ira conquistar seus
objetivos e sonhos... ¢ com a tranquilidade saberéd equilibrar os momentos dificeis e o tempo

para ndo se sufocar diante das adversidades.

Aos amigos que fizeram parte de toda essa caminhada, que apoiaram e incentivaram na
minha dedicacdo aos estudos. Aos amigos de laboratério que serviram de companheirismo e
exemplo ao longo desses anos, no auxilio aos experimentos e noites ndo dormidas em prol de

descobertas e conhecimento. Obrigado aqueles da “velha guarda”, irmaos que ficardo para sempre



no coragdo, a eles meus agradecimentos, Bruno Cabral, Diego Rodney, Renata Monti, Pollyana
Maria, Andréia Barroso, Fatima Brant, Lisia Esper, Cynthia Honorato e Ronan Campos. Aos novos
colegas de laboratério, que me ajudaram, e proporcionaram colaboracdo e momentos de
descontragdo durante todos esses anos: Katherinne Manrique, Paulo Gaio, Rayane Rabelo, Mariana
Rates, Rafaela, César, Natalia ¢ Samuel Porto (LIDIN) e Amanda, Daiane, Vivian, Brenda, Peter
e Paula (Reumatex).

Aos colegas e laboratorios que colaboraram durante esse tempo, dos grupos da Imunofar,
LIMHO e Reumatex. Aos técnicos que participaram de forma fundamental para que todos os
utensilios pudessem ser disponibilizados para a pesquisa: Jacqueline, Frankcinéia, [lma e Hermes.

Ao CEUA e aos animais que sdo a base da pesquisa e que sem eles nada seria possivel de
ser realizado e conduzido para a chegada nessa etapa.

Aos professores da banca examinadora, Luis Franco, Vanessa Pinho, Francisco Rocha,
Waldiceu Verri, pela disponibilidade e participacdo, que desde ja, contribuiram com conhecimento
e opinides para o aprimoramento na realizagdo deste trabalho.

As todas as agéncias de fomento CAPES, CNPq e FAPEMIG, que foram fundamentais no
financiamento e para a realizagdo de toda a pesquisa.

Ao Departamento de Bioquimica e Imunologia, ao Instituto de Ciéncias Biologicas e a
todos prestadores de servigos da UFMG, que de uma forma importante, colaboraram para que

chegassemos juntos até aqui.

Att,

Allysson Cramer

“O coracao do sabio adquire o conhecimento
b
e o ouvido dos sabios busca a ciéncia.”

Provérbios 18:15 ARC



Resumo

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenca cronica articular que pode levar a danos irreversiveis
através do processo inflamatdrio exacerbado nas articulagdes, incluindo ossos e cartilagem. Apesar
de terapias atuais tém revolucionado o tratamento da AR, como os imunobiologicos bloqueadores
da atividade de citocinas e de vias de sinalizagdo intracelular, muitos pacientes nao sao responsivos,
além de apresentarem elevado risco de infecg¢des e desenvolvimento de tumores. Supressores de
sinalizacdo de citocinas (SOCS) sdo proteinas enddgenas que regulam a sinalizacdo de citocinas,
homeostase e patogénese em varias doengas. No entanto, a interse¢ao entre a fisiopatologia da AR
e as vias de sinalizagdo SOCS2 ndo estdo bem elucidadas. No presente estudo, investigamos o
papel de SOCS2 durante o desenvolvimento de um modelo experimental de artrite induzida por
antigeno (AIA) induzida com albumina sérica bovina metilada (mBSA). Em camundongos do tipo
selvagem (WT), a expressdo de SOCS2 na articulagdo foi reduzida na fase inicial da artrite, com
aumento progressivo em tempos posteriores ao desenvolvimento de AIA. No pico da inflamagao,
os camundongos SOCS2” apresentaram um nimero reduzido de células na cavidade articular.
Entretanto, na fase tardia da AIA, os camundongos SOCS2”- exibiram aumento na adesdo e
acumulo de neutréfilos, macrofagos, células T CD4*, células T duplo positivas (CD4"CD8") e
células T duplo negativas (CD4  CD8") no espaco intra-articular quando comparados aos animais
WT, associados ao maior dano articular, perda de proteoglicanos e nocicep¢ao. Esplendcitos de
animais SOCS2" tiveram niveis elevados de IL-17 e IFN-y na fase tardia apos serem reestimulados
com mBSA. A inflamagdo persistente nos animais SOCS2”~ pode ser explicada por uma falha no
processo de sua resolucdo, uma vez que, a deficiéncia de SOCS2, resultou em menor nimero de
neutrofilos apoptoticos e redugdo da eferocitose na articulagdo. In vitro, macroéfagos SOCS2”" tém
menor capacidade eferocitica em relagdo aos macréfagos WT. Além disso, o tratamento com a
molécula pro-resolutiva LXA4 ndo alterou a capacidade eferocitica nos macrofagos SOCS27
quando comparados com macréfagos WT. Assim, demonstrando que SOCS2 desempenha um
papel fundamental no controle da resposta inflamatdria articular e seu potencial como um novo

alvo terapéutico para doengas inflamatorias articulares.

Palavras-chave: Artrite Reumatoide, Artrite Induzida por Antigeno, SOCS2.




Abstract

Rheumatoid Arthritis (RA) is a chronic joint disease that can lead to irreversible damage through
the exacerbated inflammatory process in the joints, including bone and cartilage. Although current
therapies have revolutionized the treatment of RA, such as immunobiological blockers of cytokine
activity and intracellular signaling pathways, many patients are not responsive, in addition to
presenting a high risk of infections and tumor development. Cytokine signaling suppressors
(SOCS) are endogenous proteins that regulate cytokine signaling, homeostasis and pathogenesis in
various diseases. However, the intersection between RA pathophysiology and SOCS2 signaling
pathways is not well elucidated. In the present study, we investigated the role of SOCS2 during the
development of an experimental model of antigen-induced arthritis (AIA) induced with methylated
bovine serum albumin (mBSA). In wild-type (WT) mice, the co-expression of SOCS2 was reduced
during the development of AIA. At the peak of inflammation, SOCS2"- mice showed a reduced
number of cells in the joint cavity. However, in the late phase of AIA, SOCS2”~ mice exhibited
increased adhesion and infiltration of neutrophils, macrophages, CD4" T cells, double positive T
cells (CD4" CD8") and double negative T cells (CD4 CDS8) associated with greater joint damage,
loss of proteoglycans and nociception. SOCS2”~ splenocytes showed high levels of IL-17 and IFN-
y after being restimulated with mBSA. Despite similar levels of lipoxin (LXA4) in WT and SOCS2-
"~ mice, SOCS2 deficiency resulted in fewer apoptotic neutrophils and reduced efferocytosis.
Efferocytosis capacity was decreased in SOCS2”- macrophages, and pretreatment with LXA4 did
not alter efferocytic capacity when compared to WT macrophages. The present study demonstrated
the vital role of SOCS2 during development and resolution during AIA. Therefore, SOCS2 could

be a new therapeutic target for inflammatory joint diseases.

Key-words: Rheumatoid Arthritis, Antigen Induced Arthritis, SOCS2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Artrite Reumatoide

As doengas autoimunes sdo classificadas como uma desordem da resposta imune contra o
proprio corpo, onde estdo implicadas mais de 80 desordens inflamatérias. Quando a auto-
reatividade “fisiologica” de baixo nivel, que ¢ importante para a sele¢do de linfocitos e homeostase
do sistema imune, passa para um nivel alto que se manifesta com liberagdo de autoanticorpos
circulantes e de células autoreativas infiltradas no tecido, gera uma autoimunidade patogénica
acarretando em lesdo tecidual e consequéncias clinicas (THEOFILOPOULOS; KONO;
BACCALA, 2017). A prevaléncia dessas doengas ¢ de cerca de 7-9% na populagdo mundial,
afetando preferencialmente as mulheres, no auge da vida e causam morbidade e mortalidade
significativas. Estas doencas sdo divididas em 6rgdos especificos, por exemplo, diabetes tipo I,
Esclerose Multipla, doengas inflamatdrias intestinais, Miastenia Gravis e sistémicas como Lupus
Eritematoso Sistémico, Sindrome de Sjogren e Artrite Reumatoide (AR) (THEOFILOPOULOS;
KONO; BACCALA, 2017).

Dentre as varias doengas autoimunes, a AR ¢ denominada uma doenga cronica inflamatéria
das articulagdes, capaz de causar danos na cartilagem e nos 0ssos, causando intensa dor, rigidez,
inchaco e incapacitacdo dos membros afetados, além de poder afetar outros 6rgdos do corpo
(CHAUDHARI; RIZVI; SYED, 2016; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016; VAN DER
WOUDE; VAN DER HELM-VAN MIL, 2018). A AR afeta aproximadamente 1% da populagdo
mundial, sendo pelo menos o dobro de mulheres em relagdo aos homens. Embora possa ocorrer em
qualquer idade, o pico de incidéncia ¢ na idade de 50 anos (VAN DER WOUDE; VAN DER
HELM-VAN MIL, 2018). Estima-se na América do Sul uma prevaléncia de 0,48%, tendo o Brasil
e Colombia com as menores taxas de 0,22% e 0,24% respectivamente (GERMANO et al., 2020).
No entanto, na fisiopatologia da AR ainda ndo se sabe a forma como a autoimunidade sistémica
avanca para a inflamacgdo articular (CATRINA et al., 2017).

Estudos tém sugerido que a AR ¢ um distarbio heterogéneo causado por uma resposta
autoimune anormal desencadeada pelas complexas interagdes de fatores genéticos e ndo genéticos

como: (A) Fatores de risco genéticos (60% do risco) que incluem genes de susceptibilidade, por

exemplo, o antigeno leucocitario humano, HLA-DRBI, que sdo receptores de superficie para o
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II, importantes na apresentacdo de
antigeno; proteinas importantes na fun¢do da célula T como a proteina tirosina fosfatase ndo
receptora do tipo 22 (PTPN22), proteina associada ao linfocito T citotdéxico — 4 (CTLA-4), receptor
C-C da quimiocina 6 (CCR6), e o Cluster de diferenciagcdo 40 (CD40) nas células B, e outros genes,

bem como as modificagdes epigenéticas; (B) Fatores de risco ndo genéticos (40% do risco), que

incluem infecgdes (Prevotella copri, Epstein barr virus), tabagismo, inalagcdo de poeira (cimento
pulverizado, silica, amianto, fibras de vidro e outros), alteragdes na microbiota e alimentagdo
(ALETAHA; SMOLEN, 2018; VAN DER WOUDE; VAN DER HELM-VAN MIL, 2018;
ZAMANPOOR, 2019).

A inflamagao gerada na AR ¢ caracterizada pela infiltragdo da membrana sinovial, onde os
sintomas sdo consequéncias do estado de ativacdo e da grande quantidade de leucocitos infiltrados
nas articulagdes sinoviais inflamadas. Dentre eles, podem-se citar os granuldcitos, os macrofagos,
os linfécitos T CD4", T CD8" ¢ B (MCINNES; SCHETT, 2011). Estes leucocitos secretam
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina (IL)-17, IL-6 e IL-1p, quimiocinas
e diferentes proteases que sdo os principais mediadores contribuintes para a manutencio e
progressdao da AR (MCINNES; SCHETT, 2011). Essas citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF
e IL-6, sdo capazes de ativar fatores importantes que medeiam sinais e sintomas da doenca,
incluindo dor, edema, e degradacdo de cartilagem e 6ssea, como ¢ o caso das moléculas como o
ativador do receptor do fator nuclear kB ligante (RANKL), prostaglandinas e metaloproteinases de
matriz. A estimulagdo por RANKL, TNF e IL-6 gera osteoclastos dentro da membrana sinovial e
promove danos dsseos. Esses eventos moleculares e celulares resultam na expressdo clinica da
doenga. Todo esse processo inflamatério € precedido pela ativagdo de células endoteliais que irdo
participar atividade do inicio da resposta inflamatéria, bem como promover neovascularizagao
(crescimento de novos vasos sanguineos). A expansdo de células sinoviais (sinovidcitos simile a
fibroblasto — FLS) e macréfagos formam uma camada de revestimento sinovial hiperplasica. Essa
membrana sinovial expandida e contendo um excessivo acumulo de leucécitos ¢ chamada de
“pannus”, o qual invade o osso periarticular gerando erosdes Osseas e degradagdo da cartilagem
(ALETAHA; SMOLEN, 2018).

Os FLSs no revestimento sinovial também desempenham um papel fundamental ao
produzir citocinas, que perpetuam a inflamagao, e mediante a secre¢do de proteases que contribuem

para a destrui¢do da cartilagem. Os FLS na AR desenvolvem um fenotipo agressivo, que aumenta
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a invasividade na matriz extracelular e agrava ainda mais o dano articular. Recentes avancos na
compreensdo da biologia da FLS mostraram que eles sdo capazes de regular respostas imunes inatas
e adaptativas, expressdo de integrinas como a molécula de adesdo intercelular (ICAM-1) e alfa4-
betal, e a ativacdo de mecanismos de sinalizagdo intracelular. Isso mostra também a importancia

dessas células na progressdo do processo inflamatorio (BARTOK; FIRESTEIN, 2010).

1.2 Diagnostico e Terapias convencionais / bioldgicas

Os critérios de classificagdo da AR incluem o histérico das manifesta¢des clinicas e os
exames fisicos realizados. Exames complementares como os testes sorologicos (fator reumatoide
e niveis de anticorpos antipeptideos citrulinados ciclicos / anti-CCP) e exames por imagem, como
radiografias e ressonancia, corroboram com o desfecho clinico. Outros exames e estratégias podem
ser usados para o diagndstico de pacientes que apresentam artrite, afim de discriminar
caracteristicas inconclusivas referentes a outras patologias (ALETAHA; SMOLEN, 2018).

O desenvolvimento da AR pode afetar 1 ou algumas articulagdes. A inflamagdo na
articulagdo se desenvolve gerando expansio do tecido mole intra-articular, com
hipervascularizagio da membrana sinovial, e até a inflamacdo de tenddes (tenossinovite)
(ALETAHA; SMOLEN, 2018). Muitos diagnoésticos vem mostrando avangos promissores na
investigacdo da AR, através da identificacdo de genes associados com o desenvolvimento da
doenga, utilizando gendmica funcional, e através de biomarcadores de auto-anticorpos anti-
proteinas que sofreram modifica¢des pos-traducionais (DING; OROZCO, 2019; KALINKOVICH;
GABDULINA; LIVSHITS, 2018).

