UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA

BRUNO CABRAL DE LIMA OLIVEIRA

Papel de SOCS2 e NLRP3 na Encefalomielite Autoimune Experimental

Orientadora: Fabiana Simao Machado

Belo Horizonte

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA E IMUNOLOGIA

BRUNO CABRAL DE LIMA OLIVEIRA

Papel de SOCS2 e NLRP3 na Encefalomielite Autoimune Experimental

Orientadora: Fabiana Simao Machado

Tese apresentada ao Departamento de
Bioquimica e Imunologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais, como
requisito para a obtencdo do grau de
Doutor em Bioquimica e Imunologia

Universidade Federal de Minas Gerais

Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
Belo Horizonte

2015



Agradecimentos:
Agradeco especialmente a minha familia. Meus pais Rosangela Cabral e Luiz Carlos
Eufrasio; também a minha irma& Camila Cabral, pelo apoio incondicional.

De forma especial a minha orientadora, professora Fabiana Simao Machado, por todo

aprendizado, amizade e convivéncia.

Aos amigos que considero especiais, Allysson Cramer, Andreia Barroso e Pollyana

Pimentel, pelo companheirismo de sempre.

Aos colegas de laboratério, Ana Carolina, Cynthia Honorato, Diego Rodney, Fatima Brant,
Isabela Avellar, Jacqueline Barbosa, Julia Castro, Katherine Manrique, Lisia Esper,
Lorrayne Souza, Melisa Gualdron, Paulo Gaio, Renata Monti e Ronan Ricardo por toda

ajuda e convivéncia.

Ao David Henriques, pela participacdo ativa no projeto. Também a professora Ana Maria

e ao Rafael Rezende, pelos experimentos preliminares.
A professora Milene Rachid, pela ajuda nas analises histologicas

A todo o grupo Imunofarmacologia, professores, alunos e técnicos, pela colaboracao

imprescindivel neste projeto.

Aos colegas da Duke University. Professora Mari Shinohara, Makoto Inoue, Masashi
Kanayama, Keiko Danzaki, Shengje Xu, Kendra Moore, Kristen Gorman, William

Backallar e Jason Ashe.
A todos que participaram de alguma forma desse trabalho
Aos professores da banca examinadora, que aceitaram colaborar com a defesa

As agéncias de fomento CAPES, CNPq e FAPEMIG



Resumo

Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) € o modelo animal mais usado para o
estudo de esclerose multipla (EM), uma doenca inflamatéria do sistema nervoso central
(SNC). A familia de proteinas dos supressores da sinalizacdo de citocinas desempenha
papel critico na regulacdo das respostas de citocinas. SOCS2 é conhecido por ser um
modulador importante de respostas fisiologicas e na patogénese de determinadas
doencas infecciosas e alérgicas. O papel de SOCS2 durante EAE ainda nao foi explorado.
EAE foi induzida em camundongos WT e SOCS2 deficientes (), utilizando glicoproteina
da mielina de (MOGass.55). Amostras de cérebro e medula espinhal foram examinadas
durante o pico (dia 14) e fase de recuperacéo (dia 28) da doenca. SOCS2 é regulado
positivamente em cérebro de camundongos WT ap0s a inducdo da EAE e animais
SOCS27- sdo mais resistentes ao desenvolvimento de fase aguda. O atraso dos sinais
graves da doenca em camundongos SOCS2- foi associado com diminui¢do da expressao
da 5-LO, AhR e IRF1 no cérebro, reducdo da frequéncia de células T inflamatorias (IFN-
v* e IL-17*) e modulacao de citocinas no cérebro e medula espinhal. No entanto, enquanto
que nos camundongos WT a escala clinica maxima de EAE foi seguida por uma
recuperacao progressiva, camundongos SOCS2” foram incapazes de recuperar-se dos
danos locomotores que ocorreram durante a fase aguda, o que foi associado maior
inflamacé@o no SNC, resultando em uma resposta inflamatéria prolongada na fase tardia
da EAE. N6s também demonstramos que a atividade NLRP3 especificamente no SNC é
um fator amplificador de EAE. NLRP3 é expresso e funcional em micrdglias, mas ndo em
astrocitos. Além disso, células F4/80+ de 6érgéos linféides periféricos de animais com EAE
sdo capazes de ativar NLRP3 em microglia in vitro, mas ndo o fazem em astrocitos.
Mostrou-se também que a microglia produz de forma mais eficiente IL-13 ap0s co-cultura
com os linfocitos Thl7 na presenca de MOG. Juntos, estes resultados sugerem que
SOCS2 desempenha um papel duplo na resposta imune durante a EAE. E necessario
para a inducdo da fase aguda, mas tem um papel crucial na benéfico a fase de
recuperacdo da doenca, controlando o componente regulador de EAE. Além do mais, a

atividade especifica de NLRP3 no SNC é um fator amplificador da severidade de EAE.



Abstract

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) is the most widely used animal model
for the study of Multiple Sclerosis, an inflammatory disease of the central nervous system
(CNS). Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS) family proteins play a critical role in
regulating cytokine responses. SOCS2 is known to be a crucial modulator of physiological
responses and in the pathogenesis of certain allergy and infectious diseases. The role of
SOCS2 during EAE has not been explored yet. EAE was induced in WT and SOCS2
deficient () mice using Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein peptide (MOGzs.ss). Brain
and spinal cord samples were examined during the peak (day 14) and recovery phase
(day 28) of the disease. SOCS2 is upregulated in brain of WT mice after EAE induction
and SOCS2”’ mice were more resistant to acute phase development. The postponement
of the first severe signs of the disease in SOCS2” mice was associated with decreased
expression of 5-LO, AhR and IRF1 in the brain and reduced frequency of inflammatory T
cells (IFN-y* and IL-17*) and modulation of cytokines in the brain and spinal cord. However,
while in WT mice maximal clinical EAE score was followed by a progressive recovery, the
SOCS2 mice were unable to recover from the locomotor damage that occurred during
the acute phase, which was associated with greater inflammation in the CNS, resulting in
a prolonged inflammatory response in the late phase of EAE. We also demonstrate that
NLRP3 activity specifically in the CNS is an amplifier factor of EAE. NLRP3 is expressed
and functional in microglia, but not in astrocytes. Furthermore, F4/80+ cells from peripheral
organs from animals with EAE are able to activate microglia NLRP3 in vitro, but do not in
astrocytes. It was also shown that microglia produce more efficiently IL-1[ after co-culture
with lymphocytes Th17 in the presence of MOG. Altogether, these results suggest that
SOCS2 plays a dual role in the immune response during EAE. It is necessary for induction
of the acute phase but plays a crucial beneficial role in the recovery stage of the disease
by controlling the regulatory component of EAE. In addition, NLRP3 specific activity in the
CNS is an important factor for severity of disease.



Lista de abreviaturas

5-LO=5 lipoxigenase
AhR= aryl hydrocarbon recepor/ receptor de aril hidrocarbono
APC= antigen presenting cell/ célula apresentadora de antigeno

ARNT= aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator/ translocador nuclear do receptor
de aril hidrocarbono

ASC=apoptosis-associated-speck-like protein containing a CARD/ proteina semelhante a
particula associada a apoptose contendo um CARD

ATP= adenosina Tri fosfato

BHE= barreira hemato-encefalica

CFA= complete Freund's adjuvant/ adjuvante completo de Freund

DAMP= danger-associated molecular pattern/ padrdo molecular associado ao perigo
EAE= encefalomielite autoimune experimental

EDTA= ethylenediamine tetraacetic acid/ acido etilenodiamino tetra-acético
EM= esclerose multipla

FICZ= 6-formylindolo[3,2- b]carbazole/ 6-formilindol[3,2-b] carbazona
GFAP= glial fibrillary acid protein/ proteina glial acida fibrilar

GH= growth hormone/ horménio do crescimento

HLA= human leucocyte antigen/ antigeno leucocitario humano

IBA-1= ionized calcium-binding adapter molecule 1/molécula adaptadora 1 de ligacédo a
calcio ionizado

ICAM= Intercellular adesion molecule/ molécula de adeséo celular
IFN= interferon

IL- interleucina

IRF-1= interferon regulatory factor 1/ fator regulatorio de interferon 1
JAK= Janus protein kinase/ proteina quinase Janus

KIR= kinase inhibitory region/ regido inibitéria de quinase

LPS= lipopolissacarideo

LTA4=leucotrieno As

LXAs= lipoxina As



MHC= major histocompatibility complex/ complexo de histocompatibilidade principal
MOG= myelin oligodentrocyte glicoprotein/ glicoproteina da mielina de oligodendrdcito
NaCl= cloreto de sodio

NF-kb= nuclear factor kappa B/ fator nuclear kapa B

NLR= nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor/ receptor semelhante ao
dominio de oligomerizacdo da ligacao a nucleotideo (NOD)

NLRP= NOD-like receptor containing pyrin domain 3/ receptor semelhante a NOD
contendo um dominio de pirina 3

OPD-= o-phenylenediamine/ o-fenilenodiamina

PAMP= pathogen-associated molecular pattern/ padrao molecular associado ao patégeno
PBS= phosphate buffer saline/tampéo fosfato salina

PBM= proteina basica de mielina

PMSF= phenylmethylsulfonyl Fluoride/fluoreto de fenilmetilsufonila

PRR= pattern recognition receptor/ receptor de reconhecimento padrao

ROS= reactive oxygen species/ espécies reativas de oxigénio

SFB= soro fetal bovino

SNC-= sistema nervoso central

SOCS= supressor of cytokine signaling/ supressor da sinalizagéao de citocina

STAT=signal transduction and activator of transcription/ativador da transcri¢cao e ativacao
do sinal

TCDD= 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin/ 2,3,7,8- tetraclorodibenzeno-p-dioxina
TGF-p= transformin growth fator-p/ fator transformante do crescimento 3

Th=T helper cell/célula T auxilar

TLR= Toll-like receptor/ receptor semelhante ao Toll

TNF-o= tumor necrosis factor o/ fator de necrose tumoral o

Treg= célula T reguladora

VCAM1= vascular-cell adhesion molecule 1/ molécula de adesao da célula vascular 1



Lista de figuras

Figura 1. Distribuicdo da prevaléncia de esclerose multipla em diferentes areas do planeta

....................................................................................................................................... 16
Figura 2. Estrutura das proteinas SOCS ...t 37
Figura 3. Expressdo de SOCS2 no cérebro de animais induzidos por EAE................... 54
Figura 4. Desenvolvimento de EAE em animais WT € SOCS27........ccccccoevveivivveeeineenn, 56
Figura 5. Expresséo de 5-LO e AhR no cérebro de animais WT e SOCS2”- 14 dias apds
INAUGEO 08 EAE ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e eeeees 57

Figura 6. Camundongos AhR”- sdo altamente resistentes ao desenvolvimento de EAE na
fase de PICO A OBNCA .......uuuuiiei i e et e e e e e e e e e et e e e e e e eeenenes 58
Figura 7. A auséncia de SOCS2 resulta em reducéo da inflamacéo no SNC durante a fase
0 PICO U EAE. ... 60
Figura 8. O perfil de inflamag&o no SNC dos animais reflete nos aspectos fisicos dos
[ TCTS] 10 PP UPPPPRR SRR 61

Figura 9. Animais AhR”- apresentam inflamac&o discreta a moderada na medula espinhal

14 dias apis IMUNIzaGao COM MOG ........coiiiiiiiiiiiiee et 62
Figura 10. SOCS2 regula o infiltrado de linfocitos no SNC durante EAE ....................... 63
Figura 11. Niveis de citocinas no cérebro de animais SOCS2 no pico de EAE.............. 64

Figura 12. A deficiéncia de AhR altera a producéo de IL-17 nos animais 14 dias apds a

L0 [¥To3= Lo PP PPPPPPPPP 65
Figura 13. O cérebro de animais SOCS2” apresenta alteracdo no nivel de CCL-5 na fase
(o Ll o (oo 0 b= o [T o T NPT 66
Figura 14. Producéo esplénica de citocinas e quiocinas em 14 dpi .........ccccceeeeeeeeeeennnnns 67
Figura 15. Producéo timica de citocinas e quiocinas em 14 dpi.......cccccceeeerriiiiiviieeeennn. 68

Figura 16. A producgéo de IRF-1 é reduzida com a auséncia de SOCS2 durante EAE .. 69
Figura 17. Auséncia de SOCS2 esta relacionada com alteracdo da populagéo de células
T IENTYF NO DAGO. .. et 70
Figura 18. Camundongos SOCS2’ apresentam deficiéncia na geracdo esplénica de
células inflamatdrias nos estagios clinicos iniciais de EAE ..........ccovvvviiiiiiiieeeceeeeiiin, 71
Figura 19. SOCS2 é crucial para o processo de remissao dos sinais clinicos. .............. 72

Figura 20. Animais deficientes de AhR séo resistentes a EAE..........ccccooevvvviiiiiiicviinnn, 74



Figura 21. Animais SOCS2’ apresentam elevado nivel de inflamac&o no SNC durante
fase tardia de EAE. ... 75
Figura 22. Camundongos SOCS2”- possuem maior dificuldade locomotora 28 dias apos
0 LU g1 P4= U= o JA PP PP P PP PP 76

Figura 23. A populacéo de linfocitos T ativados é aumentada no SNC de animais SOCS2-

Fnafase tardia de EAE. ......ccoooiuiiiiiii ettt 78
Figura 24. O baco deficiente de SOCS2 produz mais linfécitos T na fase tardia de EAE.
....................................................................................................................................... 79
Figura 25. Producéo de fatores inflamatorios no cérebro dos animais em 28 dpi........... 80

Figura 26. BMDM secretam altos niveis de IL-13 e caspase-1 clivada apds estimulo com
AT P Erro! Indicador néo definido.
Figura 27. ATP induz a formagao dos specks de NLRP3 em BMDM.........cccccccvvvvvrennnnn. 81
Figura 28.A atividade de NLRP3 é importante para a amplificacdo da severidade de EAE
SRRSO 83
Figura 29.Microglia produz IL-1p e caspase-1 apos estimulo com ATP ........ccccvvveeeeen. 85
Figura 30. O inflamassoma NLRP3 é ativado em microglias apos estimulo com ATP... 86
Figura 31.Astrocitos ndo produzem IL-f e caspase-1 apos estimulo com ATP ............ 87
Figura 32.Astrocitos ndo expressam NLRP3 e ASC mesmo ap6és estimulo com ATP .. 88
Figura 33.Células dos o6rgaos linféides periféricos de animais com EAE apresentam
ativacdo de NLRP3 e aparentemente interagem com células da glia ............ccccoouneeen. 89
Figura 34. Uma hora de co-cultura com células de 6rgaos liféides de camundongos com
EAE néo é suficiente para gerar formacéo de specks em microglias.............cccvvveeeenn.. 91
Figura 35.Micréglias ndo apresentam formacéo dos specks de NLRP3 em uma hora de
incubacdo mesmo em co-cultura com maior nimero de células de animais com EAE . 93
Figura 36.H4 montagem do complexo NLRP3 em micréglias apés 3 horas de co-
incubagéo com células periféricas de animais induzidos por EAE ..........cccccccvvvvvienennnn. 94
Figura 37.NLRP3 também é ativado em microglias apos 3 horas de co-incubacdo com
maior nimero de células periféricas de animais COm EAE .............oovviiiiiiiienieeeiiiiinnnn, 96
Figura 38.N&o ha ativacdo do complexo NLRP3 em astrocitos apos 1 horas de co-cultura

com células provenientes de camundongos com EAE ...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 97



Figura 39. Astrocitos ndo apresentam expressao/ativacdo de NLRP3 mesmo durante co-
cultura por 1 hora com maior nimero de células de animais com EAE ..........ccccc.uee... 99
Figura 40. N&o ocorre ativagdo do inflamassoma NLRP3 em astrécitos em co-cultura por
3 horas com células isoladas de animais com EAE . ..........cccooiiiiiiiiiiiiiiieee e 100
Figura 41.Astrocitos ndo apresentam expressaol/ativacdo de NLRP3 mesmo em co-
cultura com maior niamero de células provenientes de animais imunizados . .............. 102
Figura 42. Ambiente com a presenca de linfécitos Th17 e MOG induz maior producgéo de
IL-1 por BMDM € MICIOQIIAS .....cceveieeiiiiiee e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeanes 103



Sumario

R 1 ] 4 o Yo 1§ o3> Lo I PP PPPPPPPPPP 15
1.1, ESCIEroSe MUIIPIA .......cooiiiiiiiiiiiiiee e a e 15
1.2. Encefalomielite autoimune experimental (EAE) .........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
1.3. Esclerose multipla e EAE: similaridades e discrepancias.............ccccoeeveeeeeeennnns 21
1.4. Resposta imune e desenvolvimento da esclerose multipla e EAE .................... 24

1.4. 1. IMUNIAAAE INALA ...evvveiieiiiiiiiii et e e 24
1.4.2. Receptores de reconhecimento padrao: inflamassomas .................cccceee. 26
1.4.3. O Inflamassoma NLRP3, esclerose multipla e EAE..........cccccccceeiiiiieiiinnnnn, 29

1.4.4. Importancia de linfécitos T helper (Th)1 e Th17 no desenvolvimento da EAE

30
1.4.5. Mecanismos de regulaGao/reSOIUGEO.............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 34
1.5. Familia de proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas (Suppressors of
Cytokine Signaling: SOCS) ......uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii bbb anananee 36
1.5 1. AProteina SOCS2 .......ooouiiiii et e e e e e e eeaaaas 38

1.5.2. A expressdo de SOCS2 e a via 5-Lipoxigenase (5-LO) / Receptor Aril

HIdrocarbon0O (ANR) ......uiiiiieiii e 40

N O o] = {1V 0 F 43
2.1, ODBJEUVO GEIAI ...ttt 43
2.2, ODbjetiVOS SPECITICOS. ....cceiiiiiiiiiiiie e 43
3. Material € METOTOS. . .ciiiiii it e e e e e e e e e e e e e e ane 44
0 I Y 1= TN 44
3.2. Inducgéo e avaliagdo diaria de EAE............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 44
3.3. ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent ASSAY) ......cccuvuvveeiiiriiieeeiiiiieeeeeiiineeeeens 45

G S o 115100 ] (o o | - PPN 47

3.5.

(011 00] 0 (=11 4= Wo [0 1 [0 5o TUur RO 48



B T VA (Y g T o] o) 1 Vo 48

3.7. Cultura de células BMDM (Bone Marrow-Derived Macrophage: macrofagos

derivados da Medula OSSEA) .........uuuuuuuuuumummuiiiniiiiiiiiiinnnenennaraaaraerararranraranrnaararrnnaannnnnnes 49
3.8. Cultura primaria de glia e isolamento de micrdglias e astrécitos............ccvvvnne. 50
LS TR © 11 10 1= = T P 51

3.10. Co-cultura de BMDM, microglia ou astrécitos com células Thl ou Thil7
POIATTZATAS 1N VITFO ...ttt 52

3.11. MiCroscopia CONFOCAL..........uiiiiieieiiiiie e e e e 52

3.12. Co-cultura de esplendcitos de camundongos naive ou EAE com micrdglia ou

BISTIOCITOS ...t 53
3.13. ANAlISES EStAtISHICAS ... ..uuuuueuiiiiiiiiiiiii e nnnnnne 53
N L= ST U | 1 = To Lo 1 P 54
4.1. Efeitos de SOCS2 na fase inicial de EAE.........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 54

4.2. A expressao de SOCS2 é associada com a expresséao de 5-LO/AhR durante EAE
56

4.3. SOCS2 regula a inflamacdo no SNC dos camundongos durante a fase aguda de
EAE 59

4.4. A deficiéncia de SOCS2 resulta em alteracéo do infiltrado de linfécitos T no SNC
62

4.5. SOCS2 regula a secrecao de importantes citocinas no SNC durante EAE....... 64

4.6. A producdo de CCL-5 é diminuida no cérebro de camundongos deficientes de

4.7. A auséncia de SOCS2 altera a producéo periférica de citocinas e quimiocinas 66

4.8. SOCS2 regula a expressao do Fator Regulatério de Interferon 1 (IRF-1) durante
EAE 68

4.9. A geracao/expansédo de células T no baco é alterada em animais deficientes de



4.10. Camundongos SOCS2' tém deficiéncia na geracédo de células T inflamatérias

Nos estagios clinicos INICiaisS da EAE ..........ooveviiiiiii e e e 70

4.11. A auséncia de SOCS2 é benéfica no inicio da EAE, porém prejudicial na fase de
=TI oJ= = Tor= Lol o L0 [o1=T o or= T TP 71

4.12. O SNC de animais SOCS2 na fase tardia de EAE apresenta perfil inflamatério

inverso do apresentado Na fase de PICO...........uuviiiiiiieeiiiiiiicee e 74

4.13. A populacédo de células T inflamatodrias é aumentada no SNC de animais SOCS2-
Fnafase tardia de EAE ........co.ooiui ittt 76

4.14. O baco deficiente de SOCS2 produz mais linfocitos T IL-17+ e FoxP3+ na fase
162 10 1= 0 Lo 78

4.15. Fatores inflamatorios sdo elevados no cérebro de animais SOCS2- 28 dias ap0s
=100 [0 Tor= Lo I o [N A S 79

4.16. O inflamassoma NLRP3 é fortemente responsivo ao estimulo de ATP em

macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) .........coooviiiiiiiiieiiieeeiee e 81

4.17. A atividade do inflamassoma NLRP3 no SNC é um fator que amplifica a
SeVeridade de EAE........oo et 84

4.18. Atividade de NLRP3 em microglia apos estimulo com ATP ........ooovviiiiiiieeennnn. 85

4.19. De forma diferente de micréglias, os astrécitos ndo apresentam ativacdo do

infamassoma apos tratamento COM ATP ..o 88

4.20. Células de animais com EAE apresentando ativacdo de NLRP3 aparentemente

interagem com micréglias €m CO-CURUIA..............ceiiiiiiiiiiiiiee e 90

4.21. Células de 6rgéos linfoides periféricos de animais imunizados induzem ativacéo
de NLRP3 €M MUCTOGIIAS. ... .uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 92

4.22. Astrécitos ndao apresentam ativacao do inflamassoma NLRP3 em co-culturas com

células de animais iNduzidos POr EAE ...........ooiiiiiiiieeeee e 98

4.23. A presenca de linfécitos Th1l7 na presenca de MOG induz maior secre¢éo de IL-

(0 S ool a1 o o T |1 = T 104

T B Y o1 VL1 Y- Lo I TR 106



6. Conclusodes
7. Referéncias

8. Anexos.......

BiblIOQIrafiCas ..ovevvveiii i e 122



1. Introducéao
1.1. Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doenca neurodegenerativa grave de carater
inflamatdrio croénico desmielinizante que afeta o sistema nervoso central (SNC), podendo
multiplas areas serem danificadas pela inflamacéo (Ransohoff, Hafler et al. 2015). A
doenca foi primeiramente descrita pelo neurologista francés Jean-Martin Charcot no ano
de 1868 através de descricfes prévias e também suas observacdes em pacientes com o
problema. Tais observacfes do médico francés deram origem ao nome da doenca
(Moreira, Tilbery et al. 2002) . Mesmo sendo descoberta ainda no século XIX, a etiologia
da doenca ainda ndo € conhecida, porém é consenso que este processo seja resultado
de multiplicidade de fatores, como aqueles genéticos, ambientais e infec¢des. Os fatores
genéticos ndo sao muito bem compreendidos, mas alguns genes séo relacionados com
a doenca, como o gene para HLA (Human Leucocyte Antigen : antigeno leucocitario
humano), e aqueles para os receptores de Interleucina (IL) 17 (IL-17) e IL-12 (Svejgaard
2008;Sawcer e Hellenthal 2011). A predisposi¢do genética parece ser um fator relevante,
uma vez que parentes préximos de pacientes apresentam maior incidéncia da EM,
podendo chegar a 15 a 30 vezes maior a possibilidade de desenvolver a doenca. A
infeccdo pelo virus Epstein-Barr também tem sido associada a esclerose multipla nos
pacientes, mas as bases moleculares desse processo ainda ndo estao claras. Entre os
fatores ambientais, podemos destacar a baixa exposi¢ao a luz solar, diminuido nivel de
vitamina D e tabagismo (Ramagopalan, Dobson et al. 2010;Pender, Csurhes et al. 2014).
Esses fatores resultam em maior incidéncia em paises de clima temperado,
principalmente aqueles acima da linha do Equador e com maior latitude (Figura 1)
(Simpson, Blizzard et al. 2011).
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Figura 1. Distribuicdo da prevaléncia de esclerose multipla em diferentes areas do planeta. (Extraido de Simpson
et al, 2011)

Estimativas recentes apontam que aproximadamente 2.5 milhdes de individuos
sao afetados em todo o mundo, o que reflete grande importancia em saude publica como
sendo uma das principais doencas neuroldgicas existentes (Compston e Coles 2008). A
meédia de prevaléncia é de 100 casos a cada 100.000 habitantes nas regides com maior
incidéncia. A doenca também apresenta grande relevancia no Brasil. A prevaléncia varia
de 1,36 por 100.000 nas regides equatoriais a 15 casos por 100.000 habitantes na regido

sudeste, (Ferreira, Machado et al. 2004; Fragoso e Fiore 2005).

Normalmente, as manifestacdes clinicas da doenca aparecem na faixa de jovens
adultos, em média 30 anos de idade, e as mulheres sdo mais afetadas, com
aproximadamente 2 a 3 vezes mais prevaléncia do que nos homens (Kamm, Uitdehaag
et al. 2014). Classicamente, a doenca apresenta-se inicialmente como atagues severos
gue levam aos sinais neuroldgicos clinicos como danos visuais, espasmos musculares,
déficits cognitivos, fadiga, paralisia de membros, entre outros, com comprometimento

focal no nervo 6tico, medula espinhal e parénquima cerebral (Frohman, Racke et al.
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2006;Stys 2013). As manifestacdes clinicas sdo associadas com as areas e a intensidade
das lesbes desmielinizantes ao longo do SNC. Este curso primario de relapso-remissao
frequentemente evolui para um curso secundario progressivo 5 a 25 anos ap0s 0s
primeiros sinais da doenca, o qual é caracterizado pela piora lenta e irreversivel dos sinais
clinicos, sendo aqueles episodios agudos substituidos pela apresentacdo crbnica
(Confavreux e Vukusic 2006;Kamm, Uitdehaag et al. 2014). H4 também uma parcela
menor dos individuos (aproximadamente 10%) afetados que desenvolve diretamente o
estagio primario progressivo da doenga, sem a remissdo dos danos observada na maioria
dos casos iniciais (Lublin e Reingold 1996). Um outro subgrupo de pacientes apresentam
surtos com severidade reduzida e ndo evoluem para a curso secundario progressivo
(Lublin e Reingold 1996). Além do mais, ha também um pequeno grupo de pacientes que
desenvolvem o modelo mais agressivo da doenca, com sintomas extremamente severos
e dentro de um espaco curto de tempo vém a falecer (Ransohoff, Hafler et al. 2015). Como
observado em todos os casos, as areas do SNC afetadas, a frequéncia em que isso ocorre
e consequentemente a apresentacao clinica da neuropatologia € muito heterogénea entre

os individuos, o que dificulta o tratamento.

Os episddios de relapso observados na EM correlacionam-se com “ondas”
inflamatdrias contendo grande nimero de células autorreativas infiltrando o SNC apés a
quebra da barreira hemato-encefalica (BHE). Além do mais, ha o processo de
desmielinizacéo ativa como fator resultante de fatores inflamatdrios presentes no tecido
(Lucchinetti, Bruck et al. 2000). Esse processo esta presente nos ataques agudos

apresentados em pacientes com a doenca. Por outro lado, quando o curso se torna
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cronico, o infiltrado celular é reduzido, porem ha extensa dano axonal irreversivel e

significante perda de mielina.

Existem quatro aspectos principais durante o desenvolvimento da EM: 1)
Inflamacéo,que apesar de seus mecanismos ainda nao estarem totalmente conhecidos
€ apontada como principal processo envolvido no dano do SNC durante a doenca; 2)
desmielinizacdo, onde a bainha de mielina é destruida devido ao processo inflamatorio
no local;3) perda ou dano axonal, com a funcionalidade dos axénios sendo muito
prejudicada e 4) gliose, a qual da ao tecido a aparéncia de placas, também ocorrendo
extensa perda no numero de células importantes, como por exemplo microglia e astrocitos
(Barnett e Prineas 2004). A esclerose é uma doenc¢a que ainda ndo possui cura, € 0
tratamento € complexo devido a heterogeneidade apresentada entre os pacientes e a nao
predicdo do curso clinico que a doenca apresentara em cada individuo. Agentes
imunomodulatérios/imunossupressores tém sido usados como estratégia terapéutica ha
mais de 20 anos, com relativo sucesso, particularmente na diminuicdo dos prejuizos
relacionados aos surtos da doenca. Entre estes, podemos destacar o Interferon Beta
(IFN-B) e o acetato de glatiramer, que s&o tratamentos de primeira linha. Para
apresentacoes clinicas mais severas, ha disponiveis estratégias de segunda linha, como
agueles com anticorpos monoclonais como o Natalizumab e ainda os que se utilizam de
agentes citotéxicos, como a Mitoxantrona. Além destes, ha outros tratamentos ja sendo
utilizados ou em fase de desenvolvimento (Kappos, Freedman et al. 2007;Rudick, Miller
et al. 2007;Comi, Martinelli et al. 2009;De Stefano, Comi et al. 2014;Vidal-Jordana, Sastre-

Garriga et al. 2015).
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Apesar de avancos no estudo da EM, resultando em terapias como as
exemplificadas acima, ainda h& grande necessidade do maior compreendimento da
doenca visando melhorar as estratégias terapéuticas ja estabelecidas (por exemplo,
diminuindo os efeitos colaterais e/ou aumentando a eficacia) e eventualmente
desenvolver novas abordagens. Neste sentido, modelos animais tém sido de crucial

importancia para o estudo da EM.

1.2. Encefalomielite autoimune experimental (EAE)

Muito do que se sabe até o momento sobre os mecanismos imunopatolégicos que
levam ao desenvolvimento da esclerose mdltipla provém de estudos com modelos
animais que mimetizam a doenga humana. Entre os modelos animais desenvolvidos para
tal, a EAE é o modelo mais aceito e utilizado para estudar os eventos desencadeadores
da neuropatia. O modelo foi desenvolvido a partir de achados com humanos e estes foram
0s primeiros a serem sensibilizados com amostras de tecido nervoso, o que resultou em
doenca inflamatéria no SNC. Essas observactes foram feitas por Albert Sabin e Arthur
Wright durante testes de vacinas antirrabicas produzidas a partir de coelhos. Foi
demonstrado posteriormente que esta encefalomielite resultante ocorreu ndo pelo virus
propriamente, mas sim pela contaminagdo com material da medula espinhal dos coelhos.
A partir de entdo, Thomas Rivers desenvolveu o modelo experimental para compreender
melhor estes eventos e em 1933 descreveu o0 modelo de EAE. (Ransohoff, Hafler et al.

2015).
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Existem diferentes modelos de inducéao da EAE, cada um sendo importante para o
estudo de mecanismos durante o desenvolvimento da EM humana. Podemos destacar

dois tipos classicos de inducdo da doenca: EAE ativa e passiva.

A EAE passiva é induzida pela transferéncia de células TCD4 especificas para
mielina previamente ativadas em um animal doador para um animal receptor, o qual ira
desenvolver a resposta autoimune. Este tipo de inducdo foi muito importante para
estabelecer o papel de células especificas nos mecanismos envolvidos na patogénese da
EAE (Constantinescu, Farooqi et al. 2011) Por outro lado, na EAE ativa, modelo o qual foi
utilizado no presente estudo, a imunizagéo é feita com peptideos de mielina, como por
exemplo MOG (Myelin Oligodentrocyte Glicoprotein: glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos), em uma emulsdo com CFA (Complete Freund's Adjuvant: adjuvante

completo de Freund), por exemplo, e outros componentes.

7

MOG estd inserido na superfamilia das imunoglobulinas e é conservado
evolutivamente entre diferentes espécies (Pham-Dinh, Mattei et al. 1993). A proteina é
exclusivamente expressa no SNC, especificamente na bainha de mielina e na superficie
dos oligodendrdcitos (Brunner, Lassmann et al. 1989). Na EAE, anticorpos contra MOG
podem aumentar a desmielinizacdo e o dominio extracelular da molécula é altamente
encefalitogénico, com capacidade de induzir respostas humorais bem como mediadas por
células (Mayer e Meinl 2012). Corroborando com isso, camundongos transgénicos
possuindo células T com o receptor especifico para MOG desenvolvem EAE de forma
espontanea (Bettelli, Pagany et al. 2003).

E bem estabelecido que, apds a imunizacio, o inicio dos sinais clinicos geralmente

aparece entre 9 e 12 dias e sdo seguidos por variaveis consequéncias clinicas e
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patologicas. Em seguida ao inicio da doenca ocorre a fase de pico, entre 14 a 17 dias pos
inducédo, a qual é geralmente seguida da fase tardia ou de remissdo, com recuperacao
parcial dos danos provocados na fase aguda em animais do tipo selvagem (Rodrigues,

Lacerda-Queiroz et al. 2011; Inoue, Williams et al. 2012).

1.3. Esclerose multipla e EAE: similaridades e discrepancias

Ha diversas similaridades entre o modelo experimental e a doenca humana. Em
primeiro lugar, a debilidade motora € evidente nos dois casos. Tanto humanos quanto
animais apresentam um relevante quadro clinico de debilidade motora. A perda de peso
e debilidade fisica é frequente em ambos eventos patoldgicos. Outro fator importante é o
processo inflamatério desenvolvido no SNC. Além da presenca de linfécitos T CD4+ em
amostras de animais e de pacientes com EM — o papel destas células sera abordado mais
adiante — outras células também séo importantes, como macrofagos, neutréfilos, entre
outras (Constantinescu, Farooqi et al. 2011). Além do mais, h& grande liberacdo de
citocinas inflamatérias e outros fatores imunes relacionados a inflamacdo, como
quimiocinas, moléculas de adeséo, e outras (Constantinescu, Faroogi et al. 2011). A
desmielinizacdo € um processo atuante, com perda grave de mielina e também ha dano
axonal nos dois casos.

Importante correlacdo também é observada em alguns tratamentos. Exemplos
disso sdo aqueles com os IFNs e o acetato de glatiramer. Apesar dos mecanismos de
acdo nao serem completamente conhecidos, ambos tratamentos apresentam boa

ambiguidade. Inclusive, o estabelecimento do acetato de glatiramer como medicamento

contra a EM é intimamente relacionado ao seu 6timo desempenho em atenuar a EAE (Lim
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e Constantinescu 2010) Estes e outros fatores similes em ambos quadros patolégicos
valida a EAE como um modelo experimental para o estudo imunopatoldgico e
subsequentemente se torna uma ferramenta muito importante para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas para a doenca humana.

Entretanto, como todo modelo experimental, ha também disparidades entre as
duas neuropatologias. Diferenca importante entre EM e a EAE é que o modelo animal
requer um passo de imunizag&o externo para vir a se desenvolver, o que nao ocorre na
doenca humana, ao menos de forma artificial. Na EAE, o antigeno indutor da resposta
imunolégica é conhecido previamente, porém na EM este ndo é conhecido. Também, a
inducéo de EAE é feita em grupos de animais geneticamente idénticos, o que ndo pode
ser observado nos pacientes. Além do mais, animais sdo mantidos sob certas condi¢fes
ambientais controladas, como iluminacdo, alimentacdo, o que estéa relacionado, dentre
alguns fatores, com a microbiota intestinal, que € importante também para a
susceptibilidade a doenca. Essas condicdes variam muito entre os humanos
(Constantinescu, Faroogi et al. 2011).