A abordagem atual para o tratamento da AR inclui interven¢ao precoce o quanto antes com
o objetivo de atingir baixa atividade ou mesmo remissdo da doenga. Por ser uma doenca cronica,
as terapias hoje disponiveis controlam a sintomatologia da doenga e suas consequéncias, impedindo
a progressao das deformidades articulares. Além disso, a equipe médica busca prevenir ou tratar o
acometimento de outros 6rgaos afetados pelo desenvolvimento da AR (SILVAGNI et al., 2019).

O alvo das terapias ¢ alcancar a remissao ou um estado de pelo menos baixa atividade da
doenca. Atualmente, existe hoje uma variedade de terapias médicas e alternativas para controlar a
progressdo da AR. As principais classes de drogas utilizadas sdo: drogas anti-reumaticas

modificadoras da doenca (DMARDs), antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs), glicocorticoides,
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e os imunobiologicos (CHATZIDIONYSIOU et al., 2017). Novas drogas tém melhorado o arsenal
terapéutico dos reumatologistas, fornecendo novas opg¢des para os pacientes ao longo dos anos de
pesquisas e descobertas (BORTOLUZZI et al., 2018).

Dentre as terapias de primeira linha, o metotrexato ¢ 0 DMARD mais comumente utilizado
que vem sendo utilizado como terapia na AR, podendo incluir a combinagdo com glicocorticoide,
bloqueando a acdo de enzimas e proteinas importantes na viabilidade das células imunes, inibindo,
assim, o processo inflamatoério da AR (CRONSTEIN; AUNE, 2020). No entanto, estudos apontam
que 40% a 50% dos pacientes alcancam remissao ou, pelo menos, baixa atividade da doenca frente
ao tratamento com o uso dos DMARDs. Além disso, essas drogas apresentam varios efeitos toxicos
gerando nodulose reumatoide, fibrose hepatica, imunossupressdo com predisposicao a infec¢des
oportunistas como Epstein Barr (ALETAHA; SMOLEN, 2018; CRONSTEIN; AUNE, 2020).
Quando as terapias envolvendo DMARDs ndo apresentam grande eficiéncia ou melhoras nos
sintomas, a aplica¢do de terapias direcionadas (Figura 1 e Tabela 1), como os imunobiolédgicos (por
exemplo, inibidores de TNF) ou inibidores da Janus quinase (JAK) em combinagdo com o
metotrexato, mostraram proporcionar até 75% desses pacientes afim de atingir o alvo de tratamento

(ALETAHA; SMOLEN, 2018).
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FIGURA 1 — A descoberta de novas drogas para doencas autoimunes e para a Artrite
Reumatoide. Na AR a falha no sistema imune permite com que algumas células T e B reconhegam
proteinas na cavidade articular como estranhos. Os leucécitos infiltram a cavidade articular e
liberam moléculas e citocinas. Células B produzem anticorpos como fator reumatéide tendo como
alvo as articulagdes. Citocinas pré inflamatorias recrutam e primam outras células imunes,
incluindo neutréfilos e macrofagos. Essas células liberam enzimas digestivas, que contribuem para
o dano articular e erosdo 6ssea, promovendo o espessamento da membrana sinovial. A erosdo dssea
¢ causada pela sinalizagdo das citocinas que promovem intensa atividade dos osteoclastos.

Adaptado de (LAWRENCE, 2016).
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Terapias Biologicas Ac¢do

Inibidores de TNF Inibem a citocina pro6 inflamatéria TNF.
Tocilizumabe, Sirukumabe e Sarilumabe Inibem a citocina pré inflamatoria IL-6.
Secukinumabe Inibe a citocina pro6 inflamatoéria IL-17.

Inibem as proteinas Janus quinases, que
Baracitinibe e Tofacitinibe participam da sinalizagdo dos transdutores de

sinal e ativadores de transcricdo (STAT).
Anakinra Inibe a citocina pré inflamatoria IL-1.

Inibem o receptor CD20 na superficie das
Rituximabe e Obinutuzumabe

células B, levando a deplecao.

Inibem os receptores CD80/CD86 nas

superficies das células apresentadoras de
Abatacepte ) )

antigeno (APC), prevenindo a ativacdo das

células T helper.

Tabela 1 — A descoberta de novas drogas para doencas autoimunes e para a Artrite
Reumatéide. Os medicamentos anti-reumaticos modificadores da doenga oral (DMARDs), a base
do tratamento da artrite reumatoide, foram os primeiros medicamentos disponiveis que afetaram o
sistema imunologico. Mas nos ultimos quinze anos, novas terapias bioldgicas chegaram ao
mercado, que visam inibir moléculas especificas do sistema imunologico. Novas moléculas
pequenas também estdo em desenvolvimento que t€ém como alvo a sinalizagdo imune intracelular.
Adaptado de (LAWRENCE, 2016).

Nos ultimos anos, drogas recém utilizadas no tratamento da AR, como o Tofacitinibe
(inibidor da via JAK na sinaliza¢do de citocinas) mostraram que a utilizagdo como monoterapia
com duracdo < 24 meses ou combinada com um DMARD, tém sido eficazes na reducdo de sinais
e sintomas da doenga, com melhora na qualidade de vida relacionada a saude, com beneficios
sustentados durante a terapia de longo prazo (< 96 meses) (CAPORALIL; ZAVAGLIA, 2019).
Viérios inibidores de JAK t€m funcionado com sucesso na terapia clinica. Estes incluem tofacitinibe
direcionado a JAKI1, JAK2 e JAK3 em RA, artrite psoriatica e colite ulcerativa, baricitinibe
direcionado a JAK1 e JAK2 em RA e o inibidor seletivo de JAK1 upadacitinibe para RA (CHOY,
2019; GADINA et al., 2018; HARRINGTON; AL NOKHATHA; CONWAY, 2020). Apesar dos

beneficios, os inibidores de JAK alteram a resposta imune e aumentam o risco de infecgdes
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bacterianas, fungicas e virais, incluindo infec¢des oportunistas como tuberculose e herpes zoster
(DHILLON, 2017; KUBLER, 2014). Um estudo comparativo de drogas seletivas para JAK2
mostrou que sdo capazes de inibirem outras quinases, além de apresentarem efeitos clinicos
divergentes em determinadas células e tecidos (SINGER et al., 2019). Por isso, faz-se necessario
compreender melhor os efeitos adversos na inibi¢do geral das JAKs (Janus 1, 2, 3 e TK2) bem

como elucidar as proteinas que sdo capazes de atuar inibindo essa via de forma mais seletiva.

1.3 Supressor da sinalizacio de citocinas (SOCS)

Citocinas sdo proteinas secretadas que regulam respostas celulares importantes, onde os
primeiros estudos observavam seu papel na proliferacdo e diferenciagdo celular (STARR ef al.,
1997). No entanto, hoje se sabe que as citocinas afetam quase todos os processos biologicos, desde
o desenvolvimento embrionario, como a patogénese de doencas infecciosas ou estéreis, em
alteracdes nas fungdes cognitivas e progressdo dos processos degenerativos do envelhecimento
(DINARELLO, 2007). Os eventos chave na transdu¢do de sinal de citocinas até o final do séc. XX
j& estavam bem definidos, principalmente com a identificagdo de seus receptores. As vias de
sinalizacdo sdo variadas entre as citocinas. Particularmente, um grupo de citocinas transduzem o
sinal através da ativacdo de membros da familia de tirosinas quinases citoplasmaticas como as
Janus Associado a Quinases (JAKs). Apos a ativacdo das JAKs, os Transdutores de Sinal e
Ativadores de Transcri¢do (STATs) sdo fosforilados, dimerizam-se e aumentam a transcri¢ao de
genes com locais de reconhecimento STAT nos seus promotores (KIU; NICHOLSON, 2012;
O’SHEA; GADINA, 2019).

Mecanismos enddgenos regulam negativamente a sinalizacdo JAK/STAT, como um
controle de “desligamento” da transducdo da sinalizagdo das citocinas envolvidas (KIU;
NICHOLSON, 2012; O’SHEA; GADINA, 2019). Através do estudo de Star e colaboradores em
1997 ¢ que se teve conhecimento de um dos mecanismos que envolvia trés formas homologas de
proteina contendo dominio SH2 induzida por citocina (CIS - Cytokine Inducible SH2 containing
protein), sendo elas denominadas como proteina supressora da sinalizagdo de citocinas (SOCS). A
familia SOCS, é constituida por oito membros, SOCS-1 a SOCS-7 e CIS (LARSEN; ROPKE,
2002) (FIGURA 2).
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Figura 2. Estrutura molecular das 8 proteinas SOCS descritas na literatura. As proteinas da
familia SOCS consistem em trés dominios estruturais e funcionais que sdo: um dominio N-terminal
com comprimento varidvel de sequéncias de aminodcidos, um dominio SH2 central com um
dominio SH2 extendido (ESS) ¢ um dominio de caixa SOCS contendo uma caixa BC e uma caixa
Cul na regido C-terminal. Dois membros da familia SOCS poderiam ser pareados devido a sua
estrutura e similaridade de fungdo. SOCS-1 e SOCS-3 possuem uma regido inibidora de quinase
(KIR) que inibe a atividade da proteina JAK. SOCS-4 e SOCS-5 contém ambos uma regido
altamente conservada dentro do seu dominio N-terminal designado como regido N-terminal
conservada. SOCS-6 e SOCS-7 partilham mais do que 50% de identidade de aminoécidos no
dominio SH2 e dominio de caixa SOCS. (Adaptado de (FENG et al., 2016; YOSHIMURA;
NAKA; KUBO, 2007)).

Através da investigagdo da expressao de SOCS-1, Star e colaboradores observaram que esta
proteina inibia tanto a fosforilagdo do receptor de IL-6, como a ativagdo de STAT, e que a
transcri¢do dos outros trés genes (SOCS 2, 3 e CIS) eram aumentadas rapidamente em resposta a
IL-6, in vitro e in vivo, sugerindo que essas proteinas podiam atuar num circuito de
retroalimentagdo negativa classico, para reduzir a transdugdo de sinal via IL-6 (STARR et al.,
1997).Diante disso, foi possivel compreender que a ativagdo da via JAK-STAT também promove
a transcri¢ao de proteinas SOCS que podem suprimir a sinalizag¢@o e restaurar a sensibilidade da
célula a futuros estimulos por citocinas (FIGURA 3) (UREN et al., 2014). Membros da familia
SOCS participam de loops de feedback negativo classico que suprimem a via JAK-STAT inibindo
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a atividade JAK ou promovendo a ubiquitinagdo dos componentes de sinalizagdo na cascata
(YOSHIMURA; NAKA; KUBO, 2007).

A funcdo apds a transcri¢do e enovelamento das proteinas SOCS foi demonstrada através
de trés mecanismos diferentes de agdo: 1) através do dominio SH2, eles se ligam a fosfotirosinas
na proteina alvo, conduzindo a inibi¢do da transducdo de sinal por inativagdo N-terminal de JAK;
i1) bloqueando o acesso de STAT aos receptores; e iii) atuando como uma ligase de ubiquitna E3,
permitindo a poliubiquitinagdo de proteinas alvos e sua degradagdo via proteassoma (LARSEN;
ROPKE, 2002; LETELLIER, ELISABETH; HAAN, 2016; UREN et al., 2014). Portanto, as
proteinas SOCS foram primeiramente descritas como supressoras da sinalizacdo de citocinas e de
fatores de crescimento, onde a desregulacao desses fatores vem sendo associada a uma variedade

de doencas inflamatoérias e neoplasicas (LETELLIER, ELISABETH; HAAN, 2016).
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Figura 3. Processos de inibicdo da sinalizacdo de citocinas por proteinas SOCS. As proteinas SOCS
podem atuar como inibidores classicos de “feedback”. As citocinas sinalizam por aproximacdo dos
receptores e das JAKSs, iniciando uma cascata de fosforilagdo. Isto resulta na fosforilagdo e dimerizagao das
STATs, que translocam para o nucleo e iniciam a transcricdo do gene. Além de genes envolvidos na
sobrevivéncia, proliferacdo e funcdo, as STATs iniciam a transcricdo de SOCS. Ha quatro maneiras
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principais pelas quais SOCS inibem a sinalizac@o de citocinas; bloqueando o recrutamento de STATs para
o receptor de citocinas; direcionando o receptor para a degradagdo pelo proteassoma; ligacdo a JAKs e
inibigdo direta da sua atividade quinase; direcionando as JAKs para degradagdo pelo proteassoma.
(Adaptado de UREN, TURNLEY, 2014).

1.4 Mecanismos e funcées de SOCS2

A proteina SOCS2 ¢ ativada por diversos fatores que ativam a STATS, sendo eles a
estimulagdo de receptores do tipo Toll (TLR — toll-like receptors) (POSSELT et al., 2011),
hormonios (horménio do crescimento (GH), prolactina, insulina, estrégeno), algumas citocinas
(IL-1, IL-2, IL-3, IL-10, IL-6, IFN-a, IFN-y, TNF, dentre outras), e outros mediadores como
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (2,3,7,8 tetrachlorodibenzo-p-dioxin-TCDD) e lipoxinas
(RICO-BAUTISTA; FLORES-MORALES; FERNANDEZ-PEREZ, 2006).

Além de seu papel de supressor, SOCS2 apresenta diversas fungdes biologicas e € descrito
ser importante no controle do desenvolvimento de patogéneses relacionadas a varias doengas,
principalmente infecciosas. Uma das primeiras informagdes obtidas sobre SOCS2, além de ser um
supressor de sinalizacdo de citocinas, foi seu papel no sistema nervoso central (SNC).
Pesquisadores identificaram que SOCS2 apresentava uma expressdo elevada no SNC desde o 14°
dia embrionério até o 8° dia pos-natal e que, apos esse periodo, a sua expressao era reduzida. Essa
expressdo foi observada exclusivamente em neurdnios, no momento da diferenciagdo neuronal,
associada a fase de desenvolvimento (POLIZZOTTO; BARTLETT; TURNLEY, 2000). Estudos
posteriores também mostraram que SOCS2 tem um papel importante nos efeitos inibitorios do
horménio GH e do fator de crescimento insulina-1 (IGF1) e promog¢do da neurogénese
(RANSOME; TURNLEY, 2005). De fato, camundongos SOCS2”, apresentam caracteristicas do
fenotipo de crescimento elevado, confirmando que a deficiéncia dessa proteina afeta o crescimento
pré-natal e pos-natal através da desregulacio de GH/IGF1 (HORVAT; MEDRANO, 2001;
METCALF et al., 2000). Além disso, SOCS2 ja demonstrou exercer um papel crucial no
desenvolvimento de alguns tipos de cancer onde, a auséncia da expressdo de SOCS2 inibe a
proliferacdo de células cancerigenas de prostata, o que foi associada a parada do ciclo celular e a
apoptose (HOEFER et al., 2014). Outros achados, mostraram que a expressao reduzida de SOCS2,

estava associada a metilagdes em regides promotoras do seu gene, correlacionando-se ao
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desenvolvimento de carcinoma coloretal e hepatocelular (CUI et al., 2016; LETELLIER, E. et al.,
2014).

Além do papel de SOCS?2 intrinsicamente associado a regulacao de processos fisiologicos,
nosso grupo vem demonstrando que SOCS2 também possui um papel modulador frente a diferentes
contextos que envolvem infecgdes, inflamacdes estéreis e no desenvolvimento da obesidade através
da regulagdo da resposta imunologica (BRANT et al., 2016; CRAMER et al., 2019; MONTI-
ROCHA et al., 2019; VAL et al., 2020). Recentemente, nosso grupo avaliou o papel de SOCS2
frente a atividade dos neutréfilos durante faléncia hepatica causada por sobredose de paracetamol
(APAP), onde camundongos deficientes de SOCS2 apresentaram maior infiltrado de neutréfilos na
lesdao, gerando maior necrose precoce e letalidade nos camundongos, demostrando que SOCS2 tem
um papel importante na imunidade inata e no desenvolvimento da doenca (MONTI-ROCHA et al.,
2019).

Além da resposta inflamatéria, SOCS2 apresenta um papel fundamental na resposta anti-
inflamatoria e no controle da expansdo de células T, sendo crucial na estabilidade de células T
reguladoras (Treg). Andlises identificaram que SOCS2 ¢ preferencialmente expresso tanto em
células Tregs naturais como em Tregs induziveis (iTregs). Além disso, células Treg deficientes de
SOCS2 possuem instabilidade na expressao do fator de transcricdo forkhead box P3 (FoxP3) e,
quando estimuladas com IL-4, secretam niveis elevados de interferon y (IFN-y) e IL-13, sugerindo
que SOCS2 ¢ essencial para manter o fendtipo anti-inflamatdrio de iTregs, impedindo a secreg@o
elevada de citocinas pro-inflamatérias por essas células (KNOSP et al., 2013).

Ha poucos estudos que associam a fung¢@o de SOCS na AR. Pacientes com AR apresentaram
alteragdo da expressdo de algumas proteinas SOCS (1, 2 e 3) em células mononucleares derivadas
do sangue (PBMCs) e em macréfagos obtidos do liquido sinovial ISOMAKI et al., 2007a). Ainda,
pacientes tratados com anti-TNF apresentam uma redugdo da expressdo de SOCS2 em PBMCs,
sugerindo que TNF possa ter um papel na regulagao de SOCS2 (TSAO; KUO; LIN, 2008). Assim,
sabe-se muito pouco sobre o papel de SOCS2 e suas bases moleculares durante o desenvolvimento
da AR. Por isso se faz necessario uma melhor compreensao sobre SOCS2 no contexto da AR e em
modelos experimentais relacionados, como sua influéncia na progressao da inflamagao, dano e dor

das articulagdes.
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1.5 Resposta imunoldgica e resolucio na AIA

No modelo de AIA, ap6s a imunizagdo com antigeno mBSA, as células dendriticas e células
T apresentam um papel importante na apresenta¢ao do antigeno e na memoria imunolédgica, quando
o desafio intra-articular com esse antigeno induz uma resposta inflamatoria articular
(BRACKERTZ; MITCHELL; MACKAY, 1977; WONG et al., 2006). Estudos tém demonstrado
que apds o desafio intra-articular, o acimulo de leucécitos no tecido, tendo os neutr6filos como as
células principais, ¢ fundamental para a ocorréncia das lesdes articulares na AIA. O actiimulo de
neutro6filos contribui para a patogénese no modelo, desencadeado por uma inflamag¢ao neutrofilica
rapida intensa observada durante as primeiras 24 horas. Em tempos tardios, principalmente apds
48 horas do desafio intra-articular, ocorrem sinais evidentes da resolu¢do da inflamacao articular
(BARROSO et al., 2017; LOPES et al., 2011).

Os fatores quimiotaticos sao cruciais durante a inflamacdo articular, onde altos niveis das
quimiocinas (motivo C-X-C) ligante 1 (CXCL1), CXCLS5 e de leucotrieno B4 (LTB4) sao
observados nas articulagdes de camundongos desafiados com mBSA, o qual promovem a migragao
de neutrofilos que induz o recrutamento sinovial de leucdcitos, gerando uma hiperplasia sinovial e
perda de proteoglicanos da cartilagem articular (BESSIS et al., 2017; FATTORI; AMARAL;
VERRI, 2016; GRESPAN et al., 2008).

Essas células sdo recrutadas por quimiocinas envolvidas em varios aspectos dos processos
da inflamagdo articular. As quimiocinas promovem a infiltragdo e ativacdo de leucdcitos,
angiogénese, diferenciacdo de osteoclastos e proliferacdo, além da ativacdo de sinovidcitos e
participagdo da geracdo de dor ao regular a liberagao de neurotransmissores (BERNARDINI et al.,
2017).

Acredita-se que os niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias sejam responsaveis por
impulsionar a progressao da inflamagao articular sinovial. As citocinas pré-inflamatorias TNF, IL-
6, IL-1 e CXCL1 ndo s6 promovem e mantém a inflamacdo, como também contribuem para a
geracdo e manutencdo da dor inflamatdria, atuando nas células nervosas nociceptivas(SACHS et
al., 2011a; SCHAIBLE et al., 2010). Um estudo do nosso grupo demonstrou que o bloqueio de
TNF (infliximab) e o uso de antagonista dos receptores de IL-1 € capaz de prevenir o influxo de

neutrdfilos e hipernocicepc¢ao durante a AIA (SACHS et al., 2011a).
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Além dessas citocinas, foi demonstrado que niveis aumentados de outras citocinas como
IL-8, IL-12 /IL-23, IL-17, IL- 18, IL-32 e IFN-y sdo importantes na progressdo da doenga e outras
importantes na regulacdo da inflamagdo como IL-4, IL-9 e IL10 (CIOBANU et al., 2020;
LUBBERTS; BERG, 2013; RAUBER et al., 2017). Dentre algumas citocinas (IL-12/IL-23, IL-6,
IFN-y, IL-4, IL-9, IL10), a via de sinalizacdo sdo baseadas através da ativacdo de varias vias de
transdugao de sinal, incluindo a JAK / Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcri¢ao (JAK /
STAT), e outras que regulam numerosas respostas celulares onde influenciam o crescimento
celular, sobrevivéncia, apoptose, defesa do hospedeiro, estresse e fungdes de diferenciacao
(DARNELL; KERR; STARK, 1994; LEVY; DARNELL, 2002; SEIF et al., 2017). Essas citocinas
estdo envolvidas na patogénese de doengas autoimunes e inflamatorias, e usam JAKs e STATSs para
transduzir sinais intracelulares, onde muitas dessas doencgas tem sido associados a um descontrole
na ativa¢do ou uma incapacidade de supressdo nessas vias (BANERIJEE et al., 2017a; SALAS et
al., 2020; VILLARINO; KANNO; O’SHEA, 2017).

Os reguladores negativos de STATs incluem tirosina fosfatases citoplasmaticas que
neutralizam a acdo da Janus quinase (JAK) e SOCS que inibem o receptor e a fungdo JAK,
proteinas que inibem as proteinas STAT ativadas (PIAS), fosfatases nucleares que desativam
STATs e proteinas STAT truncadas que podem funcionar em um modo inibitério dominante, afim
de bloquear a sinalizagdo e o processo inflamatorio, levando a homeostase celular (LEVY;
DARNELL, 2002).

Os medicamentos atuais para o manejo clinico de doencas inflamatérias atuam inibindo
enzimas especificas, antagonizando receptores especificos ou bloqueando seus ligantes
(caracterizados como medicamentos anti-inflamatdrios), como falado anteriormente como o uso
dos DMARDs e dos Biologicos como os inibidores de JAK/STAT. Porém, na tltima década, um
novo paradigma sobre a compreensdo do processo inflamatorio emergiu com a apreciagao dos
mecanismos genéticos, moleculares e celulares que estdo envolvidos para resolver ativamente a
inflamag¢ao, chamado de mediadores resolutivos (resolu¢ao) (PERRETTI et al., 2015).0s sinais
cardinais da resolu¢do da inflamagdo envolvem a limitagdo ou cessacdo do extravasamento de
células sanguineas, a contra-regulacdo de quimiocinas e citocinas, o desligamento das vias de
sinalizacdo associadas a sobrevivéncia de leucdcitos, a indugdo de apoptose de leucdcitos e sua
subsequente remogdo por eferocitose por macréfagos, a reprogramagdo de macréfagos de

classicamente ativado para células ativadas alternativamente, o retorno de células ndo apoptdticas
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para a vasculatura ou linfa e, finalmente, o inicio dos processos de reparo tecidual/homeostase
(SUGIMOTO, MICHELLE A. et al., 2016). Os agentes pro-resolutivos sdo de natureza diversa e
incluem mediadores lipidicos especializados (lipoxinas, resolvinas, protectinas e maresinas),
proteinas (anexina Al, galectinas) e peptideos, mediadores gasosos, incluindo sulfeto de
hidrogénio, uma purina (adenosina), bem como liberagdo de neuromodulador sob o controle do
nervo vago (HEADLAND; NORLING, 2015; SUGIMOTO, MICHELLE A. et al., 2016).

Uma resposta inflamatoria montada de forma eficaz também implicara na ativacdo de vias
pro-resolutivas, destinadas a encerrar com seguranga a resposta inflamatoria "limpando" o tecido
lesado e promovendo a cura. J4 uma resposta inflamatoria desregulada, ou uma falha nas vias pro
resolutivas podem estender o tempo nas respostas pro-inflamatérios resultando em inflamacao
prolongada (sem resolucdo) ou cronica, podendo gerar o desenvolvimento de doengas (PERRETTI
et al.,2015,2017). Além disso, a diferenca dos efeitos anti-inflamatérios e pro-resolutivos nao se
sobrepdem totalmente: o anti-inflamatério refere-se principalmente a uma acdo inibitoria /
bloqueadora (por exemplo, interromper o extravasamento de células imunes, como na inflamagao
aguda), enquanto que pro-resolutivos as a¢des indicam uma estimulagdo e ativagdo inerentes de
processos especificos, como apoptose ou eferocitose (SUGIMOTO, MICHELLE A. et al., 2016).
No contexto terapéutico, a farmacologia classica da inflamagdo visa ‘bloquear ou inibir’,
mediadores especificos que, quando produzidos em excesso, sdo responsaveis por danos aos
tecidos (por exemplo, TNF e prostaglandinas). J4 a farmacologia da resolu¢do ¢ baseada na
estratégia que visa em ‘ativar ou intensificar’ processos celulares que participam na limitagao ou
prevencao de danos, como a elimina¢do de células apoptdticas evitando o dano (eferocitose)

(Figura 2) (PERRETTI et al., 2015).
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FIGURA 2 — Os efeitos da farmacologia da inflamacio e da farmacologia da resolucio. Os
mediadores pré-resolutivos mostram diferenga fundamental aos anti-inflamatorios, onde exercem
acOes amplas em vez de causar, por exemplo, inibi¢do em um mediador ou via selecionada, que
pode causar um efeito colateral secundario. Além disso, as agdes das moléculas pro-resolugao
equilibram as respostas para atingir o equilibrio entre as acdes pro e anti-inflamatodrias. A resolucao
preserva a resposta inflamatdria, trazendo reparo e preservando os tecidos, sendo isentos de efeitos
colaterais importantes. Por isso se faz necessario buscar novas moléculas resolutivas e testar a
eficidcia dessas moléculas em ensaios clinicos adequados. Legenda: Inibidor de flavopiridol /
histona desacetilase (HDACI); Inibidor da quinase dependente de ciclina (CDK). Adaptado de
(PERRETTI et al., 2015).

A resolucdo da inflamag¢do depende da interrupgao do recrutamento de neutréfilos, que sdo
cruciais no desenvolvimento da AIA. Este processo ¢ em parte controlado por mediadores lipidicos

pro-resolutivos, onde hd uma mudanga de classe da produgdo de pro-inflamatorios (como PGE2 e



25

LTB4) para os pro-resolutivos, como prostaglandina D2, 15 desoxi-delta- (12-14) -prostaglandina
J2, lipoxina A4 (LXA4), resolvina E1 (RvVEL), protectinas D1 e maresina-1. Esses mediadores
podem bloquear o recrutamento de neutroéfilos, parcialmente pela regulacdo negativa de seus
receptores de quimiocinas, tornando-os ndo responsivos a substancias ativadoras de neutrofilos,
como LTB4 ¢ CXCL1 (ARNARDOTTIR et al., 2016; GODSON et al., 2000a; SCHETT;
NEURATH, 2018).

O processo de resolugdo requer a remocao de neutréfilos do tecido através da apoptose que
se da pela expressdo de ligantes de morte celular, como TRAIL ou FasL, que sdo produzidos por
macrofagos, e também pelo fator de crescimento transformador beta (TGFB), produzido pelas
células Treg. Os neutréfilos apoptoticos sdo rapidamente engolfados por macréfagos pelo processo
de eferocitose, através da expressdo de fatores “coma-me” como fosfatidilserina em neutréfilos
apoptoticos (SCHETT; NEURATH, 2018).

Diversas descobertas recentes de moléculas pro resolutivas, tem demostrado ser importante
na cessagdo da inflamacdo em modelos de AR experimental. O papel da citocina IL-9 que promove
resolucdo da inflamacdo e protegdo Ossea, via proliferagdo de células linfoides inata do tipo 2
(ILC2) e ativacao de células T reg (RAUBER et al., 2017). Angiotensina 1-7 (Angl-7) no pico da
inflamacdo promove a resolugdo, um efeito associado a apoptose de neutrédfilos dependente de
caspase e a inibi¢do de NF-kB, além de aumentar a capacidade de eferocitose de macréfagos
(BARROSO et al., 2017).