No aspecto farmacolégico, algumas drogas se mostraram eficazes na inibicdo da
EAE, porém esse resultado ndo se mostrou bem-sucedido quando foi transpassado para
os pacientes. Como exemplo, podemos destacar o uso de deoxispergualina, que € um
xenobidtico com propriedades imunossupressoras e apresentou bons resultados em
animais, poréem quando foi utilizado em teste com pacientes, falhou em apresentar
qualquer melhora nos individuos (Cross e Naismith 2014). Além do mais, certas
abordagens tendo citocinas como mecanismo também produziram discrepancias.

Tratamentos que aumentam os niveis de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-
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B (Transforming Growth Factor beta: fator de transformacéo do crescimento beta) foram
eficazes em EAE, porém nao reproduziram estes resultados em pacientes devido aos
efeitos colaterais sérios. Por outro lado, o bloqueio de citocinas proé-inflamatérias como
IL-1B8 e TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha: fator de necrose tumoral alfa) n&o foi bem-
sucedido nos pacientes com EM, apesar de ser observado sucesso em animais com EAE
e também em outras doengas autoimunes humanas, como € o caso do Remicade® (droga
anti-TNF) no tratamento para a artrite reumatéide e Doenca de Chron (Constantinescu,
Faroogi et al. 2011). Além do mais, o uso do IFNy como tratamento € um dos exemplos
mais marcantes de discrepancia. Enquanto o tratamento com esta citocina suprime a
EAE, o seu bloqueio resulta em aumento da severidade nos animais (este processo sera
mais detalhado posteriormente). JA& em humanos ocorre exatamente o inverso, onde a
aplicacao intravenosa da citocina resultou em inducdo de surtos em um grande namero
de individuos doentes e seu uso foi abolido (Lim e Constantinescu 2010).

Fator que dificulta o estabelecimento de parametros discrepantes é a publicacéo
predominante de resultados positivos, ignorando 0s negativos, principalmente nos
estudos mais antigos. Atualmente, esse pensamento tem mudado nos estudos
relacionados a EM.

Neste trabalho n6s assumimos a EAE como um modelo plausivel para o estudo da
esclerose multipla, uma vez que os parametros investigados no presente trabalho séo
também de grande importancia e ocorrem indubitavelmente na doenca humana. O
modelo que utilizamos neste estudo € aquele por indug¢do por MOGss-s5 em animais com

background C57/BL6, amplamente usado por laboratorios de todo o mundo.
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1.4. Respostaimune e desenvolvimento da esclerose multipla e EAE

1.4.1. Imunidade inata

Para o estabelecimento da EAE em um animal suscetivel, primeiramente 0s
linfécitos T que permaneceram apds 0s mecanismos basicos de selecao timica prévios
sao ativados em tecidos linféides como o bacgo por células apresentadoras de antigeno
(APCs: do inglés, Antigen-Presenting Cells) que carregam o antigeno de mielina em seus
complexos de histocompatibilidade principal do tipo I (MHC Il :Major Histocompatibility
Complex II). Nesta fase, as células dendriticas s@o as principais APCs atuantes na
apresentacao do antigeno, porém macrofagos também tém papel relevante. Na esclerose
multipla, o mecanismo desencadeador da resposta inicial ainda ndo é estabelecido, mas
muitos pesquisadores acreditam ser devido a infec¢do por patégeno ainda desconhecido

(Constantinescu et al, 2011).

Tanto micréglia quanto astrécitos desempenham importantes papéis na fisiologia
normal do tecido nervoso quanto na injuria. A microglia € o principal componente da
resposta imune inata no cérebro. Um perfil de resposta M1 esta associado com liberacao
de citocinas proé-inflamatérias e producédo de ROS. Por outro lado, o perfil microglial M2
produz fatores neurotréficos como BDNF (Brain- Derived Neurotrophic Factor: Fator
neurotroéfico derivado do cérebro), por exemplo, citocinas anti-inflamatdrias, entre outros
(Heneka et al, 2014). Em sua superficie, a microglia possui diversos receptores, como por
exemplo receptores para neurotransmissores, horménios, receptores de citocinas e
quimiocinas e também receptores de reconhecimento padrdo (do inglés Pattern
Recognition Receptors: PRRs), como TLR(Toll Like-Receptors: receptores semelhantes

ao Toll) 2, 4 e 6 (Rigato, Buckinx et al. 201; Parkhurst, Yang et al. 2013).
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Micrdglia ndo ativada expressa baixos niveis de CD45, CD40, CD80, MHC | e I,
entre outros. Porém, apds estimulo inflamatorio, essas células aumentam
significativamente a expressdo dessas moléculas, bem como a capacidade fagocitica e
podem estimular a proliferacdo de linfocitos Thl (Aloisi, Ria et al. 1998; Aloisi 2001)
(Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005). Importante, micrdglias ativadas também podem

secretar quimiocinas que recrutam mais linfocitos para o SNC.

Em doencas degenerativas, como a doenca de Alzheimer ou esclerose multipla,
células microgliais produzem elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias, como IL-18,
TNF-a entre outras e pode fagocitar produtos provenientes dessas patologias, como por
exemplo a proteina B-amiloide (Koenigsknecht-Talboo e Landreth 2005). Outro estudo
demonstrou que no modelo de doencga de Parkinson, a molécula a-sinucleina pode ativar

micréglia, o que resulta em progressdo da doenca (Zhang, Liu et al. 2014).

Astrécitos sd@o as células mais abundantes no cérebro e desempenham diversas
funcdes neste sitio, sendo a principal delas o suporte fisico e fisiol6gico aos circuitos
neuronais cerebrais e apresentam variagcdes em sua morfologia e também, assim como
microglia, em sua densidade dependendo da localizac&o no cérebro (Khakh e Sofroniew
2015). Além do mais, os astrécitos possuem papel na metabolizagdo de glutamato,
estabilizacdo das concentracdes de potassio no cérebro e na producéo de outros fatores
importantes para o funcionamento de outras ceélulas, como microglia e neurdnios

(Chastain, Duncan et al. 2011; Kimelberg et al, 2010).

Astrdcitos expressam alguns receptores de reconhecimento padréo, como TLR2,

3 e 4 (Hamby, Coppola et al. 2012; Holm, Draeby et al. 2012; Zamanian, Xu et al. 2012)

25



e estes podem ser regulados por fatores inflamatdrios como IFN-y (Holm, Draeby et al.
2012). Além do mais, estas células possuem receptores para varias citocinas, como IL-6,
IL-1B, IFN-y, TNF-a, TGF-B, entre outras. (John, Lee et al. 2003; Cahoy, Emery et al.
2008; Hamby, Coppola et al. 2012). Nao estd esclarecido totalmente se astrocitos
funcionam de forma eficiente na apresentacéo de antigenos para células T durante EM e
EAE. Por outro lado, essas células secretam fatores de diferenciagdo/proliferacdo de
diferentes subtipos de linfécitos T. Eles podem secretar IL-12, IL-4 e IL-23, IL-6, TGF-{,
0S quais estdo envolvidos na conducao de resposta Thl, Th2 e Thl7, respectivamente.
Porém, ndo se sabe se isso € suficientemente crucial para gerar proliferacdo dessas
células durante a patologia (Constantinescu, Faroogi et al. 2011). Além do mais, apos
estimulacdo com DNA bacteriano, essas células podem secretar quimiocinas como CCL-
2 e 5 e CXCL-10 (Carpentier et al, 2008). Durante EAE, ja foi demonstrado que os

astrocitos secretam CCL-2, influenciando o recrutamento de linfocitos para o SNC

APCs e células endoteliais possuem repertorio limitado e fazem o reconhecimento
antigénico através de PRRs (Takeuchi e Akira 2010). Isso pode ser devido a caracteristica
imediata da acéo destas células. O estimulo de células via PRRs resulta em consequente
ativacdo da resposta imune inata, mas também na subsequente inducdo de resposta

adquirida (Inohara, Chamaillard et al. 2005).

1.4.2. Receptores de reconhecimento padréo: inflamassomas
Os antigenos microbianos séo reconhecidos pelos PPRs através de estruturas
denominadas padrbes moleculares associados aos patégenos (Pathogen-Associated

Molecular Patterns: PAMPs), onde podemos citar acidos nucleicos bacterianos ou
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componentes da membrana celular destes organismos como exemplos destes PAMPs
gue sao conservados entres estes microrganismos. Por outro lado, os sinais de dano
provenientes do hospedeiro sdo denominados padrdes moleculares associado ao perigo
(Danger-Associated Molecular Patterns: DAMPS). Entre os exemplos desse grupo,
podemos mencionar cristais de acido urico, ATP (Adenosin Tri Phosphate: Adenosina
Trifosfato), proteina B-amiloide e cristais de colesterol (Chen e Nunez 2010; Szabo e

Petrasek 2015).

De acordo com sua sub-localizagéo celular, os PRRs podem ser agrupados em
duas classes principais: os receptores transmembranares presentes em membranas de
células ou nas de endossomos, como TLRs e CLRs (C-Type Lectin Receptors: receptores
de lectina do tipo C) e aqueles que sao encontrados em compartimentos intracelulares,
como os NLRs (Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like Receptors: receptores
semelhantes ao dominio de oligomerizcdo da ligagdo a nucleotideo) (Kanneganti,

Lamkanfi et al. 2007;Doria, Zen et al; 2012).

Os membros da familia NLR possuem dominios estruturais conservados. Um
dominio de repeticdo rico em leucina na face C-terminal (Leucine-Rich-Repeat: LRR); um
dominio central de ligacdo a nucleotideos (Nucleotide-Binding-Domain:NACHT) e uma
regido N-terminal que é variavel, onde alguns membros possuem a regido recrutadora de
caspase-1 CARD (Caspase-1 Activation and Recruitment); o dominio BIR (Baculovirus
Inhibitor of apoptosis protein Repeat) ou um dominio de pirina PYD (PYrin Domain). Os
membros do subgrupo NAIP (Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) possuem o dominio

BIR; ja aqueles do subgrupo NLRC (NOD Like Receptor containing CARD 4) contém o
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dominio CARD; e as proteinas do terceiro subgrupo de NLR, os NLRPs, possuem o

dominio PYD na sua regido N-terminal (Tschopp e Schroder 2010).

Os inflamassomas séao grandes complexos multiproteicos cuja formacao se da no
compartimento citosolico de células imunes apdés os estimulos liberados pelo
reconhecimento tanto de PAMPs quanto de DAMPs por receptores associados a familia
NLR. A formacao dessas plataformas proteicas resulta em ativacao de caspase-1 bem
como na clivagem e consequente ativacao de citocinas pro-inflamatérias como IL-183 e IL-

18 (Tschopp e Schroder 2010; Szabo e Petrasek 2015).

Geralmente, as proteinas que formam os inflamassomas estdo expressas a niveis
basais, porém sob o estimulo adequado ha aumento da expresséo dessas moléculas e a
formacdo do complexo ocorre. Uma vez ativados, os NLRs oligomerizam-se através de
seus dominios NATCH e recrutam a molécula adaptadora ASC (Apoptosis-associated-
Speck-like protein containing a CARD: proteina semelhante a particula associada a
apoptose contendo um CARD). A interacdo do NLR com ASC se da através do dominio
PYD contido em ambas moléculas (de Alba 2009). Apds essa interacdo, o complexo
NLR/ASC recruta uma terceira molécula, a pro-caspase-1, e isso se da através do
dominio CARD contido na molécula de ASC e na pré-caspase (Lu, Magupalli et al. 2014).
O agrupamento de pro-caspase-1 no complexo permite a autoclivagem de moléculas
resultando em liberacdo de tetrdmeros p10/p20 de caspase-1 ativos, 0s quais estdo aptos

para processar proformas de IL-1B e IL-18, o que resulta em amplificacdo da inflamacéao.
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1.4.3. O Inflamassoma NLRP3, esclerose multipla e EAE

Entre os membros da familia NLR, o inflamassoma NLRP3 (Nucleotide-binding
domain and Leucine-rich Repeat Protein 3: proteina 3 contendo repeticdes ricas em
leucina e um dominio de ligacdo a nucleotideos) é um dos mais bem estudados. Enquanto
outros tipos de inflamassoma reconhecem um numero limitado de DAMPs ou PAMps, 0
NLRP3 é estimulado por uma variedade maior de sinais de perigo, o que o torna o mais
importante clinicamente. Dentre os estimulos microbianos que ativam o inflamassoma
NLRP3, podemos citar RNA bacteriano, cristais de hemozoina derivados de Plasmodium
Ssp, por produtos virais, entre outros. Estimulos endégenos como ATP, silica, proteina -
amiloide sédo alguns exemplos de ativadores do NLRP3 (Fitzgerald 2010; Rathinam,

Vanaja et al. 2012).

O processo de ativacdo do inflamassoma NLRP3 é classicamente descrito como
um processo em dois passos ou sinais, e provavelmente ndo esta relacionado com
contato direto do estimulador com o complexo. No primeiro, apés o reconhecimento de
ligantes cognatos por TLRs, receptor de IL-1 ou de TNF, ha a translocacdo de NF-kb
(Nuclear Factor kappa B: Fator nuclear kappa B) para o nulcleo e ocorre expressao de
nlrp3, pro-il-18 e pro-il-18. No segundo sinal, uma grande variedade de PAMPs e DAMPs
pode induzir a oligomerizacédo e ativacdo do NLRP3, com recrutamento e interacdo de
ASC e pro-caspase-1 para resultar em autoclivagem da caspase e finalmente o

processamento das citocinas (Kim e Jo 2013).

Em relacdo a esclerose multipla, estudos ja demonstraram o envolvimento do
inflamassoma NLRP3 durante o desenvolvimento da doenca. Em pacientes, as moléculas

associadas com a atividade do inflamassoma, como NLRP3, IL-1B, IL-18, séo
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aumentadas. Por exemplo, h4 aumento de caspase-1 nas placas escleréticas e em
células mononucleares (Ming, Li et al. 2002; Huang, Huang et al. 2004). Além do mais,
IL-1B foi encontrada a niveis elevados no fluido cérebro-espinhal de individuos doentes
e, em outro estudo, IL-18 apresentou expressdo aumentada em células mononucleares.
(Huang, Huang et al. 2004). Agonistas conhecidos do inflamassoma NLRP3 também sao
encontrados em nivel elevado em amostras de pacientes com EM. Como exemplo,
podemos citar 0 aumento de &cido urico no fluido cérebro-espinhal e no soro dos
individuos e aumento da atividade de catepsina B no cérebro (Bever, Panitch et al. 1994;

Amorini, Petzold et al. 2009).

Relatos sobre o papel de NLRP3 na EAE s&o numerosos e trazem mais
abordagens para a pesquisa da doenca humana. Estudos com camundongos deficientes
revelaram que a auséncia de NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-18 e IL-1f3 resulta em
severidade significativamente reduzida da doenca (Furlan, Martino et al. 1999; Jha,
Srivastava et al. 2010; Inoue, Williams et al. 2012), indicando que a ativacdo do
inflamassoma € crucial na apresentacdo clinica da doenca de forma severa. Além do
mais, IL18 e IL-13 sdo elevadas no soro e baco dos animais doentes (Gris, Ye et al. 2010).
Foi demonstrado também que NLRP3 tem um papel critico na migracdo de células T

helper para o SNC durante EAE (Inoue, Williams et al. 2012).

1.4.4. Importancia de linfocitos T helper (Th)l e Th17 no desenvolvimento da
EAE
Apos ativacao periférica, linfocitos passam a expressar marcadores de ativacao

que facilitam sua migracdo para o sitio nervoso. Eles entram entdo pelo SNC através de
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sua migracdo regulada por moléculas de adesdo (incluindo ICAMs integrinas, entre
outras) e da quebra da BHE através da participacdo de enzimas proteoliticas (como
metaloproteinases de matriz) (Aloisi, Ria et al.). No sistema nervoso, outras APCs (a esta
altura podendo ser, por exemplo, células dendriticas infiltradas, macréfagos e monécitos
infiltrantes ou residentes do SNC, como micréglia) reestimulam as células T, as quais
participam do processo inflamatério local com a liberacdo de citocinas inflamatérias (IL-
17, IFN-y, TNF-a, IL-6) e outros produtos (dos Santos, Barsante et al. 2005). A este ponto,
o0 numero de APCs MHC I+ capazes de apresentar o antigeno aos linféticos T no SNC
aumenta de forma significativa, pois ha o recrutamento de mondcitos circulantes que
posteriormente se diferenciardo em células dendriticas ou macréfagos. Microglia
residente ativada libera fatores quimiotaticos, incluindo as quimiocinas CCL-2 e CCL-5,
guimiocinas estas que sao cruciais no recrutamento de linfécitos durante processos
inflamatdrios e possuem papel muito relevante na EAE (Fife, Huffnagle et al. 2000) . Além
do mais, produtos liberados, como IL-1B, aumentam a permeabilidade da BHE e,
associado a liberacéo dos fatores quimiotaticos, induzem o recrutamento de mais células
T, permitindo a entrada destas no SNC. Por sua vez, tais células podem ser especificas
para epitopos distintos daqueles que foram reconhecidos pela populacéo infiltrante inicial,
processo conhecido como propagacédo de antigeno (antigen spread). O reconhecimento
do antigeno e ativacdo destas células faz com que ocorra o perpetuamento do processo
inflamatorio no SNC, levando assim aos danos observados na fase aguda da doenca

(Tuohy, Yu et al. 1998).