Nesse contexto de resposta resolutiva, nosso grupo demonstrou que SOCS2 ¢ importante
modulando as ag¢des resolutivas de LXA4 durante modelo experimental de infec¢do por T. gondii
(MACHADO et al., 2006). Portanto, a hipotese desse projeto ¢ que SOCS2 tem um papel crucial
na modulagdo da resposta inflamatoria da articulagdo, participando tanto nas fases iniciais quanto

da resolucao da inflamacao utilizando um modelo de inflamagao articular aguda em camundongos.

1.6 Modelo experimental de inflamac¢ao Articular Induzida por Antigeno

Os modelos experimentais em animais, vem ajudando ao longo dos anos a investigar
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento, progressao e resolu¢dao da inflamagao.
Os modelos animais mimetizam certas particularidades da AR, com historico comprovado de

previsibilidade de eficacia em humanos, dois modelos sdo bastante utilizados: a artrite induzida
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por colageno (CIA) e o modelo de inflamacao articular que se denomina na literatura como artrite
induzida por antigeno (AIA), utilizando como antigeno a albumina metilada (mBSA). A CIA
envolve violagdo da tolerancia imunolédgica, resultando em artrite sistémica causada por
autoanticorpos, enquanto o AIA resulta em erupg¢des inflamatdrias de resolugdo local e danos
mediados por células T articulares (GROTSCH; BOZEC; SCHETT, 2019; JONES et al., 2018).
Outros modelos experimentais recentes, também vem sendo utilizados na pesquisa, como: o
modelo K/BxN, que produz auto-anticorpos anti-GPI induzindo inflamagdo especifica das
articulagdes; o modelo de artrite induzida por anticorpos de colageno (CAIA), usando anticorpos
monoclonais especificos para CII; e 0 modelo de TNF-TG aonde camundongos transgénicos que
superexpressam a citocina TNF desenvolvem poliartrite erosiva severa (LI; SCHWARZ, 2003;
MONACH; MATHIS; BENOIST, 2008; NANDAKUMAR; HOLMDAHL, 2007). O
desenvolvimento de novos tratamentos para AR requer a interag@o entre observacdes clinicas e os

estudos com esses modelos animais (CHOUDHARY; BHATT; PRABHAVALKAR, 2018).

Apesar das limitagdes que se aplicam a todos os modelos animais de doencas humanas, a
AIA tém sido fundamental na identificacdo de mediadores patogénicos, subgrupos de células
imunes que determinam o inicio, a progressdo e a gravidade da doenca. Além disso, esse modelo
permite investigar as fases da doenga que sdo dificeis de serem estudadas em pacientes e serviram
como bancos de testes para novas terapias bioldgicas, incluindo bloqueadores de citocinas e
inibidores de pequenas moléculas de sinalizagdo intracelular que revolucionaram o tratamento
da artrite reumatoide (GROTSCH; BOZEC; SCHETT, 2019; JONES et al., 2018). Na AIA, o
antigeno mBSA funciona como uma substancia cationica, que se ligard negativamente a cartilagem
e ¢ retida na articulagdo. O antigeno ¢ injetado em uma ou ambas as articulacdes, e a inflamagao
aguda progride rapidamente nos animais previamente imunizados, levando a destrui¢do temporal
das articulagdes. A patogénese de AIA envolve a reagdo na cartilagem articular como anticorpos
desenvolvidos em resposta ao antigeno e formam complexos que ativam o complemento
localmente e resultam na destruicdo da cartilagem (CHOUDHARY; BHATT;
PRABHAVALKAR, 2018).

O modelo de AIA apresenta particularidades importantes, pois reproduz diversos
parametros caracteristicos da AR. No modelo, ¢ possivel observar a producao elevada de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatorias, a presenca de variados tipos celulares no infiltrado sinovial,

alteracdes histoldgicas e intensa nocicep¢do mecanica (“dor”) causada pelo processo inflamatorio,
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além de danos de cartilagem e 6sseo (ATKINSON; NANSEN, 2017; GROTSCH; BOZEC;
SCHETT, 2019). Os achados histopatoldgicos no modelo de AIA apresentam semelhangas com
RA humana, incluindo hiperplasia sinovial, infiltragdo perivascular, foliculos linfoides e pannus
associado com erosdes na cartilagem, o qual estéd relacionada com a capacidade do antigeno de se
ligar a cartilagem (CHOUDHARY; BHATT; PRABHAVALKAR, 2018). Além disso, a utilizacao
de camundongos nocautes vem sendo amplamente utilizados, pois vem mostrando que a
homeostase articular depende de uma variedade de fatores genéticos, principalmente, por
permitirem; a preveng¢do ou restara¢do da perda de um gene que codifica para proteinas protetoras,
ou inibi¢do ou expressdo de proteinas que induzem a artrite, o que possibilitam novas abordagens

terapéuticas potenciais (VERONESI et al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Investigar o papel de SOCS2 no controle da inflamagao aguda e no desenvolvimento da

lesdo articular no modelo de AIA.
2.2.  Objetivos especificos
v' Avaliar a cinética da inflamagio e lesdo na deficiéncia de SOCS?2.

v' Avaliar o papel da proteina SOCS2 no infiltrado celular articular de camundongos com
AlA.

v Investigar a resposta inflamatéria de componentes sistémicos (como os esplendcitos) na

auséncia de SOCS2.

v' Avaliar a contribuicio de SOCS2 em eventos da resolucdo da inflamagido, como na

apoptose e eferocitose.

v" Investigar a capacidade de transporte de SOCS2 por uma via extracelular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Os experimentos contaram com a utilizagdo de camundongos machos C57BL/6 e SOCS2
com idade entre 8 a 10 semanas. Os camundongos C57BL/6 foram criados e obtidos no Biotério
Central do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-
ICB-UFMG) e os animais SOCS2”- foram criados e obtidos no biotério de criagdo proprio
localizado no bloco C2 do (ICB-UFMG). Os camundongos foram criados e utilizados segundo a
Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos - DBCA
(CONCEA, 2016). Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica no uso de animais
(CEUA) da UFMG, sob os numeros de protocolo 333/2018.

3.2. Imunizagdo e desafio da Artrite Induzida por Antigeno

A indugdo de Artrite Induzida por Antigeno (AIA) foi preparada com a emulsdo contendo
500 pg/animal de Albumina Bovina metilada (mBSA) (Sigma Aldrich A1009) diluido em salina,
com adicao de adjuvante completo de Freund (Complete Freund’s Adjuvant- DIFCO F5881) em
uma proporcao de 1/1 do volume de mBSA. Cada animal ap6s serem anestesiados (150 mg/Kg
Cetamina / 10 mg/Kg Xilazina) receberam 100 pl dessa emulsdo via intradérmica. Apos 14 dias,
os animais foram desafiados com 10 pg mBSA/animal na cavidade articular direita, e os animais
controles receberam solugdo salina. Apds 1, 4 e 7 dias os animais foram eutanasiados afim de

avaliar o desenvolvimento inflamatorio e resolutivo durante a AIA.

3.3.  Avaliagdo de nocicepcio mecanica através de Von Frey digital

A nocicepgao foi avaliada com aparelho digital Von Frey (INSIGHT Instruments; Ribeirdo
Preto, Sdo Paulo, Brasil) conforme descrito anteriormente (SACHS et al., 2011a). Em uma sala
silenciosa, os camundongos foram colocados em gaiolas de acrilico (12 cm x 10 cm x 17 cm)
cobertas com arame ndo maledvel. Os espacos entre os fios permitiram a passagem das patas, onde

puderam ser avaliadas ap6s 30 min de ambientacdo dos camundongos antes do inicio dos testes. O
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estimulo foi realizado por uma ponta descartavel de polipropileno de 4,15 m de didmetro acoplada
a um transdutor no aparelho digital Von Frey. A pressao perpendicular foi aplicada ao centro da
superficie plantar da pata inferior para induzir a flexdo da articulagdo do joelho e provocar um
limiar de retirada indicando um comportamento nociceptivo. A forga do transdutor de pressdo em
gramas foi medida por meio do contador digital. Cinco avaliacdes foram realizadas por

camundongo e as médias foram calculadas.

3.4 Histologia

A articulagdo do joelho foi removida, fixada em formalina tamponada neutra a 4 % (v/v) por
48 horas e descalcificada em EDTA 14 % (p/v) (pH 7,2) em temperatura ambiente por 28 dias. A
solugdo foi renovada a cada 3 dias. As amostras foram incluidas em parafina e sec¢des de 5 um
foram preparadas e coradas com hematoxilina-eosina (H&E) para patologia de pontuagao, toluidina
para perda de proteoglicano ou coloragdo de tricomico de Masson para andlise de fibrose. Os
escores dos parametros foram determinados por exame microscopico de duas seg¢des ou
articulagdes do joelho, conforme descrito anteriormente (INOMATA et al., 2019; SCHRAMM et
al., 2004). A gravidade da hiperplasia sinovial, a intensidade e extensdo do infiltrado inflamatério
e a reabsor¢do Ossea foram pontuadas no intervalo de 0-3. As pontuagdes foram somadas para
obter um indice de artrite na faixa de 0-3. As se¢des foram fotografadas com uma camera digital
(DEI-470; Optronics, Goleta, CA, EUA) conectada a um microscépio (IX70; Olympus, Center
Valley, PA, EUA) com ampliacdo de %100, X200 e x400. A perda de proteoglicanos foi
quantificada com o software ImageJ (Processamento e Andlise de Imagens em Java) (National

Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, EUA).

3.5 Western Blotting

O tecido periarticular foi coletado e imerso em tampdo de lise. Os lisados foram
centrifugados a 15.000 x ge 4 ° C por 15 min e seu contetido de proteina foi quantificado com
solu¢do de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA). Extratos de proteinas (60 pg)

foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio 15% (SDS-
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PAGE) e transferidos para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de 0,2 pm (EMD
Millipore, Billerica, MA, EUA). A membrana foi bloqueada com 5% (p / v) de leite em po
desnatado (Mollico) e incubada durante a noite com anticorpo anti-SOCS2 (1: 500; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA), anticorpo anti-anexina A1 (1:1.000; Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, EUA), ou anticorpo anti-GAPDH (1: 1.000; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO,
EUA) seguido de incubag@o com os anticorpos secundarios correspondentes por 1 h. Um sistema
de detec¢do de quimioluminescéncia (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) foi usado para
deteccdo de banda de acordo com o protocolo do fabricante. Os niveis de SOCS2 foram
quantificados com ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os valores foram normalizados contra os
niveis constitutivos de GAPDH e expressos como propor¢des SOCS2: GAPDH em unidades

arbitrarias.

3.6 Citometria de fluxo

Afim de avaliar o perfil celular no infiltrado inflamatorio, os camundongos controles e AIA
foram sacrificados e suas cavidades articulares foram lavadas com PBS/BSA 3 % (v/v). Uma
aliquota de células foi contada em uma camara de Neubauer e as células restantes foram
centrifugadas a 300 x g, lavadas com PBS/BSA 0,5 % (v/v) e incubadas com Fc Block (Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) a 4°C durante 30 min. As células lavadas foram entdo
incubadas com uma mistura de anticorpos conjugados com seus respectivos fluoroforos. As células
incubadas com CD3 (FITC), CD4 (PE), CD8 (APC), CD11b (V500), LY6G (BV421), F4 / 80
(APCcy7) e NK1.1 (PEcy7) foram avaliadas nos dias 1 e 4, enquanto aqueles incubados com CD3
(PerCP-Cy5), CD4 (PE), CD8 (Alexa 488), CD11b (V500), LY6G (BV421), F4 / 80 (Alexa 647)
e NK1.1 (PEcy7) foram avaliados no dia 7. As células foram entdo lavadas com PBS / 0,5% (v / v)
BSA, centrifugadas a 300 x g e ressuspensas em PBS / 0,5 % (v/v) BSA. As amostras foram
adquiridas usando FACSCantoTM II (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) e os dados foram
analisados com FlowJo v. 10 (Tree Star, Ashland, OR, EUA).
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Figura 5 — Estratégia de gate para analise de citometria de fluxo. A estratégia baseou-se na analise das
populagdes de neutrofilos (CD11b'LY6G"), macrofagos (CD11b"F4/80"), linfocitos TCD4 (CD3" CD4"),
TCDS8 (CD3" CD8"), NK (CD3" NK"), células T duplo negativas (CD3" CD4 CDS8") e células T duplo
positivas (CD3" CD4" CD8"). O layout do gate foi montado utilizando o software FlowJo V10 (Tree Star,
Ashland, Oregon, USA).

3.7 Microscopia intravital da cavidade articular

O rolamento e a adesdo de leucécitos da microvasculatura articular foram analisadas em
camundongos AIA por meio da técnica intravital, conforme descrito anteriormente (COELHO et
al., 2008). Os camundongos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e
injetados por via intravenosa com rodamina 6G (0,5 mg / mL; 100 pL / camundongo; Sigma-
Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) 10 min antes da avaliagdo. A pele sobre a articulagdo foi
exposta para exame por microscopia intravital (ECLIPSE 50i; Nikon, Toquio, Japao) com uma
lente objetiva de 20 x (DS-Qi1MC; Nikon) e as vénulas sob a cavidade articular foram visualizadas.
Foram selecionados vasos de 20—40 um de didmetro. Os leucocitos foram considerados rolantes se
ultrapassassem um ponto designado no vaso. Sua taxa de fluxo foi medida e relatada em células /
min. Os leucocitos foram considerados aderentes se permaneceram estacionarios por 30 s. A adesdo
total de leucdcitos foi quantificada como o numero de células aderentes dentro de um comprimento

de vaso de 100 pm e os resultados foram relatados em células / mm?2.

3.8 ELISA e dosagem de anticorpos anti-mBSA

Para avaliar os niveis de citocinas e quimiocinas durante a AIA, foram avaliadas as seguintes
proteinas: IL-103, IFN-y , IL-6, IL-10, IL-17, CXCLI. A realizacdo do ensaio seguiu instru¢des do
fabricante (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), utilizando o homogenato obtido através do
processamento em homogeneizador, em tampao de extragdo de citocinas (100 mM Tris pH 7.,4;
150 mM NaCl; ImM EGTA; 1 % Triton X; 0,5 % Deoxicolato de Sodio; 1 mM de EDTA) com 1
% de coquetel inibidor de protease (SIGMA FAST). Adicionou-se em placas de ELISA (NUNC),
o respectivo anticorpo de captura especifico para cada citocina, que foi incubado overnight a 4°C.
Apos esse tempo as placas foram lavadas com PBS Tween 0,1 % e bloqueadas por 2 horas com

PBS BSA 1 %. As amostras foram diluidas (1:2) e os padrdes para cada citocina e quimiocina
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foram adicionados as placas a partir de concentragdes decrescentes para estabelecimento da curva
padrdo de dilui¢do recomendada pelo kit em uso. As placas foram incubadas overnight a 4°C. O
anticorpo de deteccdo foi adicionado em cada placa e incubado por 1 hora. A estreptavidina ligada
a peroxidase (Pharmingen) foi adicionada a cada placa. Ap6s 30 min., as placas apds a lavagem,
foram adicionados tampao contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H,O> (Merck). O produto
de oxida¢do do OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de placas de ELISA (Molecular
Devices, USA) na absorbancia de 490 nm, ap6s parada da reagcdo com acido sulfurico (H2SOs).

A dosagem de IgG anti-mBSA foram determinadas conforme descrito
anteriormente(YANG, Y. H. et al., 2010). As placas (NUNC) foram sensibilizadas com 100uL de
mBSA (100pg/mL — Sigma Aldrich), overnight a 4°C. As placas foram bloqueadas por 1 hora com
caseina a 2% (Sigma-Aldrich) em PBS 1x. Em seguida, as amostras foram diluidas (1:100.000) em
PBS 1x, e foram incubadas overnight. Os anticorpos anti-mouse IgG biotinilados (Caltag), foram
incubados por 2 horas. O conjugado de estreptavidina (Pharmigen) foi incubado por 30 minutos e

detectado usando substrato de tetrametilbenzidina (Bio rad) na absorbancia de 450nm.

3.9 Dosagem de Lipoxina A4

A lipoxina A4 (LXA4) foi dosada seguindo os procedimentos fornecidos pelo fabricante
(Neogen, Lexington, KY). O homogenato obtido pelo processamento com tampao de citocinas foi
diluido em metanol (1:3) e 4gua (1:5). Apds o homogenato foi aplicado através das colunas de luz
para a separacdo da LXA4, e posteriormente a lavagem, eluiu a LXA4 com formato de metila. As
amostras e padrdes da curva foram incubadas na microplaca revestida com anticorpo anti-LXA4,
adicionadas com enzima conjugada com peroxidase (50:1). Apos 1 hora as placas foram lavadas e
incubadas com o substrato de TMB. Foi mensurado de acordo com as instru¢des do fabricante por

absorbancia de 490 nm.
3.10 Cultura de esplendcitos
Os bagos de camundongos WT e SOCS2”- com AIA e controles (camundongos nio

desafiados), foram retirados na fase tardia (7 dias ap6s o desafio). Os esplenodcitos foram

purificados por um processamento através de cell strainer (BD), com o auxilio de embolo de



35

seringa e semeados em placas de cultura (1 x 10/ pogo). Eles foram incubados sem tratamento ou
estimulados com 50 pg/mL de mBSA (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 5 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB)
e 1% (p/v) de penicilina-estreptomicina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) a 37 °C sob uma
atmosfera de 5 % de CO; por 24 h. Os sobrenadantes foram coletados para quantificagdo de I1L-17,
IFN-y e IL-10 por ELISA, como descrito previamente segundo o fabricante (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA).

3.11 Analises de apoptose e eferocitose de neutrofilos

A apoptose de neutrdfilos foi avaliada como descrito anteriormente (BARROSO et al.,
2017). Uma aliquota de células foi coletada do lavado sinovial (PBS / BSA 3 %) e as células foram
contadas em uma cdmara de Neubauer e centrifugadas por Cytospin (Cytospin; Shandon Lipshaw
Inc., Pittsburgh, PA, EUA). Apds centrifugagdo as células agora aderidas em laminas foram
coradas com May Griinwald Giemsa (Laborclin, Prado, Brasil) e montadas com laminulas. As
células foram quantificadas por microscopia através de imersdo em o6leo (objetiva x100) e
classificadas como apoptoticas se apresentassem as seguintes caracteristicas: (a) morfologia
apoptdtica distinta; (b) condensagdo da cromatina ou fragmentacdo nuclear; e (c¢) formacgao de
corpos apoptoticos fora ou dentro dos macréfagos (eferocitose). As proporcdes de células
apoptoticas em > 300 células / lamina foram calculadas e os resultados foram expressos como %

de células com morfologia apoptdtica ou eferocitica.

3.12 Isolamento de neutrofilos e ensaio de quimiotaxia

Os neutrdfilos foram isolados da medula dssea de camundongo WT e SOCS2”- por
centrifugacdo em gradiente com Histopaque-1119 e Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, EUA). A quimiotaxia foi observada em uma microcamara de 48 pogos (Neuro Probe
Inc., Gaithersburg, MD, EUA) equipada com uma membrana de policarbonato com tamanho de
poro de 5 um, conforme descrito anteriormente (VALIATE et al., 2019). Os neutréfilos foram

estimulados com CXCLI1 (30 ng / mL) ou tratados com meio RPMI (controle). Apds 1 h, a
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membrana foi fixada e corada com May Griinwald Giemsa (Laborclin, Prado, Brasil), e os

neutrdfilos que haviam migrado foram contados em microscopia de luz.

3.13 Ensaio de eferocitose in vitro

A eferocitose in vitro foi realizada conforme descrito anteriormente (FELIX ez al., 2021). Os
macrofagos peritoneais foram isolados 4 dias apds serem injetados 1 mL de tioglicolato de sddio a
3 % (p/ v) em camundongos WT e SOCS2” ¢ incubados a 2,5x10° por pogo em uma placa de 96
pogos em meio RPMI completo (Cultilab, Campinas, Brasil) {suplementado com 5 % de SFB
(Cultilab, Campinas, Brasil) e 1% (p/v) de penicilina-estreptomicina} (Gibco, Grand Island, NY,
EUA). Os timécitos foram purificados por um processamento através de cell strainer (BD), com
o auxilio de embolo de seringa e semeados em placas de cultura incubados em RPMI completo,
sob uma atmosfera de 5% de CO2 a 37 ° C por 24 h. Os macrofagos foram pré-tratados com LXA4
(10 ng/mL) (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) por 12 h. Os tim6citos foram marcados
com carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE) e a apoptose foi induzida com estaurosporina
(10 uM) por 2 h. Uma mistura de propor¢do de 3:1 de células apoptdticas:macréfagos foi co-
incubada por 1 h. Os timocitos apoptoticos ndo fagocitados na co-cultura foram removidos por
lavagem cinco vezes com PBS 1x. Apos a lavagem as células foram marcadas com F4/80 durante
30 min. A citometria de fluxo foi usada para medir a eferocitose dos timdcitos por macréfagos
observados pela dupla marca¢do F480" CFSE". A intensidade média de fluorescéncia (MFI) de
CFSE foi medida a 488 nm de excitacdo a laser afim de avaliar a capacidade eferocitica dos

macrofagos. Células tnicas foram identificadas e os doublets foram eliminados da analise de dados.

3.14 Cultura primaria de macrofagos

As células da medula 6ssea foram isoladas de camundongos C57BL/6 apds a eutandsia por
sobre dose de anestésico. O fémur e tibia foram retirados, e as células foram retiradas por
centrifugacdo em tubos de 0,5 mL (875 xg por 1 min. O pellet de células obtidos foram
ressuspendidos em meio RPMI completo (10% SFB, 1% penicilina / estreptomicina) e 20% de
meio condicionado por células L929. O pellet foi ressuspendido suavemente, e com o auxilio de

um cell strainer (100 pm) (BD Biosciences), passou a suspensao de células para remover os detritos
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e pedacos de tecido da medula contidos na suspensdo. As células foram acondicionadas em placas
de petri (90 mm x15 mm) 1x107 com 10 mL de RPMI completo (10% SFB e 20% 1.929) e
incubadas a 37°C em uma estufa com 5% de CO,. Cinco dias ap6s o cultivo foi adicionado SmL
de RPMI completo (10% SFB e 20 % L.929). No sétimo dia, as células receberam mais 5 mL. Apos
confluéncia de 90-100% e diferenciacdo as células foram extraidas com tripsina/EDTA (0.005)
contadas e plaqueadas em placa de 24 pogos (1 x 10° células / pogo). Ap6s 3 horas os pogos foram
lavados com meio RPMI para retirar as células que ndo aderiram e deixaram pré-incubadas
overnight. Posteriormente as células foram lavadas e colocadas com meio RPMI sem SFB (para
que as vesiculas contidas no SFB ndo mascarem as vesiculas produzidas pelos macréfagos
plaqueados), e estimuladas com LPS (200 ng/ml) por 6 h, 12 h e 24 h. No final de cada cinética
coletou-se o sobrenadante de cada pogo para a separagdo de vesiculas extracelulares por
ultracentrifugagdo, e extraiu-se as cé¢lulas com tampao de lise para a realizacdo da técnica de

western blotting.

3.15 Extracio de vesiculas extracelulares

Para realizar a extragdo de vesiculas extracelulares ¢ utilizado uma serie de centrifugagdes
para separar células, debris, corpos apoptoticos, das vesiculas extracelulares. Para isso, apds a
retirada do sobrenadante da cultura de BMDMs, realizou-se uma centrifugac¢do a 300 xg a 4 °C por
10 min (para discriminar possiveis células no pellett). Apds essa centrifugagdo realizou-se uma
centrifugacdo a 2000 xg a 4 °C por 10 min (para discriminar células mortas no pellet). Para as
proximas etapas utilizou-se de uma Ultra-centrifuga (Thermo Scientific™ Sorvall™ WX Floor)
para centrifugar a 13,000 xg a 4 °C por 2 min (afim de remover contaminantes residuais, como
corpos apoptoticos). Posteriormente realizou-se uma centrifugacdo a 100,000 xg a 4 °C por 1 h
(para concentrar as vesiculas extracelulares no pellet). Logo apds, realizou-se outra centrifugacao
100,000 xg a 4 °C por 1 h ressuspendendo o pellet com PBS1x para lavar as vesiculas
extracelulares. No final as vesiculas extracelulares foram ressuspendidas em 30 pL de PBS 1x, e
lisadas com 30 pL de tampao de lise (1% Triton X 100, 100mM Tris/HCI, pH 8.0, 10% Glicerol,
S5SmM EDTA, 200mM NaCl, ImM DTT, ImM PMSF, 25mM NaF, 2.5mg/mL Leupeptina, 5
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mg/mL aprotinina, ¢ 1mM ortho-vanadato de so6dio) para a realizagdo da técnica de western

blotting.

3.16 Analises estatisticas

Para realizar as andlises estatisticas utilizou-se o programa Prisma 8.0.1 (software
GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos). O niimero de animais utilizados neste estudo foi
determinado usando um software estatistico (GPOWER 3.1.9.2) durante a elaboragdo do projeto
de estudo, considerando a variagdo de numero de neutréfilos na lavagem do joelho através de
resultados obtidos na padronizagdo do modelo. Todos os resultados sdo apresentados como a média
+ SEM. A andlise para avaliar a diferenca entre dois grupos foi realizada pelo teste T Student ndo
pareado bicaudal. Os dados normalizados foram analisados por ANOV A unidirecional e diferencas
entre os grupos foram avaliados usando a comparacao multipla de pos teste Sidak e Tukey. Valores

de p <0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Expressao de SOCS2 ¢ reduzida durante o pico do infiltrado celular em camundongos
WT induzidos com AIA

Para compreendermos a importancia do papel de SOCS2 no contexto da AIA,
camundongos C57BL/6 foram imunizados e, apds 14 dias, foram desafiados na cavidade intra-
articular com mBSA e avaliados ap6s 1 dia (pico de inflamacdo), 4 dias e 7 dias (fase de resolucao
da inflamacao). Para isso, foram realizados a contagem de cé€lulas totais através do lavado intra-
articular e avaliagdo da expressao de SOCS2 do tecido periarticular. Apés o desafio, camundongos
WT tiveram uma reducdo da expressao basal de SOCS2 desde a fase de pico da inflamagdo (1 dia)
(Figura 6A e B), momento no qual ¢ observado o aumento no niimero de leucécitos no infiltrado
sinovial (Figura 6C). No entanto, ap6s 7 dias, a expressao de SOCS2 demonstrou retornar ao nivel
proximo do basal (Figura 6A e B), no qual ¢ observado a reducgao na contagem de leucdcitos totais

nos camundongos WT com AIA (Figura 6C).
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Figura 6. Recrutamento celular, nocicepcio e expressiao de SOCS2 em modelo de artrite induzida por antigeno
em camundongos selvagens (WT). O modelo experimental de AIA em camundongos selvagens foi realizado a partir
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da imunizagdo com 100puL da solugdo (500ug/animal de mBSA diluido em salina + 2 de Completo Adjuvante de
Freund) com inje¢do intradérmica e apds 14 dias foram desafiados com 10pg de mBSA diluido em salina com injegao
intra-articular de 10 pL. Apds 1, 4 e 7 dias do desafio, os camundongos foram eutanasiados e coletado o tecido
periarticular para avaliar: (A) Expressdo de SOCS2, (B) Normalizagdo de SOCS2/GAPDH e (C) Quantidade de
leucocitos totais na cavidade articular. Valores expressos com a média + SEM de 4 a 5 camundongos por grupo. **
parap <0,01 e **** para p <0,0001 em relagdo ao grupo ndo desafiado. A significancia foi calculada usando ANOVA
seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

4.2 A deficiéncia de SOCS?2 resulta no prolongamento do perfil inflamatorio durante a AIA

Sabendo que a proteina SOCS2 ¢ modulada durante o desenvolvimento da AIA, fomos
elucidar a importancia dessa proteina utilizando camundongos nocautes da producao de SOCS2
(SOCS27). Para isso, avaliamos perifericamente as alteragdes causadas na cavidade articular pelo
processo inflamatdrio causado pelo infiltrado celular e inflamacdo dentro da cinética estabelecida.

Ao avaliar cada ponto das cinéticas, uma andlise inicial da regido articular evidencia que
camundongos SOCS2” apos 4 e 7 dias apresentaram maior edema periarticular e deformidade
articular, enquanto que camundongos WT apds 7 dias demonstraram aspectos articulares proximos

aos camundongos WT controle (Figura 7).
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Figura 7. Inflamagio periférica articular apos desafiar camundongos WT e SOCS2”- com AIA O modelo
experimental de AIA em camundongos selvagens e SOCS2”" foi realizado a partir da imunizagdo com 100uL da
solucdo (500ug/animal de mBSA diluido em salina + 2 de Completo Adjuvante de Freund) com inje¢o intradérmica
e apos 14 dias foram desafiados com 10pg de mBSA diluido em salina com injecao intra-articular de 10 pL. Apo6s 24h,
96h e 168h do desafio, os camundongos foram eutanasiados e foi realizado a captura de imagem obtida por um celular
Moto G2, afim de avaliar o perfil inflamatdrio peri articular, deformidades articulares e comprometimento da
articulagdo. Foram avaliados 4 animais por grupo.