Tanto na EAE quanto na EM células Thl produtoras de IFN-y eTh17 produtoras de

IL-17 sao acreditadas serem as principais células efetoras durante o desenvolvimento do
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processo inflamatorio no sistema nervoso. Isso € demonstrado em estudos com
camundongos deficientes de ROR-yt (Orphan Nuclear Receptor jt: receptor nuclear 6rféo
1) e T-bet, fatores de transcricdo essenciais para diferenciacdo de Thl7 e Thil,
respectivamente. Estes animais s@o resistentes ao desenvolvimento de EAE apds
imunizacao e, também, estes fenotipos celulares sdo presentes no SNC de animais
possuindo a neuropatologia (lvanov, McKenzie et al. 2006). Além do mais, é encontrado
grande infiltrado desses tipos celulares em tecidos de pacientes com EM. Inicialmente,
linfécitos Thl produzindo IFN-y foram apontados como as Unicas células-chave para EAE,
uma vez que a transferéncia adotiva de clones de células T CD4+ produtoras de IFN-y
especificas para mielina gera EAE nos animais receptores. Em concordancia com essas
informacdes em animais, a indicacdo de que a doenca humana também seria mediada
por células Thl foi suportada em trabalhos demonstrando que IL-12, citocina que estimula
o crescimento de clones Thl, bem como o IFN-y, séo altamente produzidos em lesdes de
pacientes com EM. De fato, IFN-y desempenha papel importante no processo inflamatério
no SNC, como a ativacao de células residentes, inducao de MHC Il, e também a producao
de quimiocinas. No entanto, surpreendentes estudos posteriormente trouxeram a luz
novas interfaces e expuseram um paradigma em relacdo aos linfécitos Thl na EAE.
Nesses estudos, camundongos Ifng”- e Ifngr” s&o altamente suscetiveis a EAE (Ferber
et al, 1996) o que nao provia coeréncia com os estudos previamente descritos. Este
impasse comecou a ser solucionado com estudos sobre IL-12. Esta citocina € composta
por duas subunidades: a p35 e a p40. Camundongos IL-12p357 sdo susceptiveis a
inducdo de EAE, porém animais IL-12p407 sdo altamente resistentes a mesma, abrindo

margem para novas descobertas. Estudos subsequentes revelaram que a subunidade
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p40 da IL-12 é compartilhada com a subunidade pl9 de uma outra citocina, a agora
descrita IL-23. Trabalhos complementares utilizando animais IL-12/IL-23p197, IL-23p197
definitivamente estabeleceram o papel da entdo nova citocina na doenca. Estes dados
indicam que o perfil Thl é suficientemente importante para o estabelecimento de EAE,
mas nao é o Unico fendtipo efetor envolvido neste processo. A descoberta de que IL-23 é
importante para a diferenciagdo de um novo subtipo de linfocito T CD4, desconhecido até
entdo, foi reveladora. Em atuacdo matua com outras citocinas, como TGF-B e IL-6, IL-23
induz a diferenciacédo de células fenotipicamente T CD4 produtoras de IL-17, as quais
possuem caracteristica altamente pré-inflamatéria. A hipétese de que essas células
seriam componentes importantes para o estabelecimento de EAE (assim como para EM)
foi confirmada nos estudos que se seguiram durante 0s anos posteriores. Animais com
deficiéncia de IL-23, bem como IL-17 e seus receptores, apresentam incidéncia e
severidade da doenca diminuidas, além dos sinais sendo apresentados em um tempo
mais tardio, em comparacao aos animais do tipo selvagem (Langrish et al, 2005). Além
do mais, IL-17 e também células produtoras desta citocina sao detectadas em tecidos de

pacientes com EM.

No entanto, ainda ndo é claro qual o fenétipo é o mais critico para a severidade da
doenca animal. A razdo Th1: Th17 pode variar conforme a linhagem animal e a estratégia
de imunizacdo. Por exemplo, animais C57BL/6 apresentam predominancia do fenétipo
Th1 no pico da doencga, aproximadamente 14 dias ap0s a inducao, enquanto a linhagem
SJL demonstra maior predominancia de Th17 nesta fase da doenca. Distintos epitopos
de MOG utilizados para realizar a imunizacao podem induzir respostas de células T com

diferentes razdes entre esses dois fendétipos de T helper (Stromnes, Cerretti et al. 2008).

33



Ainda ha muito debate sobre qual subtipo especifico de célula T helper seria o
mais critico para o estabelecimento da inflamacdo no SNC durante a EAE. Langrish et al
demonstraram que EAE induzida em camundongos SJL por transferéncia de linfécitos
Th17 resultou em maior severidade quando comparada com a induzida por Thl (Langrish,
Chen et al. 2005). Entretanto, em outro estudo utilizando um protocolo similar o resultado
ndo demonstrou diferenca para a imunizacdo dos animais com ambos os fendtipos
(Kroenke, Carlson et al. 2008). O motivo para tais discrepancias ainda nao esta
esclarecido, podendo ser desde diferencas nos protocolos a até mesmo a contaminacao
de células Thl nos experimentos com Th1l7, uma vez que nesses estudos nao foram
usadas células Thl7 totalmente puras. Além do mais, sabe-se que o fenotipo Thl7
apresenta um nivel de plasticidade que pode influenciar na severidade da doenca. Por
exemplo, células Th17 polarizadas com TGF- e IL-6 induzem tanto EAE quanto colite de
uma forma significativamente mais severa, apresentando um fenotipo patogénico similar
aqueles polarizados sob tratamento com IL-1p, IL-6 e IL-23. Em contrapartida, os linfocitos
Th17 polarizados através da incubacéo in vitro com TGF-B mais IL-6 desenvolvem um
perfil ndo patogénico, resultando em EAE apresentada de forma menos severa (Lee,

Awasthi et al. 2012).

1.4.5. Mecanismos de regulacao/resolucéo
Apos a fase inicial de estabelecimento do processo inflamatério, o que resulta no
mecanismo agudo de inflamacdo e dano do SNC, animais do tipo selvagem apresentam
producdo de resposta reguladora/resolutiva frente aos eventos iniciais, e células T
reguladoras sdo de crucial importancia nessa segunda fase da EAE, a fase de
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recuperacdo ou remissédo. Mecanismos de regulacao/resolucdo s&o importantes no
sentido de envolvimento na progressao da doenca. O balancgo entre células Th1/Thl7 e
T reguladoras (Treg) FoxP3+ (Forkhead Box P3+) € importante para o resultado de
severidade da doenca. Experimentos de transferéncia adotiva e deplecéo revelaram que
células Treg podem controlar o desenvolvimento bem como a severidade de EAE
(Lafaille, Nagashima et al. 1994; Olivares-Villagomez, Wang et al. 1998). A transferéncia
de células Treg CD4+CD25+ para animais doentes reduziu os sinais da doenca e esse
subtipo celular foi capaz de suprimir a resposta de células T especificas para MOG em
experimentos in vitro. O efeito protetor desse subtipo celular pode ser mediado por IL-10,
uma citocina de carater anti-inflamatério, uma vez que a deficiéncia desta molécula
resultou em falha na protecdo. No entanto, respostas reguladoras suprimindo a atividade
de linfocitos Thl7 MOG-especificos, resultando em perfil protetor para EAE foram
associadas com mecanismo dependente de TGF—3 (Walsh, Brady et al. 2009). Em
contrapartida, Korn et al demonstraram que, embora presentes no SNC durante a fase de
pico inflamatoério da EAE, as células Treg ndo foram capazes de impor seu fendtipo
supressor as células T efetoras, sendo isto atribuido ao perfil altamente inflamatério

destas Ultimas, conferindo resisténcia (Korn, Reddy et al. 2007).

Neste contexto, moléculas com perfil regulatério/resolutivo possuem papel
importante em diversas doencgas inflamatorias, como EAE, onde esse balango entre perfil
inflamatorio e resolutivo sdo criticos. Especificamente nessas patologias, este balanco é
fino e uma desregulacdo tendendo para um dos lados resultard em severidade ou
resisténcia maior ao processo inflamatorio resultante. Citocinas desempenham um papel

importante nesses eventos, onde niveis de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y, IL-17,
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TNF-a, IL-6 e as com perfil regulatério como IL-10, TGF-B entre outras, podem estar

intimamente relacionados com o fenotipo apresentado da doenca.

A atividade de diversas citocinas possui papel central durante todo o
desenvolvimento da doenca. A fungdo das citocinas € mediada pela sinalizacdo via seu
receptor. A ligacao de citocinas ao seu receptor induz a dimerizagdo do mesmo e ativagao
de proteinas quinase Janus (Janus Protein Kinases: JAKS), as quais sao associadas com
a cascata de sinalizagéo do receptor de citocina. Uma vez ativadas, as JAKs fosforilam-
se entre si e 0s residuos de tirosina fosforilados atuam como moléculas docking para os
fatores de transcricdo da cascata de sinalizagdo subsequente, como membros da familia
dos ativadores de transcricdo e transducéo de sinal (Signal Transduction and Activators
of Transcription: STAT). Dimeros de STATs ativados entéo translocam-se para o nucleo

e podem iniciar a transcricdo de diversos genes alvo (Inagaki-Ohara, Kondo et al. 2013).

1.5. Familia de proteinas supressoras da sinalizacdo de citocinas
(Suppressors of Cytokine Signaling: SOCS)

Proteinas da familia SOCS sé&o localizadas intracelularmente e atuam, entre outros
processos bioldgicos, regulando a resposta de diferentes subtipos de células imunes
frente a atuacdo de citocinas. Em células ndo estimuladas ha expressao constitutiva
dessas proteinas. Entretanto, sob estimulo, ocorre a indugdo das mesmas de forma
rapida. Sdo descritas algumas vias possiveis as quais essas proteinas regulam a
sinalizacao de citocinas, entre as quais podemos destacar: bloqueio do recrutamento de
STATs através de sua ligacdo ao receptor de citocina, impedindo a interagdo entre o

mesmo e a STAT; degradacao proteassomal de proteinas-alvo via ubiquitinacéo; ligacéo
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a JAKs e inativacao direta de suas quinases (Inagaki-Ohara, Kondo et al. 2013). Além das
vias relacionadas a citocinas, proteinas da familia também podem atuar em processos
gue ndo sao associados com as mesmas, como no metabolismo, ciclo celular, cancer,

entre outros (Rico-Batista et al, 2006).

Até o momento, foram descritos oito membros da familia SOCS (SOCS 1-7 mais a
proteina com dominio SH2 induzivel por citocina [Cytokine-Inducible SRC Homology 2
(SH2) -Domain] CIS), cada um contendo um dominio SH2 central, um dominio amino-
terminal e um dominio carboxi-terminal o qual € conhecido como SOCS box, que funciona
como ubiquitina ligase e regula a degradacédo de proteinas (Yoshimura, Naka et al. 2007)

(Figura 2).

g SOCS
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Figura 2. Estrutura das proteinas SOCS. Todas as proteinas da familia possuem um dominio central SH2, um dominio
de extensdo ao dominio SH2(ESS) e um dominio C-terminal contendo o SOCS box. SOCS1 e 3 possuem uma regiéo
inibitoria de quinases (KIR). Extraido de Palmer e Restifo, 2009.

O dominio central SH2 é o mais conservado entre todos os componentes dessa

familia, sendo ele quem determina a especificidade de ligagédo ao ligante cognato, como
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por exemplo regides fosforiladas de JAKs ou o reconhecimento de receptores de
citocinas, com isso especificando a proteina-alvo a ser submetida a funcdo reguladora
daquela molécula de SOCS (Yoshimura, Naka et al. 2007) . Flanqueando esse dominio,
na regido N-terminal, existe uma regido variavel de extensdo do dominio SH2 (ESS), a
qual contribui para a interagcdo com o substrato. Os membros SOCS1 e 3 possuem um
dominio adicional na face N-terminal, chamado de regido inibitéria de quinases (KIR).
Esta regido atua como um pseudo-substrato que ira deslocar o loop de ativacdo na fenda
catalitica das JAKSs, inibindo assim a interacdo da quinase com seu respectivo ligante.
Além do dominio KIR, nenhum outro motivo funcional foi descrito para a regido N-terminal
das proteinas SOCS. Entretanto, essa regido é importante para a estabilidade da proteina
e sua associagao com a porcao C-terminal auxilia no estabelecimento da interface entre
SH2 e 0 SOCS bhox (Yoshimura, Naka et al. 2007). O dominio SOCS box compreende
cerca de 40 aminoacidos e esta localizado na regido C-terminal da proteina. Ele interage
com moléculas como as Elonguinas B ou C e Culina 5, posteriormente recrutando a
ubiquitina-transferase E3. Este complexo proteico ird conduzir proteinas-alvo para a

degradacédo proteassomal através de ubiquitinizacao (Yoshimura, Naka et al. 2007)

1.5.1. A proteina SOCS2
Entre as proteinas da familia, SOCS2 é um dos integrantes menos estudados. Se
fizermos uma busca em banco de dados, ha relativamente poucos estudos sobre a
proteina, quando comparamos com outros membros da familia, como SOCS1 e 3. Nosso
grupo vem desenvolvendo estudos relacionados a proteina em diversos modelos, como

infec¢Bes parasitarias, obesidade, autoimunidade, e outros exemplos.
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SOCS2 pode ser induzido através de estimulos como citocinas e horménios, sendo
expressa em diversos tipos celulares, como macrofagos, células dendriticas, linfocitos,
células adiposas, células neuronais, entre outras. Consequentemente, esta presente em
diversos sistemas biolégicos, como no figado, pancreas, tecido adiposo e SNC e tem
envolvimento em diversos processos fisiologicos, como crescimento, desenvolvimento
0sseo e neuronal, bem como eventos patoldégicos como cancer, infec¢des parasitérias e
doencas metabolicas (Rico-Bautista, Flores-Morales et al. 2006). SOCS2 tem sido
associado com a regulacao do hormdnio do crescimento (GH: Growth Hormone), uma vez
que camundongos SOCS2”- apresentam um crescimento corporal maior que os animais
tipo selvagem (Metcalf, Greenhalgh et al. 2000). Estudos indicam que ha quatro
elementos responsivos dentro da regido promotora de socs2 que resultam em aumento
da transcricdo apoés tratamento com dioxina. Além do mais, ao que tudo indica, STAT5b
pode se ligar ao promotor de socs2 e iniciar sua transcrigdo. Estudo com camundongos
STAT5b” demonstraram que a expressédo de SOCS2 ¢ deficiente apds estimulo com GH
(Davey, McLachlan et al. 1999; Woelfle e Rotwein 2004). Corroborando esses estudos,
Vidal et al relataram que existem sitios de ligacdo para STAT5 na regido proximal do

promotor de SOCS2 (Vidal, Merino et al. 2007).

Outra questdo importante sobre SOCS2 é sua capacidade de regular outros
membros da prépria familia. Por exemplo, a sinalizacédo de IL-2 e IL-3 € negativamente
regulada por SOCS3. Entretanto, Tannahil et al demonstraram que SOCS2 pode induzir
a degradacéo proteasomal de SOCS3 ap0s o estimulo com estas citocinas, agindo como
um antagonista da atividade de SOCS3(Tannabhill, Elliott et al. 2005). Em outro estudo, foi

descrito que o efeito inibitério de SOCS1, mas ndo de SOCS3, na sinalizagédo do GH foi
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blogueado pela alta concentracdo de SOCS2 apds sua co-transfeccao (Favre, Benhamou

et al. 1999).

SOCS2 é expresso em células T e estudos recentes tém colocado a proteina no
espectro da regulacdo de fendtipos de células T. A proteina atua na inibicdo do
comprometimento para fenétipo Th2 por meio da inibicdo de STAT3 (Knosp, Carroll et al.
2011). Esse evento pode auxiliar a preferéncia para outros fenétipos, como Thl, por
exemplo apos estimulo. Por outro lado, SOCS2 possui relevante papel na funcdo de
células Tregs. A proteina é expressa nesse subtipo celular e recentemente foi
demonstrado que SOCS2 desempenha papel crucial na estabilidade dessas células
através da manutencado da expressao de FoxP3 (Sugimoto, Oida et al. 2006; Hill, Feuerer
et al. 2007; Knosp, Schiering et al. 2013). Em um estudo, Knosp e colaboradores
demonstraram que na auséncia de SOCS2, a funcdo de Tregs € comprometida devido a

deficiéncia de FoxP3, tanto in vitro quanto in vivo (Knosp, Schiering et al. 2013).

1.5.2. A expressdo de SOCS2 e a via 5-Lipoxigenase (5-LO) / Receptor Aril
Hidrocarbono (AhR)

A ativacéo do gene de SOCS2 pode ser mediada pelo receptor de aril hidrocarbono

(Aryl Hydrocarbon Receptor — AhR). A expresséo induzida de SOCS2 mediada por AhR
promove a ubiquitinacédo e degradacéo de proteinas-alvo através do Fator 6 associado ao
receptor de TNF (TNF Receptor-Associated Factor-6 — TRAF6) (Machado e Aliberti,
2006). AhR é um receptor ativado por ligante que apresenta relevante promiscuidade,
uma vez que pode ser ativado por uma série de ligantes naturais e sintéticos. Este

receptor € localizado no citosol complexado com a proteina chaperona de choque térmico
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90 (heat-shock protein 90 — hsp90) e proteina quinase c-SRC (Soshilov e Denison 2011).
Quando da ligacao ao ligante, AhR sofre modificagdo conformacional, expondo um sitio
de translocacéo nuclear, o que resulta em sua dissociacdo do complexo e subsequente
translocacado para o nucleo (Esser, Rannug et al. 2009). Uma vez no nucleo, AhR liga-se
ao translocador nuclear do receptor aril hidrocarbono (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator — ARNT) e o complexo AhR/ARNT inicia entéo a transcricdo de genes-alvo
0S quais possuem regido promotora contendo sequéncia consenso do elemento

responsivo a dioxina (Dioxin-Responsive Elemen- DRE).

Produtos do metabolismo do &cido araquiddnico via enzima 5 Lipoxigenase (5LO)
sdo importantes ligantes para AhR. Em células dendriticas, por exemplo, AhR modula
tanto a resposta imune inata quanto adquirida via ativacdo por Lipoxina A4 (LXA4)
(Machado, Johndrow et al. 2006). Metabdlitos de Leucotrieno A4(LTA4) também sé&o
envolvidos na modulacao da atividade de AhR (Chiaro, Morales et al. 2008). Esses dados
sugerem uma interacao entre a via 5-LO e a ativacdo de AhR na modulag&o de respostas
imunes inflamatorias. 5-LO é expressa principalmente em leucécitos e esta envolvida na
liberac@o de mediadores inflamatérios como leucotrienos. Outros produtos da via 5-LO,
como 5(S) -HydroPEroxy-6-Trans-8,11,14-cis-Eicosatetraenoic acid (5-HPETE), que é o
produto catalitico do metabolismo de leucotrienos, pode ser posteriormente metabolizado

a lipidios da familia das lipoxinas (Radmark, Werz et al. 2007).