Em relacdo ao infiltrado celular na cavidade articular, camundongos SOCS2~ apresentaram
menor acumulo de leucdcitos totais na cavidade articular com 1 dia apds o desafio quando
comparados com camundongos WT (Figura 8A). Nos dias posteriores, enquanto houve uma
reducdo no acumulo de células nos animais WT, ocorreu um aumento progressivo nos animais
SOCS2”. No dia 4, os valores se igualaram. Porém, camundongos SOCS2"- apresentaram maior
acimulo no ultimo ponto analisado em rela¢do aos camundongos WT (Figura 8A). A avaliacao da
producdo de anticorpos anti-mBSA mostrou que ndo houve diferencas na produ¢do em ambos os

grupos até 7 dias ap6s o desafio, mostrando assim uma resposta similar na imunizagao (Figura §B).
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Quando avaliado a nocicepgdo, observou-se que ambos camundongos com AIA
mantiveram maior atividade nociceptiva (mesmo liminar de retirada de pata) até a cinética avaliada
de 1 e 4 dias (Figura 8C) quando comparados aos camundongos controles. Porém, apds 7 dias,
observou-se que camundongos SOCS2”- mantiveram constante atividade nociceptiva, enquanto
camundongos WT apresentavam um retorno da atividade nociceptiva, com valores similares aos

grupos controles (Figura 8C).
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Figura 8. Camundongos SOCS2’~ apresentam acimulo de células e nocicep¢ido persistentes. O modelo
experimental de AIA em camundongos selvagens foi realizado a partir da imunizagdo com 100pL da solugdo
(500pg/animal de mBSA diluido em salina + 2 de Completo Adjuvante de Freund) com injecdo intradérmica e apds
14 dias foram desafiados com 10pg de mBSA diluido em salina com injecao intra-articular de 10 pL. Apos 1,4 e 7
dias do desafio, os camundongos foram avaliados quanto a quantidade de leucocitos totais na cavidade articular (A),
quantificados os niveis de anticorpos anti-mBSA do soro de camundongos dilui¢do de 100.000x (B) e foi mensurado
a nocicepcao (C). Valores expressos em niimero de células, peso em g, e expressdo de proteina com a média SEM de
4 a 5 camundongos por grupo. * para p < 0,05, ** para p < 0,01 e **** para p < 0,0001 em relagdo ao grupo nao
desafiado. A significancia foi calculada usando 2way ANOVA seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Sidak.
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4.3 SOCS2 controla o infiltrado celular e dano no tecido sinovial na fase tardia da AIA

Apos observar que a auséncia de SOCS2 aumenta o infiltrado celular na cavidade articular
obtido pelo lavado, o proximo passo foi investigar, através da histologia, como estaria a alteracao
do infiltrado inflamatério no tecido sinovial, bem como as alteragdes teciduais como hiperplasia e
reabsorcdo 6ssea. Observamos que a auséncia de SOCS2 agravou a progressdo da doenca em
comparagdo com o WT apenas na fase tardia (apds 7 dias de desafio) (Figuras 9A-9G). SOCS?2 foi
vital para a regulagdo da infiltracdo celular (Figura 9B), proliferacdo vascular (Figura 9C),
hiperplasia sinovial (Figura 9D), tamanho do pannus sinovial (Figura 9E), erosdo da cartilagem

(Figura 9F) e indices de artrite articular (Figura 9G).
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Figura 9. SOCS?2 é essencial para o controle da progressio de AIA. Os camundongos WT e SOCS2”- foram
imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA apds 14 dias. Os tecidos da articulagdo do joelho
foram descalcificados por 28 dias, seccionados, corados com H&E e analisados histopatologicamente. Imagens
histopatologicas (A). Pontuagdo de infiltragdo de tecido sinovial (B). Pontuagdo de proliferacdo vascular (C).
Pontuagdo de hiperplasia (D). Pontuagdo Pannus (E). Pontuagdo de erosdo da cartilagem (F). Indice de artrite (G).
Barras em imagens longas representam 250 pm com ampliacdo de 4 x. As barras na imagem curta representam uma
ampliagdo de 40 x. As imagens foram projetadas em um monitor de computador e gravadas para analise de reprodugado
com software de imagem Nikon (n = 3-6). Os dados sdo expressos como médias + SEM em relagdo ao WT ou SOCS2
- / -. Diferengas significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste de
comparacdo multipla de Tukey. * p <0,05, ** p <0,01 e **** p <0,0001.

Também avaliamos a reabsor¢ao dssea e a perda de proteoglicanos da cartilagem (Figuras
10A-C). Na fase tardia, os camundongos SOCS2"~ desafiados com mBSA exibiram um aumento
na perda de proteoglicano (Figuras 10A e 10B), indicando uma perda de cartilagem articular, em
comparagdo com os camundongos SOCS2” injetados com solugdo salina. Em contraste, ndo houve
diferengas entre os camundongos WT injetados com solucdo salina ou mBSA. Ainda,

-

camundongos SOCS2”" apresentaram uma tendéncia de aumento de reabsor¢do dssea no dia 7

quando comparados com camundongos WT (Figura 10C). Em conjunto aos achados anteriores,
sugere-se que a auséncia de SOCS2 leva a progressdo do dano ao tecido e a perpetuacdo da

disfuncdo articular, associado com maior nocicep¢do observada nos camundongos SOCS27-,
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Figura 10. Os camundongos SOCS2”- mostraram perda de proteoglicano relativamente maior na fase AIA
tardia. Os camundongos WT e SOCS2”" foram imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA
apos 14 dias. Os tecidos da articulagdo do joelho foram descalcificados por 28 dias, seccionados, corados com azul de
toluidina e analisados histopatologicamente. Imagens histopatologicas (A). % proteoglicano (B). Reabsorgado (C). As
barras na imagem representam 25 pm com ampliagdo de x60. As barras inseridas representam uma ampliacdo de x40.
As imagens foram projetadas em um monitor de computador e gravadas para analise de reprodugdo com software de
imagem Nikon. A perda de proteoglicano foi avaliada usando ImageJ (n = 3-6). Os dados sdo expressos como médias
+ SEM em relagdo ao WT ou SOCS2. ** p <0,01. Diferencas significativas entre as médias de tratamento foram
identificadas com ANOVA seguida pelo teste de comparagdo multipla de Tukey.
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4.4 A auséncia de SOCS2 nao altera a fibrose no tecido sinovial

Os resultados histopatologicos, em conjunto, demonstraram que a auséncia de SOCS2 leva
a uma progressdao no dano tecidual e no prolongamento da disfungdo articular. Diante disso,
decidimos avaliar se SOCS2 seria capaz de regular o desenvolvimento da fibrose ao longo do tecido
sinovial durante a fase tardia, onde hd um maior comprometimento articular. Apds as analises de
fibrose em trés regides do tecido sinovial (parénquima, membrana sinovial e perivascular) (Figuras
11 B-D), observou-se que ambos os grupos desafiados aumentavam os niveis de fibrose sinovial
apos 7 dias de desafio em relagdo aos seus respectivos grupos controles. No entanto, ndo
demonstraram diferencas os camundongos SOCS2”- quando comparados com WT ap6s 7 dias de

desafio.
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Figura 11. Analise de fibrose do tecido do joelho de camundongos WT e SOCS2™ no final da fase tardia da AIA.
Os camundongos WT e SOCS27 foram imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA apds 14
dias. O tecido da articulagdo do joelho foi descalcificado por 28 d, seccionado e corado com tricromo de Masson. (A)
Imagens histopatologicas perivascular, (B) % de fibrose no parénquima, (C) % de fibrose sinovial e (D) % de fibrose
na membrana sinovial. As barras na imagem representam 25 um com ampliagdo de 60x. As imagens foram projetadas
em um monitor de computador e gravadas para analise de reproducdo com software de imagem Nikon. A fibrose foi
medida por ImageJ (n = 3-6). Os dados sdo expressos como médias = SEM em relagio a WT ou SOCS2". Diferengas

significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste de comparagdo
multipla de Tukey.
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4.5 A auséncia de SOCS2 esta associada com um maior acimulo de células da

imunidade Inata na fase tardia da AIA

Para elucidar o perfil das células presentes no infiltrado do joelho, os leucdcitos obtidos na
lavagem do joelho foram analisados por citometria de fluxo. Os camundongos SOCS2”
apresentaram menor acimulo no nimero de neutrofilos em 1 dia ap6és o desafio quando
comparados aos camundongos WT (Figura 12A). No entanto, na fase tardia (7 dias), o nimero de
neutréfilos em camundongos SOCS2”- foi maior do que em camundongos WT, assim como o
namero de macréfagos (Figura 12B). Sabendo-se da importancia dos macréfagos na fase tardia da
AIA através da resolugdo da inflamagao e no reparo tecidual (BONNEFOY et al., 2018; FELIX et
al.,2021; SAAS et al., 2017; YANG, XUEZHI; CHANG; WEI, 2020), decidimos avaliar o papel

de SOCS?2 sobre a atividade dos macréfagos na eferocitose durante o desenvolvimento da AIA.
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Para investigar se 0 maior acimulo de neutréfilos nos animais SOCS2™" estaria relacionado
com uma caracteristica intrinseca dos neutr6filos SOCS2", foi realizado um ensaio de quimiotaxia
com a quimiocina CXCLI1, importante no recrutamento de neutrdfilos. Os neutrdfilos de
camundongos SOCS2” apresentaram a mesma capacidade de quimiotaxia em comparagdo aos
neutr6filos WT quando estimulados com CXCLI1 (Figuras 12C). Considerando que CXCL1 ¢ uma
importante quimiocina produzida no tecido inflamado apds a inducdo de AIA (COELHO et al.,
2008; SACHS et al., 2011b), um maior acimulo de neutréfilos nos animais SOCS2”- pode ser uma

consequéncia de uma resposta inflamatoria persistente em relacdo aos animais WT.
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Figura 12. SOCS2™" expressam mais neutréfilos e macrofagos na fase tardia na AIA. Os camundongos WT e
SOCS2 foram imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA ap6s 14 dias. Apos 0 d, 1 d, 4
d e 7 d, as células na lavagem da articulagdo do joelho foram coradas com combinagdo de anticorpos especificos e
analisadas por citometria de fluxo. Neutrofilos da medula 6ssea de WT e SOCS2* foram estimulados com quimiocina
CXCL1 ou meio RPMI 1640 (controle). Apos 1 h, os neutréfilos aderentes foram analisados por ensaio de camara de
Boyden. (A) Neutrofilos (CD11b*" Ly6G*); (B) Macrofagos (CD11b* F480%) e (C) Neutrofilos aderentes por campo.
(n=3-6). Os dados sdo expressos como médias + SEM em relagio ao WT ou SOCS2. Diferengas significativas entre
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as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste de comparagao multipla de Tukey. * p
<0,05, ** p <0,01 e **** p <0,0001.

4.6 SOCS2 ¢ importante no controle da adesao de leucocitos durante a fase tardia da AIA, e

isso é associado ao controle dos niveis de CXCL1

Em seguida, exploramos se SOCS2 interfere na migracdo de leucocitos durante a
inflamagao. Para isso, usamos a microscopia intravital para examinar o rolamento e a adesao dos
leucdcitos nos vasos periarticulares. Camundongos SOCS2”* apresentaram maior nimero de
leucocitos aderidos do que os camundongos WT nos dias 1 e 7 ap6s o desafio com mBSA (Figura
13B), porém nio alterou o rolamento de leucocitos durante a cinética avaliada (Figura 13A). Os
camundongos WT e SOCS2”" ndo diferiram em termos de seus niveis de quimiocina CXCL1 nos
dias 1 ou 4 apds a indugdo de AIA. Porém, enquanto os niveis de CXCL1 reduziram nos animais
WT no dia 7, animais SOCS2”~ mantiveram os niveis elevados, com diferenga significativa em
relagdo aos animais WT (Figura 13C). Foram quantificadas também algumas citocinas (IL-18,
TNF, IL-17, IL-10, IFN-y), mas sem diferenca em animais WT e SOCS2” nos tempos estudados

(dados nao mostrados).
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Figura 13. SOCS2 regula a adesio de leucdcitos circulantes na microvasculatura articular. Os camundongos
SOCS2” foram imunizados € suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA ap6s 14 dias. Ap6s 0d, 1d, 4 d
e 7 d, os camundongos foram anestesiados e foi injetado 100 uL de Rodamina 6G (0,5 mg/mL) intravenoso, foi retirada
a pele sobre a articulagdo, sendo exposta para a avaliagdo pelo microscopio intravital (ECLIPSE 50i; Nikon). A analise
intravital revelou (A) rolagem de leucdcitos, (B) adesdo de leucdcitos e (C) niveis de CXCL1. (n = 3-6). Os dados sdo
expressos como médias + SEM em relacio ao WT ou SOCS2™". Diferencas significativas entre as médias de tratamento
foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste de comparagdo multipla de Tukey.

4.7 Células da imunidade Adquirida estio aumentadas na fase tardia da AIA

Também foi avaliado o acimulo de células da imunidade adquirida na cavidade articular.
Nos tempos de 1 e 4 dias apds a indugdo de AIA, ndo houve diferengas em animais SOCS2”- ¢ WT.
Porém, a deficiéncia de SOCS2 aumento o nimero de células T CD4" (simples positivo), células
T CD4" CD8" (duplo positivo) e CD4°CD8" (duplo negativo) na fase tardia de AIA (7 dias) quando
comparado com WT (Figuras 14 C, E e F). Nao foram observadas diferencas em relacdo ao nimero
de células T CD8" (simples positivo) e NK entre os grupos em todas os tempos analisados (Figuras

14D e G).
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Figura 14. Células imunes adquiridas apresentaram maior infiltrado em camundongos SOCS27 apos 7 dias de
desafio. Os camundongos WT e SOCS2” foram imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA
apos 14 dias. Apos 0d, 1 d, 4 de 7 d, as células na lavagem da articulagdo do joelho foram coradas com combinagao
de anticorpos especificos e analisadas por citometria de fluxo. (A) células NK (CD3 NK"), (B) células T CD4 (CD3"
CD4"), (C) células T CDS8 (CD3* CD8"), (D) células T CD3 duplamente negativas (CD3" CD4 CDS"), (E) células T
CD3 duplamente positivas (CD3" CD4" CD8"). (n = 3-6). Os dados sdo expressos como médias = SEM em relagdo ao
WT ou SOCS2™. Diferengas significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida
pelo teste de comparagdo multipla de Tukey. * p <0,05, ** p <0,01 e **** p <0,0001.
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4.8 Os esplenocitos de camundongos SOCS2”- sdo mais responsivos a reestimulacio do

antigeno

Afim de compreender melhor o aumento do infiltrado de células da imunidade adaptativa
ap0s 7 dias de desafio, decidimos avaliar se os esplendcitos em camundongos SOCS2” seriam mais
responsivos ao estimulo ao antigeno contribuindo para uma inflamagao persistente. Ap6s a indugao
de AIA, os esplenocitos foram cultivados e estimulados com mBSA ex vivo e a producdo de
citocinas no sobrenadante foram analisadas. Nos demonstramos que esplendcitos SOCS27- de
camundongos apenas imunizados (controle) expressam menor quantidade de IL-17 quando
comparado com esplenocitos de WT (Figura 15A) mesmo apds serem estimulados com mBSA.
Além disso, esplendcitos SOCS27 apresentaram menores quantidades de IL-10 (Figura 15C). No
entanto, a atividade dos esplendcitos na fase tardia (7 dias) da AIA mostra que as células SOCS2-
/- estimuladas com mBSA produziram maiores concentragdes de IL-17 e IFN-y quando comparados
com as dos esplendcitos WT (Figuras 15A e B). No entanto, os grupos ndo diferiram quanto aos

niveis de IL-10 nos esplendcitos (Figuras 15C).
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Figura 15. Esplendcitos deficientes de camundongos SOCS2 com AIA produziram niveis mais elevados de IFN-
v e IL-17 (mas nao de IL-10) do que esplenécitos de camundongos WT apds reestimulacdo de mBSA in vitro.
Cavidades articulares de camundongos foram desafiadas com mBSA, (Desafio - AIA) ou solugdo salina (Imunizado -
CO) apo6s 14 dias e os esplenocitos foram isolados apos 7 dias de desafio. In vitro, os esplenocitos ndo foram tratados
ou foram reestimulados com mBSA. Apds 24 h, os niveis de citocinas no sobrenadante foram medidos por ELISA.
Nivel IL17 (A). Nivel de IFN-y (B). Nivel IL10 (C). (n = 3-4). Os dados sdo expressos como médias + SEM em relagdo
ao WT ou SOCS2”. Diferengas significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida
pelo teste de comparacdo multipla de Tukey. ** p <0,01 e **** p <0,0001.

4.9 SOCS2 regula a viabilidade de neutrofilos através da apoptose e eferocitose

Até aqui, demonstramos que camundongos SOCS2”- apresentam maior adesdo de

leucocitos e manutengdo na expressdo de CXCL1 na fase tardia. Diante disso, perguntamos se a
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viabilidade dos neutro6filos estaria alterada em camundongos SOCS27~. Os neutréfilos apoptoticos
apresentam um papel importante na resolucao, ajudando na cessagao da inflamagao principalmente
quando sdo fagocitados por macrofagos em um processo conhecido como eferocitose
(GREENLEE-WACKER, 2016). Para isso, foi realizado o lavado articular e sua citocentrifugado
para a contagem e avaliagdo morfoldgica dos neutrdfilos, classificando-os como viadveis ou
apoptoticos, bem como a eferocitose. Neutrofilos de camundongos SOCS2”- tiveram viabilidade
prolongada do que os de camundongos WT, especialmente nos dias 4 e 7 apds a indugdo de AIA.
Neutrofilos WT foram mais susceptiveis a sofrerem apoptose em relagio aos neutrofilos SOCS27-
(Figura 16A). A Figura 16B mostra que, enquanto os camundongos WT tiveram eferocitose
elevada a partir do dia 4 apds a indugdo de AIA, os camundongos SOCS2”- claramente
apresentaram pouca ou nenhuma eferocitose em qualquer momento apds a indugao de AIA.

Com esses resultados, foram quantificadas importantes moléculas pro-resolutivas no joelho
dos animais apds a indugdo de AIA, como a Lipoxina (LX) A4 e a Anexina Al. A LXA4 ¢é um
eicosandide pro-resolutivo que reduz a migragao de neutrofilos e promove a apoptose e eferocitose
de neutrofilos (EL KEBIR; FILEP, 2013; GREENLEE-WACKER, 2016; MACHADO et al.,
2006). Ainda, foi demonstrado que LXA4 induz a expressdo de SOCS2 em células dendriticas e
em queratinécitos (HU et al., 2015; MACHADO et al., 2006). Em ambos os camundongos WT e
SOCS2”- com AIA, os niveis LXAs demonstraram-se aumentados em compara¢io com seus
controles correspondentes (Figura 16C), porém sem diferenca entre eles. Esse dado sugere que
SOCS2 tenha um papel importante no processo da resolucdo através da LXA4, os quais necessitam
serem melhor elucidados.

A Anexina Al (AnxAl) ¢ uma proteina endogena regulada por glicocorticéides, tendo um
papel importante na resolugdo sendo capaz de contrarregular os eventos inflamatorios restaurando
a homeostase (SUGIMOTO, MICHELLE AMANTEA et al., 2016). Além de apresentar fungdes
importantes na resolugdo ativando vias de apoptose de neutréfilos e induzindo a reprogramacao de
macréfagos em dire¢do a um fenétipo de resolugio (SUGIMOTO, MICHELLE AMANTEA et al.,
2016; VAGO et al., 2012). Nossos achados demonstraram aumento da expressdo de AnxAl nas
fases com maior quantidade de apoptose e eferocitose (4 e 7 dias) em ambos os grupos, porém,
sem diferengas entre os animais WT e SOCS2” (Figura 16D e E). Estes resultados sugerem que

SOCS2 ¢ importante na resolucao através da modulacio na apoptose e eferocitose de neutrofilos.
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Figura 16. SOCS2 regula a viabilidade dos neutréfilos via apoptose/eferocitose. Os camundongos SOCS2” foram
imunizados e suas cavidades articulares foram desafiadas com mBSA apos 14 dias. Ap6s0d, 1d,4de 7 d, alavagem
da articulagd@o do joelho foi recuperada e analisada pelo Cytospin. (A) Apoptose de neutréfilos e (B) Eferocitose de
neutrofilos, (C) Niveis de lipoxina no tecido periarticular, (D) Expressdo de Anexina Al e (E) Normalizagdo de
Anexina A1/GAPDH (n = 3-6). Os dados sdo expressos como médias + SEM em relagdio ao WT ou SOCS2™.
Diferengas significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste de
comparagao multipla de Tukey.

Em seguida, fomos explorar se SOCS2 teria um papel importante na atividade dos
macrofagos frente a eferocitose in vitro, proporcionando uma resolucdo mais efetiva, como
demonstrado nos achados anteriores. Para isso, nos pré-tratamos macréfagos peritoneais de
camundongos WT e SOCS2”- com LXA4 por 12 h. Timdcitos apoptoticos (tratados com 10 uM de
Staurosporina por 2 horas) foram marcados com CFSE e co-cultivados com macréfagos na

proporcao de 3:1 por 1 h. As células foram entdo marcadas com F4/80 e avaliadas por citometria
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de fluxo. Nossos resultados demonstraram que os macrofagos SOCS2”- apresentaram capacidade
eferocitica reduzida, mostrando menor % de células F4/80"CFSE", em relagdo aos macrofagos WT
(Figuras 17A e 17B), e menor quantidade de timécitos eferocitados em macrofagos SOCS27,
mostrando uma menor intensidade média de fluorescéncia (MFI) de CFSE em macrofagos F4/80°
(Figuras 17C e 17D).

O tratamento com LXA4 aumentou a capacidade dos macrofagos WT (mas ndo dos
macréfagos SOCS27") de fagocitar timdcitos apoptoticos (eferocitose) (Figuras 17A e 17B). Estes
resultados indicam que SOCS2 regula a eferocitose de macréfagos influenciando os efeitos a

jusante/sinalizagdo de LXA4 na depuracdo de células apoptodticas.
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Figure 17. SOCS2 regula a eferocitose de macrofagos. Os macrofagos WT e SOCS2” foram recuperados da
cavidade peritoneal de camundongo ap6s estimulo com tioglicolato e tratamento com LXA4 por 12 h. Apoptose
induzida em timocitos com estaurosporina (10 uM) por 2h, marcada com CFSE, incubada com macréfagos na
propor¢ao de 1:3, lavada com PBS para eliminagdo de timdcitos livres, marcada com F4/80 Alexa 647, e
analisada por citometria de fluxo no FACSCanto II. (A) Estratégia de Dot Plot. (B) % de eferocitose. (C) MFI
de CFSE (timocitos) em F4/80 (macrofagos). (D) MFI de CFSE. Os dados s@o expressos como médias = SEM.
#p <0,05 (WT LXA4 vs. WT CO), *** p <0,001 e **** p <0,0001 WT em relagdo ao grupo SOCS2™"", (n = 3).
Diferencas significativas entre as médias de tratamento foram identificadas com ANOVA seguida pelo teste t de
Student.
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4.10 Macrofagos derivados da medula sao capazes de expressar e liberar SOCS2 através

de vesiculas extracelulares apds estimulo com LPS

As microvesiculas e exossomas sdo vesiculas extracelulares (VE) que vem sendo estudadas
ao longo dos ultimos anos demonstrando um novo mecanismo de comunicagdo intercelular,
transferindo componentes lipidicos e proteicos celulares para as células alvo. VEs possuem
mecanismos importantes nas respostas imunes especificas de antigeno, através da sinalizagdo de
moléculas de MHC de classe II e modulando efeitos antiinflamatorios via secrecdo de TGF-f1,
bem como na sinaliza¢do através de corpos apoptoticos (KAKARLA et al., 2020). Recentes
estudos mostraram que esses componentes proteicos presentes nas VEs (como Anexina Al) sdo
capazes de modular o fendtipo de macréfagos, penetrar a cartilagem, promovendo o crescimento
de condrocitos (HEADLAND; NORLING, 2015; RHYS et al., 2018). Ainda, foi demonstrado que
SOCS1 e SOCS3 sao liberadas para fora da célula por meio de exossomas e de microvesiculas,
respectivamente (BOURDONNAY et al., 2015).

Buscando investigar os mecanismos pelos quais SOCS2 poderia ser importante para reduzir
a resposta inflamatoria e investigar se essas moléculas poderiam ser liberadas por células, como os
macrofagos, decidimos avaliar se SOCS?2 estaria sendo expresso em microvesiculas. Observamos
que macrofagos estimulados com LPS (ap6s 6h de estimulo) (Figura 18A e 18B), expressaram
SOCS2 nas vesiculas secretadas e purificadas nos sobrenadantes dessas células. Esse resultado
sugere que SOCS2 tem um papel transcelular e que se faz importante elucidar melhor a atividade

dessas microvesiculas na modulagdo da inflamag¢ao, como na articulagdo durante a AIA.
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Figura 18. SOCS2 é expresso em microvesiculas liberadas por macréfagos WT derivados de medula apés
estimulo com LPS. Macrofagos (MO) derivados da medula foram diferenciados com RPMI completo (10% SFB e
20% 1.929). Apds uma semana as células foram contadas e plaqueadas em placa de 24 pogos (1 % 10° células / pogo)
e estimuladas com LPS (200 ng/mL) por 6h, 12h e 24 h. Coletou-se o sobrenadante de cada poco e através de um mix
(de 4 pogos) realizou-se a separacdo de vesiculas extracelulares por ultracentrifugacao (Ultra-centrifuga Thermo
Scientific™ Sorvall™ WX Floor). Apos a extragdo das vesiculas, os macrofagos e as vesiculas isoladas foram lisados
com tampao de lise para Western Blot. * Por ser um experimento preliminar os resultados plotados mostram valores
em simplificata, por isso a auséncia de desvio padrdo e de estatistica.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a fun¢do de SOCS2 na patogénese de um modelo de artrite
aguda em camundongos. Os principais achados sdo: (i) Os camundongos SOCS2- apresentaram
maior acumulo de leucocitos na fase tardia de AIA, com aumento no nimero de neutrofilos, T
CD4", macrofagos e contagens de células T duplamente positivas e duplamente negativas no
infiltrado do joelho; (i) a deficiéncia de SOCS2 aumentou a gravidade relativa das lesdes e danos.
Este achado foi consistente com a nocicep¢ao continua observada na fase da AIA tardia; (iii)
esplendcitos de camundongos SOCS2”- reestimulados com mBSA sio mais responsivos na
producdo de IL-17 e IFN-y; (iv) a deficiéncia de SOCS2 foi associada ao aumento na adesdo de
leucocitos e produgdo de CXCLI1 na fase AIA tardia; (v) apoptose neutrofilica e eferocitose foram
reduzidas em camundongos SOCS2”- na fase tardia de AIA. (vi) Eferocitose de macrofagos
SOCS27- ¢ prejudicada mesmo apds estimulagio com LXAs.

A ativacdo das vias JAKI, JAK2, JAK3 e TYK2 sdo vitais para a sinaliza¢do de células
imunes e controlam suas respostas a varias citocinas (RIVELLESE et al., 2018; YAN et al., 2018).
As vias JAK / STAT, quando desreguladas, aceleram a resposta inflamatéria na AR e outras
doengas, o qual ¢ mostrado que os inibidores de JAK / STAT sdo promissores e eficazes como
agentes terapéuticos orais contra os sintomas e o desenvolvimento da inflamagdo da AR
(MALEMUD; PEARLMAN, 2009; RIVELLESE et al., 2018; YAN et al., 2018). Tofacitinibe
(inibidor de JAK1 / JAK3), baracitinibe (inibidor de JAK1 / JAK?2) e upadacitinibe (inibidor de
JAK1) sdo novos agentes terapéuticos anti-AR que demonstraram eficicia em modelos
experimentais, atenuando a dor e impedindo a progressdo do dano estrutural (BANERJEE et al.,
2017a; HARRINGTON; AL NOKHATHA; CONWAY, 2020; MORINOBU, 2020; O’SHEA,;
GADINA, 2019). No entanto, mais pesquisas sao necessarias para estabelecer os perfis gerais de
seguranca e os riscos globais de efeitos adversos associados a essas pequenas moléculas. Além
disso, ¢ necessario encontrar inibidores de JAK especificos/seletivos com toxicidade e efeitos
colaterais mitigados (BANERJEE et al., 2017b; O’'SHEA; GADINA, 2019; RIVELLESE et al.,
2018).