Diante dos mecanismos supracitados, hipotetizamos que SOCS2 possa ter papel
regulador em parametros inflamatérios e/ou resolutivos envolvidos durante o
desenvolvimento da EAE, como a atividade de linfocitos T, produgdo de citocinas e

quimiocinas, entre outros. Além do mais, em relacdo ao inflamassoma NLRPS3,
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hipotetizamos que a atividade desse complexo molecular especificamente em células do
SNC pode influenciar o nivel de severidade da EAE, atuando como uma forma de
amplificacdo do processo inflamatorio local estabelecido durante os mecanismos

imunopatogénicos atuantes na doenga.
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2.

2.1.

Objetivos
Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo estudar o envolvimento da proteina SOCS2

durante a encefalomielite autoimune experimental e definir o papel do inflamassoma

NLRP3 em células de glia durante a doenca

2.2.

v

v

Objetivos especificos

Analisar a expressdo de SOCS2, 5-LO e AhR ap0s inducgdo de EAE

Caracterizar clinica e histologicamente a doenga nos animais SOCS2"-

Avaliar o perfil da resposta imunoldgica nos animais deficientes de SOCS2

Analisar o infiltrado de subtipos de células T no SNC cruciais para o0

desenvolvimento da doenca nos animais

Verificar se NLRP3 especificamente no SNC dos animais € importante para o

desenvolvimento de EAE

Avaliar a ativacdo de NLRP3 por estimulacdo de ATP em culturas de microglia e

astrécitos
Examinar a capacidade ou ndo de células de o6rgaos linféides periféricos de
camundongos induzidos por EAE em ativar o inflamassoma NLRP3 em células de

glia in vitro

Avaliar qual subtipo de linfécito T é capaz de induzir producdo de IL-1f por

microglia ou astrocitos na presenca de MOG
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3. Material e métodos

3.1. Animais

Foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6, AhR”- e SOCS2”- com idade
entre 8 a 12 semanas. Os camundongos C57BL/6 foram obtidos no Centro de Bioterismo
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-
UFMG) e os animais SOCS2” e AhR”’ foram mantidos em biotério de criacdo préprio
(ICB-UFMG). Os camundongos foram mantidos sob condic¢des estritas de ética de acordo
com as recomendacdes internacionais de bem-estar do animal (NATIONAL RESEARCH
COUNCIL, 1996). Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CETEA) da UFMG, sob o niumero de protocolo 152/2012.

Para a parte experimental no estudo de NLRP3, foram utilizados camundongos
machos C57BL/6, NLRP37 e 2D2 TCR Tg com idade entre 8 a 12 semanas, 0S quais
foram obtidos e mantidos nas instalagbes do Duke University Medical Center. Os
camundongos foram mantidos sob condi¢cdes estritas de ética de acordo com as
recomendagles internacionais de bem-estar do animal. O uso de animais para
experimentacdo foi aprovado pelo Duke University Institutional Animal Care and Use

Committee.

3.2. Inducdo e avaliacao diaria de EAE
EAE foi induzida através de emulsdo contendo MOGss.s5 (myelin oligodendrocyte
glycoprotein- Sigma Aldrich M4939), adjuvante completo de Freund (Complete Freund’s
Adjuvant- Sigma Aldrich F5881) e 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco
Laboratories, Sparks, MD, USA). Cada animal recebeu 100ul dessa emulsao

subcutaneamente. Além do mais, 300 ng/animal de toxina Pertussis (Sigma Chemical
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Co,St. Louis,MO, USA) foram injetadas no dia da imuniza¢do e novamente 48 horas apos.
Os animais foram avaliados diariamente usando escore que varia de 0 a 4,5 conforme 0s
sinais clinicos da doenga: 0- nenhum sinal clinico; 0,5- paralisia parcial da cauda; 1-
paralisia da cauda ou andar deficiente; 1,5- paralisia parcial da cauda e andar deficiente;
2- paralisia da cauda e andar deficiente; 2,5- paralisia parcial de pata traseira; 3- paralisia
de uma pata traseira; 3,5- paralisia de uma pata traseira e parcial de outra; 4- paralisia
completa de patas traseiras; 4,5- paralisia completa de patas traseiras e fragueza de pata
(s) frontal (is). Os animais também foram pesados nos dias 0, 3, 7 e apdés isso,
diariamente. Um outro escore foi utilizado para experimentos realizados na Duke
University: Os animais foram avaliados diariamente usando escore que varia de 0 a 5
conforme os sinais clinicos da doenca: 0- nenhum sinal clinico; 0,5- paralisia parcial da
cauda; 1- paralisia da cauda; 1,5- reflexo postural de endireitamento prejudicado mas
reversivel; 2 reflexo postural de endireitamento irreversivelmente prejudicado; 2,5-
paralisia de uma pata traseira; 3- paralisia de ambas patas traseiras; 3,5- paralisia de
ambas patas traseiras e de uma pata dianteira; 4- paralisia completa de patas;5- morte
3.3. ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

O cérebro, medula espinhal, timo e baco foram extraidos de animais controle e
imunizados que foram sacrificados na fase de pico (14 dpi) e tardia (28 dpi) e
imediatamente estocados no -80°C. Posteriormente, as amostras foram pesadas
(padronizando a quantidade de 100 mg de amostra) e colocadas em 1mL de solucao
inibidora de proteases para extracao de citocinas (NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; Albumina
sérica bovina (BSA) 0,5%; Fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF) 0,1mM; cloreto de

benzetbnio 0,1mM; EDTA 10mM; 20Ul de aprotinina), preparada a partir de uma solucao
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de tampao fosfato salina (PBS 1x). As amostras foram maceradas por um
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125, Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) e a
solugéao resultante foi centrifugada (Jouan, BR4i) a 7.800xg durante 10 minutos. O
sobrenadante do homogenato foi recolhido, aliquotado e estocado em congelador a -80°C
até a sua utilizacdo para deteccdo da concentracdo das citocinas. Para analise apenas
do sobrenadante de culturas, o mesmo foi apenas recolhido e estocado imediatamente a
—80°C até sua utilizacéo.

Os sobrenadantes das amostras foram submetidos a metodologia de ELISA para
a dosagem de diferentes citocinas e quimiocinas de acordo com cada experimento. Os
kits para a dosagem de citocinas murinas foram obtidos da R&D Systems (DuoSet). Todos
0s ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96 MicroWellTM Plates, Nunc,
Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA).

O ensaio foi feito de acordo com os procedimentos previamente descritos pelo
fabricante. Resumidamente, adicionou-se o0 anticorpo de captura especifico, que foi
incubado por 18 horas a 4°C. Apds esse tempo as placas foram lavadas com PBS 1x
contendo 0,1% de Tween por 3 vezes e bloqueadas por 2 horas com PBS 1x contendo
BSA a 1%. As amostras diluidas e os padrdes para cada citocina foram adicionados as
placas a partir de concentragdes decrescentes para estabelecimento da curva padrao de
diluicdo recomendada pelo kit em uso. As placas foram incubadas por mais 18 horas a
4°C. O anticorpo de deteccéo foi adicionado em cada placa eincubado por 1 hora. A placa
foi novamente lavada e uma solucdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase
(Pharmingen) foi adicionada. Apos 30 minutos, as placas foram novamente lavadas e

entdo adicionado tampao contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H202 (Merck). O
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produto de oxidacdo do OPD foi detectado por colorimetria em um leitor de placas de

ELISA (Molecular Devices, USA) na absorbancia de 450nm.

3.4. Histologia

Para avaliar as alteracdes estruturais e patolégicas durante a doenca, estudos
histopatoldgicos do tecido cerebral e medular foram realizados. Os camundongos foram
sacrificados no 14° e 28 ° dpi, por doses excessivas de anestésico (xilazina, Rompun® -
Bayer e quetamina, Laboratério Cristalia, SP). Durante a necropsia, os tecidos foram
coletados e fixados por imersao em solucdo de formol tamponado a 10%. ApGs o periodo
de fixacdo (no minimo 12 horas), os tecidos foram recortados, utilizando uma navalha, e
seccionados transversalmente. A cada animal foi dado um codigo que apenas foi revelado

ao final de todas as analises.

Os tecidos foram, em seguida, submetidos a desidratacdo, com a finalidade de
remover a agua presente nos mesmos. O processo de desidratacdo foi realizado em
concentracfes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e absoluto I, I e Ill), sendo que os
fragmentos permaneceram imersos por um periodo de 30 minutos em cada alcool. Apés
a etapa de desidratacao, foi realizado o processo de diafanizacéo, que tem como objetivo
tornar o tecido translicido. A diafanizacdo consistiu em submeter os fragmentos a dois
banhos de xilol (98,5%) com duracdo de 20 minutos cada. Posteriormente, os tecidos

foram impregnados e incluidos em parafina.

Os blocos de parafina contendo o fragmento do 6rgéo foram seccionados utilizando
um micrétomo (American Optical, microtome 028 rotary), sendo obtidos cortes seriados

com 4um de espessura. Os cortes obtidos foram corados pela técnica de hematoxilina-
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eosina (HE). As laminas obtidas foram avaliadas ao microscopico Optico (aumento de

200x) (Olympus, Bx43), para estudos histolégicos.

3.5. Citometria de fluxo

ApoOs sacrificio nos pontos indicados em cada experimento, o cérebro, medula
espinhal e baco foram removidos dos camundongos e os leucdcitos foram isolados por
homogeneizacdo em meio RPMI. Essa suspensdo celular foi fracionada através de
gradientes contendo 30 e 70% de percoll (Sigma, St. Louis,MO) diluidos em RPMI. Apds
centrifugacédo (8000xg), mielina foi retirada do topo da camada de 30% de percoll e
descartada. Os leucdcitos foram removidos da interface entre as camadas de 30 e 70%
de percoll. Em seguida, os leucdcitos foram centrifugados (600xg) e ressuspensos em 1
mL de uma solugao contendo 0,5% de albumina sérica bovina (BSA), 2mM de azida e
tampéao salina fosfato (Ph 7.4). Leucdcitos obtidos dos tecidos foram entdo marcados com
uma combinacdo de: CD3(Pecy5), CD4(FITC), IFN-y(APC); CD4(FITC), CD25
Biotin/STP(PeCy7), FoxP3(PE); e CD3(Pecy5), CD4(FITC),IL-17A(APC). Os dados foram
adquiridos utilizando-se FACSCanto Il (Becton Dickinson, San José, CA, USA) e os dados
coletados na citometria de fluxo foram entédo analisados através do software FlowJo (Tree

Star, Ashland, Oregon, USA).

3.6. Western blotting
Extratos celulares totais foram obtidos do cérebro homogeneizado de
camundongos controle e imunizados ou de culturas celulares utilizando tampé&o de lise
(1% Triton X 100, 100mM Tris/HCI,pH 8.0, 10%(glicerol, 5mM EDTA, 200mM NaCl, 1mM
DTT, 1ImM PMSF, 25mM NaF, 2.5mg/mL leupeptina, 5 mg/mL aprotinina, € 1mM ortho-

vanadato de sodio). Os lizados foram centrifugados a 13000 xg por 10 minutos a 4°C e
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guantificados através de Bradford (Bio-Rad. Hercules, CA). Os sobrenadantes das
culturas foram recolhidos e estocados imediatamente a -80°C até a utilizagdo. Extratos
proteicos (80 ug) foram separados por eletroforese em um gel desnaturante com 12% de
poliacrilamida-SDS e transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas
foram bloqueadas overnight com solucdo de PBS contendo 5% de leite e 0,1% de Tween
20, lavadas trés vezes com PBS contendo 0,1% de Tween 20 e incubadas com os
correspondentes anticorpos de cada experimento. ApoOs incubacdo com os devidos
anticorpos primarios e secundarios, as membranas foram submetidas a mais um passo
de lavagem e as bandas foram visualizadas através de sistema de deteccao

gueluminescente, como descrito pelo fabricante.

3.7. Cultura de células BMDM (Bone Marrow-Derived Macrophage:
macrofagos derivados da medula 6ssea)

Camundongos foram eutanasiados e os fémures retirados e mantidos em PBS 1x
com 2% SFB no gelo. Particulas de tecido muscular foram removidas. As extremidades
do fémur foram cortadas com uma tesoura previamente esterilizada e a medula éssea foi
transferida para um cellstrainer a 70um através de punc¢éo utilizado uma seringa de 10 ml
com agulha 27G contendo PBS 1x com 2% de SBF e filtrada para uma placa de petri.
Apbds homogeneizacdo na placa de petri, a suspenséao celular foi retirada, coletada para
um tudo de 15mL e centrifugada a 1.400 rpm, a 4°C por 5 minutos. O pellet foi
ressuspenso em meio RPI completo contendo 10% de SFB e cultivados em placas de
petri com sobrenadante de cultura de células L929 e estufa a 37°C em uma atmosfera de

5% CO2 por 7 dias, substituindo metade do meio por meio novo a cada 3 dias.
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3.8. Cultura primaria de glia e isolamento de micrdglias e astrocitos

Camundongos neonatos da linhagem C57BL/6 de até 3 dias de nascimento foram
utilizados para extracéo de células da glia conforme protocolo desenvolvido por Chen et
al 2013. Resumidamente, neonatos foram eutanasiados por decapitacdo. Apos isso, 0
cérebro foi removido e picotado em pequenos pedacos em tripsina/EDTA (0.005%). A
suspensao foi transferida para um tubo de 15 ml e mantida em incubacéo a 37°C em uma
atmosfera de 5% CO2 por 10 minutos para desagregacao enzimatica. Apds esse periodo,
DMEM com 10% de SFB foi adicionado na proporc¢édo de 1:1 para neutralizar a tripsina. A
suspensao foi homogeneizada e entdo transferida para um tubo de 50 ml através de
filtragem por um cell strainer de 70um. A suspensao entéo foi centrifugada a 4°C, 2.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em 10mL/garrafa
DMEM completo e transferido para as garrafas previamente revestidas com Poli-L-Lisina
(Sigma) e mantida em estufa a 37°C em uma atmosfera de 5% CO2. Apds 3 dias, 0 meio
foi substituido por meio novo e a partir de entdo, o mesmo foi trocado em sua metade em
dias alternados. 13 dias ap6s o inicio da cultura o meio foi completamente substituido por
DMEM a 5% de SFB e no dia seguinte (14 dias), quando as células ja apresentam
confluéncia de 90-100%, o isolamento foi realizado.

Para isolamento de micréglia, as garrafas foram colocadas no agitador orbital
aguecido a 37°C, 240 rpm por 2 horas e meia. Ap0s isso, 0 sobrenadante (o qual contém
as microglias) foi coletado centrifugado e o pellet ressuspenso em 1 ml de DMEN 10%SFB
e mantido no gelo até o prosseguimento do protocolo.

Para isolamento dos astrécitos, as garrafas foram preenchidas novamente com

DMEN 5% SFB e recolocadas para um novo processo de agita¢ao, por 260 rpm a 37°C
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por mais uma hora e meia. Apés o tempo de agitagdo, o meio foi descartado e as garrafas
foram lavadas 2 vezes com PBS 1x. Depois, 5 ml/garrafa de tripsina/EDTA (0.005%)
foram adicionados e apdés 10 minutos de incubacdo a 37°C os sobrenadantes foram
recolhidos para tudo de 15ml, e meio DMEN 10% SFB foi adicionado, completando 15 ml.
O tubo com a suspenséo foi entdo centrifugado a 4°C por 10 minutos a 2.000 rpm, o
sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em 1 ml de DMEN 10% SFB.

Aliquotas da suspenséo de micréglia e astrocitos foram recolhidas para analise da
pureza atraves de citometria de fluxo. Marcagéo de F4/80 e CD11b e GFAP foram feitas
para andlise da populacdo de micréglia e astrocitos, respectivamente, e a pureza foi
considerada adequada para uso nos experimentos em amostras com 90% ou mais de

positividade.

3.9. Quimeras

Camundongos C57BL/6 e NLRP3"- foram irradiados a 900 rads. Células da medula
6ssea de camundongos C57BL/6 e NLRP3” doadores foram isoladas e imediatamente
transferidas para os camundongos irradiados. Células de animais WT foram transferidas
para nocautes receptivos e vice-versa. Total de 1x107 células/camundongo foram
transferidas para os camundongos recipientes. 6 semanas ap0s a transferéncia, andlise
da populacéo de vérios tipos celulares foi realizada em amostras de sangue dos animais
irradiados, e animais saudaveis ndo submetidos a irradiacdo foram utilizados como

controle. EAE foi induzida entdo nos animais quimeéricos 6 semanas apos a transferéncia
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3.10. Co-cultura de BMDM, micréglia ou astrécitos com células Thl ou Th17
polarizadas in vitro
Camundongos transgénicos 2D2 T, os quais possuem células T com receptor
especifico para MOG, foram utilizados como doadores de células. ApGs eutanasia, o baco
e linfonodos drenantes desses animais foram removidos e células T CD4+ naive foram
purificadas pelo kit de isolamento de células T CD4+CD62L+ através de beads
magnéticas (Milteny Biotec.) de acordo com as instru¢des do fabricante.
Linfécitos foram adicionados a 2x10° células/pogo e 10 ng/ml rIL-23, 20 ng/ml rIL-
6 e 3ng/ml rTGF- para polarizagcdo de Th1l7 e 10ng/ml rIL-12 e 10 g/ml anti-IL-4 para
diferenciacdo em Th1l foram utilizados em volume total 200ul de meio RPMI por poco em
placa de 96 pocos durante 6 dias em estufa a 37°C em uma atmosfera de 5% CO2.
Células T foram diferenciadas na presenca de MOGss-s5 a 20pg/ml junto com as citocinas
de diferenciacdo. Apés o periodo de cultura, as células foram analisadas para a
confirmacéo do fenétipo Thl ou Th17 por FACS. Para a co-cultura, 2x10° células/poco de
linfocitos foram utilizados sob as mesmas condi¢cGes iniciais e 1x10° células/poco de
BMDM, microglia ou astrdcitos previamente isolados foram adicionaos a cultura. 14 horas

apos, o sobrenadante foi recolhido para analise de IL-1 por ELISA.

3.11. Microscopia confocal
Placas de 24 pocos com laminulas foram incubadas com 200ml DMEN/poco por 3
horas previamente ao experimento e entédo aplicada a cultura célular. Apés os estimulos,
células foram fixadas em paraformoldeido 4% e armazenadas a 4°C até a marcacao.
Para a marcacéo, tratamento com triton X-100 foi aplicado e posteriormente os

respectivos anticorpos priméarios e secundarios foram utilizados. Ap6s a marcagdo com
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anticorpo, as laminulas foram transferidas para laaminas de microscépio contendo
solucgéo fixadora com DAPI (ProLong® Gold Antifade Mountant with DAPI (CAT#36931)
e incubadas a temperatura ambiente no escuro overnight. No dia seguinte, as amostras

foram armazenadas a -20°C até a anélise no microscoépio invertido confocal Zeiss 710.

3.12. Co-cultura de esplenocitos de camundongos naive ou EAE com microglia
ou astrocitos

Microglia e astrocitos foram isolados conforme previamente descrito no item 3.9.

Apos isolamento, estas células foram ressuspensas a 1x107 células/ml em um tubo de 15
ml e marcadas com CFDA Cell Tracker (Invitrogen Cat#V12883) a concentragédo final de
0.05 uM a 37°C por 15 minutos no escuro. Posteriormente, as células foram lavadas e
plaqueadas a 2.5x10° células/poco em placa de 24 pocos contendo laminulas
previamente incubadas em meio RPMI por 3 horas. Antes de aplicar as células
proveniente dos camundongos, células da glia foram tratadas com LPS (1ug/ml) por 3
horas e entdo lavadas 3 vezes com PBS1x. Entdo, Esplendcitos isolados do baco de
camundongos naive ou EAE foram adicionados a cultura na proporgéo de 1:2 e 1:3 por 1
ou 3 horas. Laminulas foram transferidas para laminas de microscopio, fixadas e

posteriormente analisadas por microscopia confocal conforme item 3.12.

3.13. Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prisma 4.0
(GraphPad, La Jolla, CA, USA). Os dados foram relatados de forma descritiva utilizando-
se as medidas de tendéncia central média e desvio padréo e/ou mediana e erro padrao.

O nivel de significancia considerado foi p<0.05 ou, em alguns dados, p<0.001.
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4. Resultados
4.1. Efeitos de SOCS2 nafase inicial de EAE

Como abordado anteriormente, EAE induzida por MOG em animais WT apresenta-
se geralmente por uma fase inicial dos sintomas clinicos e, logo apés alcancado o pico
da doenca, é observada a segunda fase que € a remissao. Pode ser feita uma correlacéo
da fase inicial com os episodios de surto da doenca humana, onde muitos dos parametros
observados sdo semelhantes, tornando assim o estudo da mesma nos animais de muita

relevancia.

Primeiramente, foi induzida EAE nos animais WT. Em seguida, verificamos a
expressdo da proteina SOCS2 no cérebro desses camundongos. Verificou-se a
expressdo basal da proteina nas amostras de animais controles (Figura 3 A e B).
Entretanto, apos imunizacédo, é observado um aumento nos niveis de SOCS2 no cérebro
dos animais, o que pode sugerir um papel da molécula durante o desenvolvimento da

doenca (Figura 3 A e B).
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Figura 3. Expressao de SOCS2 no cérebro de animais induzidos por EAE. Amostras de cérebro de camundongos
WT foram coletadas e homogeneizadas para as analises por Western Blotting. (A) Producdo de SOCS2. (B) Grafico de
normaliza¢do e mostrado. B-actina foi usada como controle para normalizagdo. Os dados s&o representativos de um
em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM.

Observamos também o desenvolvimento da doenca nos animais WT e SOCS2
até o pico da doenca. Foi avaliado o score clinico e também o desenvolvimento da massa
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corporal (Figura 4 A e B). Também, a incidéncia de animais que apresentaram qualquer

sinal da doenca em um determinado periodo de tempo é demonstrada (Figura 4 C).

Animais WT apresentaram o inicio dos sintomas em geral 11 dias apds a
imunizagao, alcangando o pico em 14 dpi (Figura 4 A). Por outro lado, os animais com
deficiéncia de SOCS2 foram resistentes a EAE nesse periodo de tempo, com severidade
claramente reduzida quando comparada com os animais do tipo selvagem (Figura 4 A).
A evolucao da massa corporal seguiu-se com uma correlacdo com a severidade clinica
dos animais. Animais WT apresentaram significativa perda de peso, uma caracteristica
marcante da doenca severa. Ao contrario, animais SOCS2” apresentaram massa
corporal semelhante aos animais controles (Figura 4 B). Na fase inicial da doenca, a
deficiéncia de SOCS2 resulta em diminui¢cdo da incidéncia dos sinais clinicos quando
comparado com os animais WT. No grupo deficiente de SOCS2, menos animais
apresentaram qualquer sinal da doengca em 11 e 12 dias apés a inducao (Figura 4 C). Por
outro lado, animais WT apresentaram alta incidéncia da doenca ja no inicio da fase clinica

da mesma, como esperado (Figura 4 C).
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Figura 4. Desenvolvimento de EAE em animais WT e SOCS2”-. Camundongos WT e SOCS2” receberam injecdo
subcuténea de MOG em CFA para a indugdo de EAE. Escore clinico (A), peso (B) e a incidéncia (C) de EAE foram

monitorados. Os dados séo representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias
+/- SEM. *p <0.05, **p=0.01, #p <0.001.

4.2. A expressdo de SOCS2 é associada com a expressao de 5-LO/AhR
durante EAE

Relatos na literatura demonstram que a expressao de SOCS2 pode ser influenciada

por diferentes vias de sinalizacdo, entre elas a via do &cido araquidénico, o qual pode ser

processado pela enzima 5-LO, gerando mediadores que sdo capazes de se ligar ao

receptor AhR e através deste regular a expressao do gene socs2 (Machado et al, 2006;
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McBerry et al, 2012). Para verificar este mecanismo no modelo de EAE, nés inicialmente
analisamos a expressao destas moléculas apds imunizagdo dos animais. EAE foi induzida
nos animais WT e SOCS2” e os niveis de 5-LO e AhR no cérebro desses camundongos
foram analisados por Western Blotting. Como demonstrado na figura 5, o nivel de
expressao tanto de 5-LO (Figura 5 A e B) quanto de AhR (Figura 5 A e C) € aumentado
no cérebro dos animais WT aos 14 dias ap0s a indugdo da doenca. Em contrapartida, a
deficiéncia de SOCS2 resultou em diminuicdo desses niveis durante o mesmo periodo de
tempo (Figura 5 A-C). Esses dados sugerem que a expressdo de SOCS2 é de alguma

forma associada com a expresséo de 5-LO/AhR durante o desenvolvimento da EAE.
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Figura 5. Expresséo de 5-LO e AhR no cérebro de animais WT e SOCS27 14 dias ap6s indug&o de EAE. Amostras
de cérebro de camundongos WT e SOCS2” foram coletadas e homogeneizadas para as andlises por Western Blotting.
(A) Produgéo de 5-LO e AhR. Gréficos de normalizacéo dos Blots para (B) 5-LO e (C) AhR s&o mostrados. B-actina foi
usada como controle para normalizacao. Os dados séo representativos de um em trés experimentos independentes e
apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05

57



Como mostrado na Figura 5, a expressdo de SOCS2 esta relacionada com a
expressdo de 5-LO/AhR. Diante disso, também foi induzida EAE em animais AhR” e
comparamos o desenvolvimento da fase inicial da doenga nesses animais e em animais
WT. Assim como animais SOCS2”, os camundongos AhR” s3o resistentes a EAE. Eles
apresentam severidade, perda de peso e incidéncia muito reduzidos em comparacao aos

animais do tipo selvagem na primeira fase de EAE (Figura 6 A, B e C).
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Figura 6. Camundongos AhR" s&o altamente resistentes ao desenvolvimento de EAE na fase de pico dadoenca.
Camundongos WT e AhR - receberam injecdo subcutdnea de MOG em CFA para a indugdo de EAE. Score clinico (A),
peso (B) e incidéncia de EAE (C) foram monitorados. Os dados sdo representativos de um em trés experimentos
independentes e apresentados como médias +/- SEM.*p<0.05, #p<0.001
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4.3. SOCS2 regula a inflamacdo no SNC dos camundongos durante a fase
aguda de EAE

A inflamag@o no SNC é um evento caracteristico na EAE. A fase de pico de
severidade associa-se com elevado nivel de inflamacéao no tecido nervoso dos animais.
Sendo assim, analises histolégicas foram realizadas no cérebro e medula espinhal de
animais WT e SOCS2”- 14 dias ap0s a inducdo da doengca. Como visto na figura 7, os
tecidos dos animais controle apresentaram aparéncia normal e saudavel, sem qualquer
alteracdo. Em relacéo aos tecidos de animais doentes, no cérebro a diferenca no nivel de
inflamacéo foi marcante entre as duas linhagens de camundongos. As amostras de
tecidos dos animais WT demonstraram um pronunciado infiltrado de células
mononucleares no neuropil, predominantemente no tronco cerebral, sob o hipocampo.
Por outro lado, os animais com deficiéncia de SOCS2 apresentaram menor dano cerebral
ao longo do parénquima, com inflamacdo média (Figura 7). A medula espinhal dos
animais WT apresentou alto nivel de inflamagéao de mielina, com intenso infiltrado celular,
diferentemente dos animais SOCS27, os quais apresentaram mielite de média a
moderada neste local (Figura 7). Esses dados correlacionam-se com o perfil clinico dos
animais apresentado na figura 4.

O perfil de inflamacéo no SNC no pico da doenca reflete diretamente nos aspectos
locomotores dos animais. Como mostra a figura 8, os animais WT apresentam
significativa debilidade locomotora, resultando em prostracdo devido a paralisia de
membros; foi também observada incontinéncia urinaria em alguns casos, indicativo de

elevada severidade da doenga. Ao contrario dos animais do tipo selvagem, os animais
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deficientes de SOCS2 possuem uma leve dificuldade de equilibrio em alguns casos,

porém sem afetar de forma significativa a locomoc¢ao dos mesmos.

CONTROL 14 DIAS

— . SR
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Figura 7. A auséncia de SOCS2 resulta em reducado da inflamagdo no SNC durante a fase de pico da EAE.
Histologia de secgdes de cérebro (tronco cerebral) e medula espinhal de animais WT e deficientes em SOCS2 e
mostrada. Os animais controle possuem aparéncia histolégica normal. Cérebro: camundongos WT EAE mostraram um
infiltrado intenso e extenso de células mononucleares (asterisco). Camundongos SOCS2 EAE com inflamacéo
perivascular moderada (asterisco). Medula espinhal: camundongos WT induzidos por EAE mostraram intensa mielite
caracterizada por infiltrado de células mononucleares (asterisco). Animais SOCS2 EAE com mielite média a moderada
(asterisco). Ampliacéo original: 100x. Os dados sdo representativos de um em dois experimentos independentes.
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Figura 8. O perfil de inflamacdo no SNC dos animais reflete nos aspectos fisicos dos mesmos. Fotos
representativas mostrando a aparéncia fisica dos camundongos WT e SOCS2” em 14 dpi. Os dados s&o
representativos de um em trés experimentos independentes.

Conforme estudos apresentados por outros grupos, AhR esta envolvido de forma
direta na severidade da EAE (Veldhoen et al, 2008; Lee et al,2012; Duarte et al, 2013).
Isso foi corroborado em nosso trabalho (Figura 6). Foi realizada entdo analise histologica
da medula espinhal dos animais deficientes do receptor para analise da inflamacéo neste
sitio a fim de relaciona-lo com o perfil clinico apresentado pelos animais. De fato, como
mostrado na Figura 9, os animais deficientes de AhR induzidos por MOG desenvolvem
inflamacéo discreta a moderada na medula espinhal 14 dias apds imunizacédo, reduzida
se comparada com os animais WT (Figura 9). Os camundongos WT e AhR” controles
apresentam histologia normal (Figura 9). Estes dados sugerem entéo a correlacdo entre
a severidade reduzida nesses animais e o baixo nivel de inflamac¢do na medula espinhal.
Diante disso, AhR bem como SOCS2 se mostram como moléculas de grande importancia
para o desenvolvimento de EAE nos animais, sendo que ambas estao relacionadas a

papel prejudicial na fase inicial da doenca.

61



14 DIAS

Figura 9. Animais AhR” apresentam inflamagdo discreta a moderada na medula espinhal 14 dias ap6s
imunizagcdo com MOG. Histologia de sec¢es da medula espinhal de animais deficientes em AhR. Os animais AhR”
ndo induzidos foram utilizados como controle e possuem aparéncia histolégica normal. Camundongos induzidos por
EAE mostraram mielite discreta a moderada em 14 dpi (asterisco). Amostras de animais saudaveis foram utilizadas
como controle. Amplia¢&o original: 100x. Os dados sao representativos de um em dois experimentos independentes.

4.4. A deficiéncia de SOCS2 resulta em alteragdo do infiltrado de linfocitos T
no SNC

Evento crucial para o estabelecimento do processo inflamatério no SNC apés a

inducéo € a chegada de células T CD4 que foram estimuladas na periferia. Estas células

penetram o tecido nervoso e sdo os principais fatores desencadeadores da inflamacéo.

Andlise por citometria de fluxo tanto no cérebro quanto na medula espinhal de 14
dpi revela que a deficiéncia de SOCS?2 altera o infiltrado de células T no SNC. No cérebro,
a frequéncia de linfocitos T expressando IFN-y e linfocitos T expressando IL-17 foi
reduzida em amostras de animais SOCS2”-, quando comparado com os animais do tipo
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selvagem (Figura 10 A). Além do mais, a populagéo de células Treg (FoxP3+) também foi
reduzida nos animais deficientes (Figura 10 A). Em relacdo ao tecido medular, excetuando
a populacao de linfocitos Th17 (IL-17+), a qual ndo apresentou diferenca estatistica entre
ambas linhagens, o perfil do infiltrado de células T IFN-y+ e FoxP3+ foi similar aquele

encontrado no cérebro (Figura 10 B).
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Figura 10. SOCS2 regula o infiltrado de linfécitos no SNC durante EAE. Em 14 dpi, o cérebro e medula espinhal
de camundongos WT e SOCS2” foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por citometria de fluxo. A
porcentagem de células CD3*CD4*'FN-y*, CD4*CD25*FoxP3* e CD4*CD3*IL-17* do total foi avaliada no (A) cérebro e
(B) medula espinhal. (N= 6 animais por grupo). Os dados s&o representativos de um em dois experimentos
independentes. *p <0.05.
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4.5. SOCS2regula asecrecdo de importantes citocinas no SNC durante EAE
Apds o acumulo de células ativadas no SNC, a liberacdo de citocinas pelas
mesmas possui importancia crucial nos eventos inflamatérios. Realizamos entdo a anélise
de citocinas importantes no cérebro dos animais na fase de pico da doenga. Como
mostrado, tanto IFN-y quanto IL-6 sao significativamente reduzidas nos animais
deficientes de SOCS2 (Figura 11 A e B, respectivamente). Por outro lado, IL-17, TNF-a e
a citocina reguladora TGF-p ndo apresentam diferenca significativa entre ambos grupos

de camundongos (Figura 11 C-E, respectivamente).
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Figura 11. Niveis de citocinas no cérebro de animais SOCS2 no pico de EAE. Em 14 dpi, o cérebro dos
camundongos WT e SOCS2”- foram coletados, homogeneizados e submetidos a anélise por ELISA. A secrecio de (A)
IFN-y, (B) IL-6, (C) IL-17e (D) TNF-a e (E) TGF-B foi medida. (N= 4 animais por grupo). Dados sdo representativos de
um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001

Paralelamente, foi realizada ELISA para andlise da producdo de algumas
importantes citocinas no cérebro dos camundongos WT e AhR™, tais como IFN-y, IL-17,

IL-6, TNF-a e TGF-B (Figura 12 A-E, respectivamente). A secrecdo de IFN-y e IL-17 foi
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reduzida nos animais deficientes de AhR (Figura 12 A e B, respectivamente). Por outro
lado, a producdo de TNF-a, IL-6 e TGF-B ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (Figura 12 C-E, respectivamente). Como discutido anteriormente, IFN-y e IL-
17 sao citocinas que possuem papel central durante o desenvolvimento de EAE,

aumentando a inflamac&o no local e, com isso, resultando em danos ao SNC do animal.
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Figura 12. A deficiéncia de AhR altera a produc¢ao de IFN-y e IL-17 nos animais 14 dias apds a indugdo. Em 14
dpi, o cérebro dos camundongos WT e AhR”- foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por ELISA. A
secrecdo de (A) IFN-y, (B) IL-17 (C) IL-6 (D) TNF-a e (E) TGF-B foi medida. (N= 4 animais por grupo). Os dados sdo

representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05
4.6. Aproducadode CCL-5édiminuidano cérebro decamundongos deficientes

de SOCS2

Em seguida foi realizada a analise da secrecdo de CCL-2 e CCL-5 no cérebro
(Figura 13 A e B) e também na medula espinhal (Figura 13 C e D). Como ja discutido
anteriormente, essas duas quimiocinas possuem importante papel em recrutar linfocitos

T para o SNC durante o mecanismo inflamatério. A deficiéncia de SOCS2 associou-se

com a diminuicdo de CCL-5 no cérebro dos animais com EAE (Figura 13 B). Por outro
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lado, a producédo de CCL-2 apresentou tendéncia menor de produgcdo nos animais
deficientes, porém nao foi constatada diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (Figura 13 A). Na medula espinhal, a produgéo dessas quimiocinas € similar entre
os animais WT e SOCS2 (Figura 13 C e D). Esses dados sugerem que SOCS2 esta
associado com a producgdo de CCL-5, um fator crucial para o recrutamento de linfocitos

T, no cérebro dos animais.
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Figura 13. O cérebro de animais SOCS2” apresenta alterac&o no nivel de CCL-5 na fase de pico dadoenga. Em
14 dpi, o cérebro e medula espinhal de camundongos WT e SOCS2- foram coletados, homogeneizados e submetidos
a analise por ELISA. A secre¢éo de CCL-2 e CCL-5 no cérebro (A e B) e medula espinhal (C e D) e apresentada. (N=
4 animais por grupo). Os dados sao representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como
médias +/- SEM.. *p <0.05.