No presente estudo, elucidamos o papel da proteina SOCS2, uma das moléculas inibidoras
de JAK2, em um modelo experimental de inflamacao articular. A expressao de SOCS2 se mostrou

reduzida no tecido articular no pico da inflamagdo de AIA e ndo na fase tardia, sugerindo um
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retorno as concentragdes basais. Um estudo anterior demonstrou que a expressao da proteina
SOCS em pacientes com AR, varia com o tipo de célula e dependendo de qual compartimento
essas células se encontram. Quando avaliada a expressdao de SOCS2 entre as células T e mondcitos,
foi observado que as células T sinoviais expressam baixos niveis de SOCS2 em relagdo as células
T do sangue periférico, enquanto os macrdéfagos sinoviais expressam altos niveis da proteina do
que os macrofagos do sangue periférico. ISOMAKI ef al., 2007b). Em outro estudo, através de
uma analise estatistica multivariada e o escore de atividade da doenga DAS28 revelaram que o
aumento nos niveis de SOCS2 e SOCS3 foi associada com alta atividade da doenga (ORTIZ et
al., 2013). Além disso, pacientes com AR tratados com terapia anti-TNF apresentaram redugao
dos niveis de SOCS2 em suas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) (TSAO;
KUO; LIN, 2008).

Aqui, n6és demonstramos que os camundongos deficientes em SOCS2 apresentaram
aumento da inflamagdo, perda de cartilagem e mais lesdes em suas articulagdes, com maior
atividade nociceptiva durante a fase tardia da AIA, sugerindo a importancia de SOCS2 no controle
da inflamag@o e nos danos ao tecido articular. Esses achados apresentam similaridades quando
comparado com resultados de Dehlin e colaboradores (DEHLIN et al., 2011), onde apds a
utilizagdo de um inibidor de fms-tirosina quinase 3 (Sunitinibe), camundongos com AIA
apresentaram menor inflamagao na cavidade articular, reducdo da sinovite e menor incidéncia de
perda dssea, bem como a inibigdo da atividade de células dendriticas e produ¢do de anticorpos.
Posterior a esses achados, foi demonstrado que SOCS2 regula negativamente o receptor fms-
tirosina quinase 3 (KAZI; RONNSTRAND, 2013).

O papel de SOCS2 na nocicep¢do e nos mecanismos da dor ainda ndo sdo bem
compreendidos. Em modelos de osteoporose e AR, os inibidores de JAK reduziram a perda 6ssea,
promovendo a atividade dos osteoblastos promovendo a reconstituicdo e aumentando a massa
6ssea (ADAM et al., 2020; LABRANCHE et al., 2012). Em um modelo de dor neuropatica,
avaliando a importdncia da proteina SOCS3, foi demonstrado que a proteina atenua a
hipersensibilidade mecanica (alodinia) (DOMINGUEZ et al., 2010). Portanto, SOCS2 parece ser
importante na sinaliza¢do de JAK, modulando a nocicep¢ao. Porém, ndo demonstramos se SOCS2
teria uma participagdo direta em nociceptores ou se a maior nocicep¢do em animais SOCS27- &
uma consequéncia de uma resposta inflamatdria persistente quando comparados aos animais WT.

Experimentos adicionais sdo necessarios para elucidar as fungdes de SOCS2 na regulagdo da
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nocicep¢ao, bem como o papel dessa proteina no controle da perpetuacao nociceptiva em ganglios
dorsais.

Nossos resultados demonstraram que, na auséncia de SOCS2, a adesdo de leucocitos e a
producdo de CXCLI sdo desreguladas na fase tardia da AIA, e o recrutamento intensivo de
neutrofilos e células T CD4" ocorre na articulagdo do joelho. Ja foi demonstrado que a regulacao
positiva de CXCL1 e mediadores hiperalgésicos, como TNF e IL-1f, induzem o acumulo de
neutrofilos e o aumento na atividade nociceptiva (CUNHA et al., 2010; SACHS et al., 2011a),
como observamos nos camundongos SOCS2”. Em conjunto, foi demonstrado que o
desenvolvimento da AIA ¢ dependente de linfocitos T CD4" (mas nao de linfocitos T CD8" ou
células B), sendo essas cruciais, pois regulam a producdo de citocinas osteoclastogénicas e a
diferenciagdo de osteoclastos da medula dssea induzida pela inflamag¢do (WONG et al., 2006),
sugerindo assim que SOCS2 tem um papel importante na regulagdo TCD4 durante a fase de
resolucdo da AIA, corroborando para a remissdo da inflamacdo. Em modelo de CIA e CAIA
utilizando um inibidor seletivo de JAK?2, foi demonstrado que o tratamento por via oral apresentam
menor frequéncia de células Thl no baco, reduzindo os niveis de citocinas como IL-12, TNF e
IFN-y, corroborando com uma menor edema e dano na pata dos camundongos tratados (STUMP
etal,2011).

Estudos prévios demonstraram que proteinas SOCS apresentavam um papel importante na
retengdo e controle dos leucocitos, onde a sinalizagdo de CXCL12 aumentavam a expressao dessas
proteinas que bloqueavam CXCR4 inibindo a mobilizagdo de células precursoras hematopoiéticas
(PELLO et al., 2006). Recentemente foi demonstrado em neutroéfilos que fatores de crescimento e
citocinas como GM-CSF e IL-4 impulsionam a expressdo de SOCS2 (RATTHE et al., 2007).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que SOCS2 controla o recrutamento de neutroéfilos e a
atividade dos neutrofilos durante a insuficiéncia hepatica induzida por paracetamol (APAP)
(MONTI-ROCHA et al., 2019). Camundongos deficientes em SOCS2 apresentaram aumento da
infiltracdo de neutréfilos e necrose hepatica no estagio tardio da doenga (MONTI-ROCHA et al.,
2019). Avaliando de forma terapéutica através da inibicao das vias JAK/STATs durante o modelo
experimental de artrite induzida por coldgeno, o tofacitinibe regulou negativamente o CXCL1 e
bloqueou a migracao de leucocitos (GHORESCHI ez al., 2011). Tomados em conjunto com nossos
resultados fica claro que SOCS2 pode desempenhar papéis importantes na regulacdo da

quimiotaxia celular na atividade neutrofilica, controlando a inflamagao durante a AIA.
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Nossos resultados também demonstraram que SOCS2 modula a produgao de citocinas em
esplendcitos. Nos mostramos que esplendcitos SOCS27 apresentaram niveis baixos de expressio
de IL-17 em resposta ao desafio com mBSA. No entanto, esplendcitos isolados durante a fase
tardia da AIA, expressaram altos niveis de IL-17 e IFN-y quando reestimulados com mBSA. Ja foi
mostrado que a IL-17 contribui para o desenvolvimento de AIA por meio da mediacdo da
hipernocicepg¢do articular, e que o desafio com IL-17 em camundongos aumenta os niveis da
produgdo de TNF, IL-1B e CXCL1 nas articulagdes (EBBINGHAUS et al., 2017; PINTO et al.,
2010). Recentemente, demonstramos que camundongos deficientes em SOCS2 com
encefalomielite autoimune experimental apresentam escores inflamatorios e patologicos reduzidos
no pico da doenga, mas aumentam a inflamagéo e o nimero de células CD4" IFN-y" infiltradas na
fase EAE tardia, causando lesdes irreversiveis no Sistema Nervoso Central, os quais nao
conseguiram se recuperar do comprometimento locomotor (CRAMER et al., 2019). Nosso grupo
também demonstrou que camundongos SOCS2”~ com malaria cerebral mostram uma resisténcia
inicial a produc¢ao de citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL-12 e IL-17), mas aumentam a geracao
de células Thl e Th17 na fase tardia da doenca (BRANT et al., 2016). Paralelamente, recente
estudo mostrou que SOCS2 ¢ importante para manter FoxP3 estavel em células Treg induziveis
(iTregs) por regulagio negativa da sinalizagdo de IL-4, mostrando que iTregs Foxp3" SOCS2”
secretam niveis elevados de IFN-y e IL-13 (KNOSP et al., 2013). Da mesma forma, a proteina
SOCS1 também mostrou desempenhar um papel importante na fungdo das células Treg, mantendo
a expressao de Foxp3 e suprimindo a producdo de IFN-y e IL-17 (TAKAHASHI et al., 2011).
Esses dados corroboram com nossos achados na cultura de esplendcitos.

Além de mostrarmos o aumento do infiltrado de células T CD4", observamos um aumento
no aparecimento de células CD4*CD8" duplamente positivas (DP) e CD4 CD8" (DN) duplamente
negativas presentes no lavado articular de camundongos SOCS2”~. Esse resultado sugere que
SOCS2 pode participar na geragao, diferenciagdo, expansdo e a migracao dessas células durante a
progressdo da AIA. De fato, as proteinas SOCS atuam no controle da evasdo das células
hematopoiéticas para a periferia por meio do bloqueio de CXCR4 (PELLO ef al., 2006). Além
disso, varios estudos ja demonstraram que as células T DP e DN estdo presentes no sangue de
individuos saudaveis e aumentam sua frequéncia periférica durante o desenvolvimento de
infec¢des e doengas autoimunes, como na AR (BRANDT; HEDRICH, 2018; CRISPIN et al.,
2008; FRAHM et al., 2012; MENG et al., 2019; PAREL et al., 2007). Pacientes com AR tém
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maior quantidade de células T DP na sinodvia, associada com um aumento de IL-21 e IL-4,
implicando em um possivel papel como células T auxiliares (QUANDT et al., 2014).

Nossos dados mostraram que, na auséncia de SOCS2, h4 uma desregulag¢do da resposta
inflamatoria e acimulo intensivo de leucécitos no tecido articular. Essas respostas resultaram em
graves danos locais e perda de fungdo. A persisténcia da inflamagdo ¢ negativamente regulada
tanto por moléculas anti-inflamatérias quanto por pro-resolutivas, como os mediadores LXA4 e
AnX Al. Ainda, a morte de leucocitos por apoptose e sua subsequente remogao por eferocitose de
macrofagos sdo pontos cruciais para a transi¢do da fase resolutiva (ALESSANDRI et al., 2013;
BUDAI et al., 2019; FATTORI; AMARAL; VERRI, 2016). Nossos resultados demonstraram que
SOCS2 pode ter participagdo importante na atividade de resolucdo da inflamacdo, pois
camundongos deficientes em SOCS2 tiveram menos apoptose e eferocitose do que os
camundongos WT na fase tardia de AIA. No entanto, ambos os grupos tinham niveis similares de
LXA4 presentes no tecido articular. Esses achados na redu¢do dos mecanismos resolutivos em
camundongos SOCS2"~ podem ser responsaveis pelo aumento e acimulo de leucocitos observados
nas articulagdes. NOs mostramos, em trabalhos anteriores, que a LXA4 regula positivamente a
expressdo de SOCS2 em células dendriticas que, por sua vez, regulam a produgdo de
citocinas/quimiocinas e a migra¢do celular (MACHADO et al., 2006). A LXA4 tem o papel
importante em atenuar a inflamagdo induzida por neutrdfilos, ativa a apoptose, aumenta a
fagocitose dos macrofagos e ajuda a resolver a inflamacgdo (GODSON et al., 2000b; PRIETO et
al., 2010). As LXAs sdo mediadores lipidicos pré-resolutivos que promovem a fagocitose de
células apoptdticas por macréfagos. Esse processo ¢ vital na resolucdo e na eliminagdo da
inflamacdo (MITCHELL et al., 2002). No presente estudo, os macrofagos SOCS2”~ exibiram
reducdo da eferocitose in vitro. Além disso, a estimulacdo de LXA4 ndo alterou a capacidade
eferocitica dos macrofagos SOCS2”- quando comparados com macroéfagos WT, mostrando, pela
primeira vez, que SOCS2 pode ter um papel importante na resolugdo e na capacidade eferocitica

em macréofagos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demosntraram que o SOCS2 desempenha papéis
importantes na AIA, equilibrando a infiltracdo e lesdo das células inflamatodrias, resolvendo a
inflamagao por meio do controle da apoptose e da eliminacao das células apoptodticas durante as
fases finais da AIA. Mais estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo pelo qual SOCS2
participa do desenvolvimento da AR. No entanto, nosso trabalho oferece insights sobre os
mecanismos de sinaliza¢do envolvidos na lesdo induzida por AR e propde novas fungdes de SOCS2

na resolu¢do a serem elucidados.

Fase tardia na AIA

SOCS27 exibem:

- Maior inflamagao e dor.

- Maior acimulo de leucécitos e dano.

- Maior responsividade dos esplendcitos.

SOCS2 é importante para:

- Controlar a quimiotaxia de leucdcitos.
— ;
- Reduzir o dano.

- Regular a apoptose e eferocitose.
\:g 3
° o
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Figura 20 - Representacio esquematica do papel de SOCS2 no desenvolvimento da AIA.
Camundongos SOCS2”" demonstraram um aumento do acimulo de neutréfilos, macrofagos, células TCD4
e células T duplo-positivas e duplo-negativas na cavidade sinovial em resposta ao desenvolvimento da ATA
durante a fase de resolu¢do da inflamagdo. Houve aderéncia leucocitaria intensa na microvasculatura
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articular e altos niveis da quimiocina CXCLI1 durante as fases tardias da AIA. Mostramos que o SOCS2™
aumentou a hipernocicepg¢ao, o dano ao tecido e a perda de proteoglicanos durante as fases tardias da AIA.
Na fase tardia, os esplendcitos SOCS2™" estimulados in vitro com mBSA exibiram regulagio positiva de IL-
17 e IFN-y, mas ndo de IL-10. A resolugio demonstrou que os camundongos SOCS2™" tiveram relativamente
menos apoptose e eferocitose durante a fase tardia da AIA, mas os mesmos niveis de lipoxina A4 que os
camundongos WT. Para avaliar a capacidade dos macrofagos de eferocitar células apoptoticas, mostramos
que os macréfagos SOCS2” tém comparativamente menor capacidade de eferocitose. Além disso, o
tratamento com lipoxina ndo alterou sua capacidade de engolfar células apoptoticas. Até onde sabemos, o
presente estudo € o primeiro a demonstrar que o SOCS2 ¢ vital para a resolucdo e fun¢do dos macréfagos
no processo de eliminagdo da inflamagdo (Created with BioRender.com).
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