4.7. A auséncia de SOCS2 altera a producdo periférica de citocinas e
guimiocinas
Verificamos também a producéo de algumas citocinas e quimiocinas tanto no baco

quanto no timo dos animais 14 dias apds a inducdo de EAE. No baco, ha reduzida
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producéo de IFN-y e TNF-a nos animais nocautes (Figura 14 A e B, respectivamente). Ja
a producédo de IL-17, TGF-, CCL-2 e CCL-5 nao apresentou diferenca entre ambos

grupos de animais (Figura 14 C,D,E e F, respectivamente).
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Figura 14. Producdao esplénica de citocinas e quiocinas em 14 dpi. Em 14 dpi, o ba¢o dos camundongos WT e
SOCS2 foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por ELISA. A secrecdo de (A) IFN-y (B) TNF-a,
(C) IL-17, (D) TGF-B, (E) CCL-2 e (F) CCL-5 foi medida. (N= 4 animais por grupo). Dados sé&o representativos de um
em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001

Por outro lado, no timo todas as moléculas analisadas apresentam significativa
redug&o nos animais deficientes de SOCS2. Com isso, IFN-y, TNF-q, IL-17, TGF-$, IL-6,

CCL-2 e CCL-5 sao diminuidas no timo desses animais (Figura 15 A-G, respectivamente).

Estes resultados sugerem que camundongos SOCS2” possuem deficiéncia na

producéo periférica de importantes citocinas e quimiocinas apés a imunizacdo com MOG.
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Figura 15. Producdo timica de citocinas e quiocinas em 14 dpi. Em 14 dpi, o cérebro dos camundongos WT e
SOCS2 foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por ELISA. A secregdo de (A) IFN-y (B) TNF—a,
(C) IL-17, (D) TGF-B, (E) CCL-2, (F) CCL-2 e (G) CCL-5 foi medida. (N= 4 animais por grupo). Dados s&o representativos
de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001

4.8. SOCS2 regula a expressdo do Fator Regulatério de Interferon 1 (IRF-1)
durante EAE

Apoés inducdo de EAE, IRF-1 induz a desmielinizacdo no tecido nervoso dos

animais e regula positivamente a expressdo de Caspase-1l. Foi analisada entdo a

expressado de IRF-1 no cérebro de animais de ambas as linhagens por Western Blotting

em 14 dpi (Figura 16 A e B). Como pode ser observado, a expressao de IRF-1 no cérebro

dos animais deficientes para SOCS2 é fortemente reduzida, sugerindo que SOCS2 esta
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de alguma forma relacionado com a modulacido da expressdo de IRF-1 na EAE. E
importante ressaltar que animais nocautes jA apresentam reducdo significativa da
expressdo da molécula desde seus niveis basais, como verificado nas amostras dos

animais controles WT e SOCS2” (Figura 16 A e B)
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Figura 16. A producdo de IRF-1 é reduzida com a auséncia de SOCS2 durante EAE. Animais WT e SOCS2"
receberam injecao subcutanea de MOG em CFA para a indugcdo de EAE. (A) Amostras de cérebro de camundongos
WT e SOCS2 KO foram coletadas e homogeneizadas para as andlises de IRF-1 por Western Blotting. (B) Grafico de
normalizacdo do Blot € mostrado. B-actina foi usada como controle para normalizacdo. Dados representativos de um
em trés experimentos independentes. #p <0.001

4.9. A geracdo/expansdo de células T no baco é alterada em animais
deficientes de SOCS2

Depois, foi analisado o perfil populacional de células T na periferia,

especificamente no baco, em 14 dpi. Como apresentado na Figura 17, linfécitos T

positivos para IFN-y ndo apresentaram diferenca entre ambas linhagens de animais. Em

contrapartida, células T IL-17+ foram reduzidas no baco de animais SOCS2” (Figura 17

B). Por outro lado, a populacéo de linfécitos T FoxP3+ € aumentada nos animais nocautes

(Figura 17 C).
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Figura 17. Auséncia de SOCS2 estéa relacionada com alteragdo da populagéo de células Th17 e Treg no bago.
Em 14 dpi, o baco de camundongos WT e SOCS2” foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por
citometria de fluxo A porcentagem de células (A) CD3*CD4*'FN-y*, (B) CD4*CD3*IL-17* e (C) CD4*CD25*FoxP3* do
total foi avaliada no bago (N= 6 animais por grupo). Os dados s&o representativos de um em dois experimentos
independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05.

4.10. Camundongos SOCS2’ tém deficiéncia na geracdo de células T
inflamatdrias nos estagios clinicos iniciais da EAE

Uma vez que células T inflamatorias estédo reduzidas no SNC de animais nocautes

assim como os linfécitos Th17 no baco desses animais na fase de pico da doenca, nos
perguntamos se a geracao dessas células nos estagios anteriores ao pico ja estaria
prejudicada. Foi realizada entdo analise por citometria de fluxo para verificarmos as
populacdes de células T no baco em 11 dpi, periodo de tempo o qual inicia-se os sinais
clinicos da doenca e onde é caracterizada a chegada dos linfocitos ao SNC. Como
apresentado na Figura 18, tanto linfécitos expressando IFN-y quanto aqueles
expressando IL-17 foram reduzidos no 6rgdo esplénico de camundongos SOCS2”- em 11
dpi, indicando uma deficiéncia na sua geracédo desde 0s estagios iniciais pelos animais
nocautes (Figura 18 A e B, respectivamente). A populacdo de linfécitos Treg nao
apresentou diferenca significativa entre ambas as linhagens de camundongos (Figura 18

C)
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Figura 18. Camundongos SOCS2” apresentam deficiéncia na geragdo esplénica de células inflamatérias nos
estagios clinicos iniciais de EAE. Em 11 dpi, o bago de camundongos WT e SOCS2’ foram coletados,
homogeneizados e submetidos a andlise por citometria de fluxo. A porcentagem de células (A) CD3*CD4*'FN-y*, (B)
CD4*CD3*IL-17* e (C) CD4*CD25*FoxP3* do total foi avaliada no bago. (N= 6 animais por grupo). Os dados sao
representativos de um em dois experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05.

4.11. A auséncia de SOCS2 é benéfica no inicio da EAE, porém prejudicial na
fase de recuperacédo da doenca

Apos a fase de pico inflamatorio, ocorre a fase de remissdo da doenga onde os
animais WT apresentam melhora dos sinais clinicos. Induzimos EAE nos animais do tipo
selvagem e deficientes de SOCS2 e avaliamos o desenvolvimento da doenca até a fase
tardia da mesma, considerando 28 dpi como suficientes para a andlise. Animais com
auséncia da proteina SOCS2 nédo possuem a capacidade de recuperacdo apos o pico da
doenca (Figura 19 A-C). O pico de EAE nesses animais é alcancado tardiamente, em 17
dpi, 0 que é cerca de 3 dias ap06s os animais WT (Figura 19 A). Porém, apds o pico ser
alcancado, de forma diferente dos animais do tipo selvagem, camundongos SOCS2-- ndo
possuem capacidade de recuperacdo dos danos agudos da doenca. Eles iniciam o
processo de remissao dos sinais clinicos, mas logo apés isso 0s mesmos perdem o perfil
remissivo observado no grupo WT, permanecendo com escore elevado até o final da

avaliacao (Figura 19 A). A perda de peso, bem como a recuperagdo da massa corporal
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nesses animais € menos evidente quando se comparado com os animais WT (Figura 19
B). Além do mais, ap0s 14 dpi todos os animais apresentam algum sinal clinico da doenca,
0 que resulta em incidéncia igual entre ambas as linhagens (Figura 19 C). Juntos, esses
resultados sugerem que a proteina SOCS2 possui importante papel também na segunda
fase da doenca, a fase de remissdo. Porém, ao contrario da primeira fase de EAE, a

auséncia da proteina € prejudicial para a recuperacao do animal.
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Figura 19. SOCS2 ¢é crucial para o processo de remissdo dos sinais clinicos. Camundongos WT e SOCS2"
receberam injecdo subcutanea de MOG em CFA para a indugéo de EAE. Escore clinico (A), peso (B) e a incidéncia
(C) de EAE foram monitorados até 28 dias ap6s inducdo. Os dados séo representativos de um em trés experimentos
independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001.
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Diferentemente dos animais SOCS2”, camundongos deficientes de AhR s&o
resistentes a severidade de EAE também na fase resolutiva da doenga. Os animais
nocautes apresentaram escore reduzido em todos os periodos de tempo monitorados e
o0 pico do grupo foi alcangado no dia 19 apés a imunizagdo, sendo logo depois observada
a reducdo do mesmo (Figura 20 A). A massa corporal destes animais teve seu
desenvolvimento de forma similar a dos camundongos controles (Figura 20 B). Com
relacéo a incidéncia, exceto no dia 15, a qual foi a mesma (100%), esta foi sempre menor
nos animais AhR” (Figura 20 C).

Juntos, esses dados sugerem que tanto AhR quanto SOCS2 desempenham papel
importante no estabelecimento da EAE, porém SOCS2 se torna mais relevante durante a

fase resolutiva da doenga.
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Figura 20. Animais deficientes de AhR s&o resistentes a EAE. Camundongos WT e AhR” receberam injegéo
subcuténea de MOG em CFA para a indu¢do de EAE. Escore clinico (A), peso (B) e a incidéncia (C) de EAE foram

monitorados até 28 dias apds inducdo. Os dados séo representativos de um em trés experimentos independentes e
apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001.

4.12. O SNC de animais SOCS2’ na fase tardia de EAE apresenta perfil
inflamatadrio inverso do apresentado na fase de pico

Uma vez que na fase aguda da doenca os animais WT possuem elevado nivel de

inflamac&o no SNC e os camundongos nocautes sdo acometidos de inflamacéo média a

moderada (Figura 7), na fase tardia acontece exatamente o inverso. A medula espinhal

dos animais nocautes possui desmielinizacdo e meningomielite intensa e extensiva,
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sendo que os WT exibem meningomielite moderada a média (Figura 21). No cérebro, ha
infiltrado celular médio nos animais SOCS2 e encefalite moderada nos camundongos

do tipo selvagem (Figura 21).
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Figura 21. Animais SOCS2" apresentam elevado nivel de inflamagdo no SNC durante fase tardia de EAE.
Histologia de secc¢des da medula espinhal e cérebro (tronco cerebral) de animais WT e deficientes em SOCS2. Os
animais controle possuem aparéncia histolégica normal (Figura 6 e dados ndo mostrados). Medula espinhal:
camundongos WT induzidos por EAE exibiram meningomielite focal média a moderada (asterisco). Animais SOCS2+
com EAE apresentaram desmielinizagdo e meningomielite intensa e extensiva (asterisco). Cérebro: camundongos WT
EAE mostraram encefalite moderada (asterisco). Camundongos SOCS2/ EAE com infiltrado inflamatdrio médio
(asterisco). Ampliacao original: 100x. Os dados s&o representativos de um em trés experimentos independentes.

Os aspectos locomotores dos animais também estéo de acordo com estes dados.
Em 28 dpi, a deficiéncia na locomocao € significativamente maior nos animais nocautes,
com grande parte dos animais apresentando paralisia de cauda e de patas posteriores.
Ndo é observada a incontinéncia urinaria em ambas as linhagens. Os animais WT

recuperam a capacidade de andar utilizando todas as patas, porém as sequelas da fase
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aguda sdo presentes e estes apresentam pequena dificuldade locomotora ao andar
(Figura 22). Estes resultados estdo de acordo com a analise clinica observada durante

essa fase da doenca (Figura 19 A e B).

SOCS2+

Figura 22. Camundongos SOCS2’ possuem maior dificuldade locomotora 28 dias apés imunizagdo. Fotos
representativas mostrando a aparéncia fisica dos camundongos WT e SOCS2” em 14 dpi. Os dados s&o
representativos de um em trés experimentos independentes.

4.13. A populacéo de células T inflamatdrias é aumentada no SNC de animais
SOCS27 na fase tardia de EAE

Posteriormente, realizamos analise da populacao de linfécitos T CD4+ no cérebro

e medula espinhal dos animais em 28 dias ap0s a imunizacdo, perfazendo a fase de

remissdo da doenca. Fato importante é o controle da populacdo de células inflamatorias

nessa fase nos animais do tipo selvagem, o que estéa relacionado com a diminuicdo da
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inflamacéo e subsequentemente a remissao dos sinais clinicos da doenga nos animais

WT.

Ao contrario da fase aguda da doenca, onde a populacdo de linfocitos T é
diminuida nos animais nocautes tanto no cérebro quanto na medula espinhal (Fig. 10 A e
B, respectivamente), a fase tardia apresenta algumas alteracdes nesse quadro. Em 28
dpi, a populacéo de células expressando IFN-y é significativamente maior tanto no cérebro
quanto na medula espinhal dos animais deficientes de SOCS2 (Figura 23 A e B,
respectivamente) quando comparamos com os animais WT. Por outro lado, a frequéncia
de células T IL-17* também est4 maior no cérebro (Figura 23 A). Nao detectamos
diferenca nessa populacdo de células na medula espinhal entre ambas as linhagens de
camundongos (Figura 23 B). Células expressando FoxP3 ndo apresentaram diferenca
entre 0s animais, tanto no cérebro quanto na medula espinhal (Figura 23 A e B,

respectivamente).
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Figura 183. A populacéo de linfocitos T ativados é aumentada no SNC de animais SOCS2* na fase tardia de
EAE. Em 28 dpi, o cérebro e medula espinhal de camundongos WT e SOCS2-- foram coletados, homogeneizados e
submetidos a andlise por citometria de fluxo. A porcentagem de células CD3*CD4*'FN-y*, CD3*CD4*IL-17* e
CD4*CD25*FoxP3* do total foi avaliada no (A) cérebro e (B) medula espinhal. (N= 6 animais por grupo). Os dados sdo
representativos de um em dois experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05.

4.14. O bago deficiente de SOCS2 produz mais linfocitos T IL-17+ e FoxP3+ na
fase tardia de EAE
Como vimos na figura 18, ha geracao/expanséo reduzida de linfécitos expressando

IFN-y no baco de animais nocautes na fase de pico da doenca. Entretanto, na fase de
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remissao nao ocorre diferenca na frequéncia desse tipo celular entre ambas as linhagens
de camundongos com EAE. Por outro lado, a populagéo de células T IL-17+ bem como
aguelas expressando FoxP3 foi significativamente aumentada nos animais deficientes de
SOCS2 (Figura 24 B e C, respectivamente). Juntos, estes dados sugerem que animais
deficientes ndo possuem aparentemente dano na producdo de células T esplénicas na
fase tardia da doenca, pelo contrario, com aumento de sua produc¢do quando comparado

com os animais do tipo selvagem no mesmo periodo de tempo.
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Figura 194. O baco deficiente de SOCS2 produz mais linfécitos T na fase tardia de EAE. Em 28 dpi, o bago de
camundongos WT e SOCS2” foi coletado, homogeneizado e submetido a andlise por citometria de fluxo. A
porcentagem de células (A) CD3*CD4*'FN-y*, (B) CD4*CD3*IL-17* e (C) CD4*CD25*FoxP3* do total foi avaliada. (N=
6 animais por grupo). Dados séo representativos de um em dois experimentos independentes e apresentados como
médias +/- SEM. #p <0.001.

4.15. Fatores inflamatérios sdo elevados no cérebro de animais SOCS27 28
dias ap6s ainducédo de EAE

Para corroborar com os resultados de histologia e da populacdo de células T,

avaliamos os niveis de IFN-y, IL-17, TNF-a (Figura 25 A-C, respectivamente) assim como

das quimiocinas CCL-2 e 5 (Figura 25 D e E, respectivamente) no cérebro dos animais

28 dias apos a imunizagcdo dos mesmos com MOG. Encontramos que tanto IFN-y quanto

IL-17 estdo aumentadas nos animais com deficiéncia de SOCS2 (Figuras 25 A e B,

79



respectivamente). Nao foi verificada diferenca nos niveis de TNF-a entre as duas
linhagens de camundongos (Figura 25 C). Por outro lado, niveis aumentados de CCL-2 e
CCL-5 foram detectados nas amostras de animais nocautes quando comparado com o

grupo do tipo selvagem (Figuras 25 D e E, respectivamente).
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Figura 25. Producédo de fatores inflamatdrios no cérebro dos animais em 28 dpi. Em 28 dpi, o cérebro dos
camundongos WT e SOCS2”- foram coletados, homogeneizados e submetidos a andlise por ELISA. A secrecio de (A)
IFN-y (B) TNF-q, (C) IL-17, (D) CCL-2 e (E) CCL-5 foi medida. (N= 4 animais por grupo). Dados séo representativos de
um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p <0.001

De acordo com resultados preliminares do grupo, SOCS2 pode estar envolvido na
regulacdo negativa de NLRP3 durante a EAE. Além do mais, recentes estudos
demonstram que outro membro da familia SOCS, SOCS1, inibe a atividade do
inflamassoma apoés tratamento com IFN-B em animais com EAE (Inoue et al, 2012).

Diante disso, a partir de agora focamos nosso estudo sobre a importancia de NLRP3 em

células residentes do SNC durante EAE.
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4.16. O inflamassoma NLRP3 é fortemente responsivo ao estimulo de ATP em
macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Como experimentos iniciais, n0s analisamos a ativacdo de NLRP3 ap0s estimulo
com um dos seus melhores agonistas, o ATP. Células BMDM (Bone Marrow-Derived
Macrophages: macréfagos derivados da medula 6ssea) foram tratadas com LPS ou
LPS+ATP. O tratamento com LPS se deu por 3 horas e apos isso o ATP foi aplicado por
30 ou 60 minutos. Células néo tratadas foram utilizadas como controle. Primeiramente,
foi avaliada a secre¢éo de IL-1f3 e caspase-1 ativada no sobrenadante da cultura, através
do ensaio de ELISA e WB, respectivamente (Figura 26 A e B). Como esperado, o
tratamento com LPS néo induziu a expresséo tanto de IL-13 (Figura 26 A) quanto de
caspase-1 (Figura 26 B). Por outro lado, a adicdo do ATP apdés o tratamento com LPS
resulta em alto nivel de secre¢cdo de ambas moléculas ativadas. A estimulacdo de ATP
tanto com 30 minutos quanto em 60 minutos aumentou de forma similar a liberagéo de IL-
18 (Figura 26 A) e caspase-1 clivada (Figura 26 B). Diante disso, em todos o0s

experimentos posteriores assumimos o estimulo de ATP por 30 minutos.
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Figura 26. BMDM secretam altos niveis de IL-18 e caspase-1 clivada apds estimulo com ATP. BMDM foram
tratadas com LPS por 3h e estimuladas ou ndo com ATP por 30 e 60 minutos. O sobrenadante da cultura foi coletado
e andlise de (A) IL-1p por ELISA e (B) caspase-1 por W.B. foi realizada. Amostras de células ndo tratadas foram
utilizadas como controle. Dados séo representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como
médias +/- SEM. #p <0.001.
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Em seguida, foi realizada analise da ativacdo do inflamassoma em BMDM por
microscopia confocal. Através dessa técnica, ap0s a marcagdo com 0s anticorpos que
reconhecem os componentes do inflamassoma, pode-se verificar diretamente a formacao
do complexo através da visualizacdo dos specks. F4/80 foi aplicado para a marcacao das
células BMDM e anticorpos para NLRP3 ou Caspase-1 foram utilizados para avaliacédo
do inflamassoma. DAPI foi utilizado para a marcacéo do nucleo celular. Como mostrado
na Figura 27, células ndo tratadas e aquelas tratadas apenas com LPS ndo apresentam
a formacéao dessas particulas (Figura 27 A e B, respectivamente). Por outro lado, fomos
capazes de encontrar os specks quando estimulamos as células com ATP apés
tratamento com LPS (Figura 27 C).

Uma vez que as células BMDM apresentam eficiente ativacdo do inflamassoma
NLRP3 apos estimulo com ATP, essas células foram utilizadas como controles positivos

em experimentos posteriores.
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Figura 207. ATP induz a formac&o dos specks de NLRP3 em BMDM. (A) Células néo tratadas foram utilizadas como
controle. (B) Células BMDM foram tratadas com LPS por 3 horas. (C) ApoOs tratamento com LPS, células foram
estimuladas com ATP por 30 minutos. Microscopia confocal foi realizada e as células foram marcadas para o nicleo
(DAPI), NLRP3 ou Caspase-1 e F4/80. Specks séo indicados pelas setas. Dados sdo representativos de um em trés
experimentos independentes.
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4.17. A atividade do inflamassoma NLRP3 no SNC é um fator que amplifica a

severidade de EAE

N&o esta esclarecido ainda se a atividade de NLRP3 especificamente no SNC é
um fator importante durante a EAE. Diante disso, inicialmente nds avaliamos a secrecao
de caspase-1 por células F4/80+ do cérebro e medula espinhal dos animais no pico da
doenca. Para tal, os tecidos de 4 animais imunizados foram utilizados e processados para
isolamento de células F4/80+. ApoOs isolamento, essas células foram plaqueadas e
mantidas em cultura por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, o sobrenadante e o
lizado celular foram utilizados para WB. Como indicado na Figura 28 A, ha ativacdo da
caspase-1 no SNC, ao menos no cérebro, de animais durante a fase de pico. Entretanto,
apenas com esse resultado ndo podemos ainda estabelecer se essa ativacao de caspase-
1, a qual sugere atividade do inflamassoma NLRP3, ocorre em células residentes do SNC
ou se provém de células que infiltraram o tecido ap6s o inicio da doenca. Para
confirmarmos a importancia de NLRP3 especificamente no SNC durante o
desenvolvimento da doenca, foram desenvolvidas quimeras com camundongos WT e
NLRP3”. A irradiacdo elimina células da medula éssea, porém as células do SNC sé&o
resistentes. Apos a irradiacdo em animais WT e deficientes de NLRP3, a transferéncia de
células WT para camundongos recipientes NLRP3” e vice-versa foi realizada e, 6
semanas apos, a EAE foi induzida. Como podemos observar na Figura 28 B, animais
NLRP3’ que receberam células de medula éssea de camundongos WT desenvolvem
EAE de forma menos severa. Isso sugere que NLRP3 especificamente no SNC & um fator

gue amplifica a severidade de EAE.
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Figura 28. A atividade de NLRP3 é importante para a amplificagdo da severidade de EAE. (A) EAE foi induzida
nos animais WT e 17 dias ap6s a inducao, células F4/80+ do cérebro e medula foram isoladas e plaqueadas overnight.
O sobrenadante foi coletado e a expressao caspase-1 foi analisada por W.B. (B) Quimeras de animais C57BL/6
recipientes para células de medula 6ssea de NLRP3 doadores (H) e vice-versa (0) foram desenvolvidas. 8 semanas
apos a transferéncia de células da medula 6ssea camundongos foram imunizados e EAE foi monitorada. (N= 4 animais
por grupo). Dados séo representativos de um em dois experimentos independentes e apresentados como médias +/-
SEM. *p <0.05, #p<0.001.

Juntos, esses resultados sugerem que a atividade do inflamassoma NLRP3 de
forma especifica no SNC possui papel relevante durante a EAE. Porém, qual tipo de célula
residente esta associado com esse processo ainda ndo podemos indicar a esse ponto.
Como microglia e astrocitos sdo as células residentes que estdo envolvidas no
desenvolvimento do processo inflamatério durante a patogénese da EAE, nés avaliamos

o inflamassoma nesses tipos celulares nos experimentos subsequentes.

4.18. Atividade de NLRP3 em micréglia apés estimulo com ATP
Trabalhos prévios sugerem que microglia pode apresentar ativacdo de NLRP3,
uma vez que, por exemplo, em alguns modelos ha secrecdo de IL-1B por estas células.

Para confirmar se existe atividade do inflamassoma em micréglias, verificamos entdo a
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secrecdo de IL-1B e caspase-1 nos sobrenadantes de cultura de micréglia sob
estimulacdo por ATP. De fato, apds o estimulo por ATP € encontrado alto indice de
secrecdo de IL-1B nos sobrenadantes (Figura 29 A), assim como € verificada a expressao

da caspase-1 ativa nos mesmos sobrenadantes (Figura 29 B)
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Figura 29. Microglia produz IL-1B e caspase-1 apds estimulo com ATP. Microglias foram tratadas com LPS por 3
horas e estimuladas ou ndo com ATP por 30 minutos. O sobrenadante da cultura foi coletado e andlise de (A) IL-15 por
ELISA e (B) caspase-1 por W.B. foi realizada. Amostras de células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Dados
sao representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. #p <0.001
Além do mais, analise por microscopia confocal foi realizada para visualizacdo dos
specks em células estimuladas por ATP apds tratamento com LPS. Como verificado na
Figura 30, apenas o tratamento com LPS n&o resulta em formagéo do complexo nas
micréglias (Figura 30 B). Porém, com ATP, o estimulo € suficiente para que estas células
comecem a apresentar as particulas do complexo do inflamassoma NLRP3 (Figura 30 C).
Amostras de células nao tratadas foram utilizadas como controle negativo (Figura 30 A).
Juntos, esses resultados confirmam que microglia possui a maquinaria do

inflamassoma NLRP3 e esta é funcional nessas células apés o tratamento com LPS

seguido pela estimulacdo com ATP.
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Figura 30. O inflamassoma NLRP3 é ativado em micrdglias apds estimulo com ATP . (A) Células ndo tratadas
foram utilizadas como controle. (B) Micréglias foram tratadas com LPS por 3 horas. (C) Apds tratamento com LPS,
células foram estimuladas com ATP por 30 minutos. Microscopia confocal foi realizada e as células foram marcadas
para o nucleo (DAPI), NLRP3 ou ASC e Iba-1. Specks séo indicados pelas setas. Os dados séo representativos de um
em trés experimentos independentes.
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4.19. De formadiferente de microglias, astrécitos ndo apresentam ativagdo do
infamassoma apoés tratamento com ATP

Em seguida, verificamos se os astrocitos também possuem NLRP3 funcional. Sob

as mesmas condi¢des das micrdglias, eles foram estimulados por ATP apdés o tratamento

com LPS e o sobrenadante foi utilizado para andlise da secrecdo de IL-13 e caspase-1

clivada. Noés achamos que, ao contrario das células microgliais, os astrocitos nao

apresentam a secrecao de IL-13 e ativacdo de caspase-l1 (Figura 31 A e B,
respectivamente) sob estimulo com o agonista do NLRPS3.

Além do mais, analises por microscopia confocal de cultura de astrécitos sob a

estimulacdo também ndo demonstrou a formac¢ao do complexo do inflamassoma mesmo

apos estimulo com ATP (Figura 32 A-C). Juntos, esses resultados sugerem que 0S

astrocitos, diferentemente das micrdglias, ndo possuem a maquinaria do inflamassoma

NLRP3 funcional.
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Figura 31. Astrocitos n&o produzem IL-B e caspase-1 ap6s estimulo com ATP. Astrdcitos foram tratados com LPS
por 3 horas e estimulados ou ndo com ATP por 30 minutos. O sobrenadante da cultura foi coletado e andlise de (A) IL-
1B por ELISA e (B) caspase-1 por W.B. foi realizada. Amostras de células néo tratadas foram utilizadas como controle.
Dados sao representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM.
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Figura 32. Astrécitos ndo expressam NLRP3 e ASC mesmo apds estimulo com ATP. (A) Células ndo tratadas
foram utilizadas como controle. (B) Astrécitos foram tratados com LPS por 3 horas. (C) Apds tratamento com LPS,
células foram estimuladas com ATP por 30 minutos. Microscopia confocal foi realizada e as células foram marcadas
para o nucleo (DAPI), NLRP3 ou ASC e GFAP. Os dados sdo representativos de um em trés experimentos
independentes
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4.20. Células de animais com EAE apresentando ativacdo de NLRP3

aparentemente interagem com microglias em co-cultura

Uma vez que a ativacdo de inflamassomas € um mecanismo que amplifica o
processo inflamatorio da prépria célula assim como células em interagdo, posteriormente,
comecamos a estudar se as células de animais com EAE ativadas na periferia apés
imunizacdo apresentam ativacdo de NLRP3 e se estas células podem interagir com
células da glia.

Primeiramente, antes dos experimentos de co-cultura, confirmamos se células do
baco e linfonodos drenantes de animais na fase clinica inicial de EAE apresentam
atividade do inflamassoma. Para isso, células F4/80+ foram isoladas dos tecidos
mencionados de animais imunizados ap6s 9 dias de inducgdo, plaqueadas e tratadas ou
ndo com LPS. Apos incubacdo overnight, os sobrenadantes dessas células foram
coletados para andlise da secrecao de IL-1f por ELISA. Tanto células do baco quanto as
células dos linfonodos secretam IL-1B apds a indugcdo de EAE (Figura 33 A e B,
respectivamente). O tratamento com LPS nas culturas amplificou de forma discreta a
secrecdo da citocina (Figura 33 A e B). Também verificamos a liberacdo de caspase-1
ativada nos sobrenadantes da cultura de células do baco e a mesma tem sua expressao
elevada nessas amostras (Figura 33 C). Esses dados indicam que o inflamassoma é
ativado em células de érgéos linfoides periféricos na fase inicial da EAE.

Depois, nos perguntamos se essas células periféricas apresentando ativacao de
NLRP3 interagem de alguma forma com as células da glia. Com o intuito de discriminar
as células provenientes dos animais daquelas da cultura de glia, antes da co-cultura as

células gliais foram marcadas com CFDA.Com isso, todas as células marcadas em verde
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sdo obrigatoriamente micrdglias ou astrocitos e as outras ndo marcadas sao células do
baco/linfonodo dos animais. Como observado na figura representativa da microscopia
confocal de co-cultura com micréglias (Figura 33 D), células periféricas de animais com
EAE apresentando ativacdo do complexo de NLRP3 parecem interagir, de uma forma que
ainda ndo podemos detalhar, com células da glia (Figura 33 D).

Juntos, esses resultados sugerem que, apds inducdo da EAE, ha ativacdo
periférica do inflamassoma em células estimuladas e estas possivelmente interagem com

as ceélulas da glia
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Figura 33. Células dos 6rgaos linféides periféricos de animais com EAE apresentam ativacdo de NLRP3 e
aparentemente interagem com células da glia. (A-C) Animais WT foram induzidos por MOG e 9 dias ap6s a
imunizagdo, os mesmos foram sacrificados e bago e lindonodos drenantes foram retirados. Células F4/80+ foram entao
isoladas e cultivadas overnight na presenca ou ndo de LPS. A producéo de IL-13 no sobrenadante de cultura de células
do baco (A) e linfonodos (B) foi analisada por ELISA. A secrecao de caspase-1 foi verificada no sobrenadante de células
do bacgo (C) por W.B. Paralelamente, células F4/80+ isoladas dos mesmos 6rgaos linféides foram co-cultivadas por 1
hora com micréglias previamente coradas com CFDA. Marcagédo do nucleo (DAPI) e NLRP3 foi realizada e as amostras
foram analisadas por microscopia confocal (D). Speck é indicado pela seta. Dados séo representativos de um em trés
experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05
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4.21. Células de 6rgéaos linféides periféricos de animais imunizados induzem
ativacdo de NLRP3 em microglias

Uma vez que células periféricas apds inducédo de EAE podem interagir com células
da glia, a préxima pergunta é se estas células podem, além de interagir, induzir a ativacao
do inflamassoma NLRP3 em células residentes do SNC em um ambiente inflamatorio,
como o observado na injuria do tecido nervoso durante EAE.

Primeiramente, realizamos experimentos de co-cultura com microglias marcadas
previamente com CFDA e células do baco e linfonodos drenantes provenientes de
camundongos com 9 dias de inducdo, em diferentes razdes e tempos de incubacdo. Nos
ndo fomos capazes de encontrar os specks de inflamassoma em microglias por
microscopia confocal quando a cultura foi realizada com periodo de 1 hora de incubacéo,
tanto na razdo micrdglia/células EAE de 1:2 quanto 1:3, como verificado nas Figuras 34
e 35, respectivamente. Células de animais naive foram utilizas em co-cultura controle com
as micréglias (Figuras 34 A e 35 A). Apesar de aumentar a marcacao intracelular tanto de
NLRP3 quanto de ASC na cultura, ndo ha a formagdo do complexo do inflamassoma

nessas culturas (Figuras 34 B e 35 B).
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Figura 34. Uma hora de co-cultura com células de érgaos liféides de camundongos com EAE néao é suficiente
para gerar formacdo de specks em micrdglias. Células F4/80+ foram isoladas do baco e linfonodos drenantes de
camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por uma hora com micréglias previamente coradas por
CFDA a uma razdo de 1 micrdglia para cada 2 células periféricas. Marcacéo do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi
realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sdo representativos de um em trés
experimentos independentes.
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Figura 35. Micréglias ndo apresentam formacgao dos specks de NLRP3 em uma hora de incubagdo mesmo em
co-culturacom maior nimero de células de animais com EAE. Células F4/80+ foram isoladas do bago e linfonodos
drenantes de camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por uma hora com microglias previamente
coradas por CFDA a uma razdo de 1 microglia para cada 3 células periféricas. Marcacgao do nucleo (DAPI) e NLRP3
ou ASC foi realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sé&o representativos de um
em trés experimentos independentes.
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Por outro lado, quando a co-cultura foi realizada com tempo de incubacdo maior,
comecamos a verificar a formacdo dos specks nas mesmas. Como podemos observar
nas Figuras 36 e 37, sob diferentes razdes celulares, 3 horas de co-cultura com células
de animais EAE sao suficientes para a montagem e subsequente ativacdo do
inflamassoma NLRP3 especificamente nas microglias. Células de animais naive foram
utilizas em co-cultura controle com as micréoglias (Figuras 36 A e 37 A). Através da
marcacdo de NLRP3 e do adaptador ASC, observamos a existéncia dos specks
microgliais em culturas com razbes 1:2 e também 1:3 (Figura 36 B e 37 B,

respectivamente).

Juntos, esses resultados sugerem que, quando condicionada em um ambiente
inflamatorio através de co-cultura com células de érgaos linfoides periféricos estimuladas
apos inducado de EAE, as microglias tém a montagem da maquinaria e ativacdo do
inflamassoma NLRP3, mecanismo esse que dura poucas horas até a ativacao final do

complexo.
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Figura 36. H4A montagem do complexo NLRP3 em micréglias ap6s 3 horas de co-incubagdo com células
periféricas de animais induzidos por EAE. Células F4/80+ foram isoladas do bago e linfonodos drenantes de
camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por trés horas com micréglias previamente coradas
por CFDA a uma razao de 1 micréglia para cada 2 células periféricas. Marcacéo do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi
realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os specks séo indicados pelas setas. Os dados
sdo representativos de um em trés experimentos independentes.
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Figura 37. NLRP3 também é ativado em micrdglias ap6s 3 horas de co-incubagdo com maior nimero de células
periféricas de animais com EAE. Células F4/80+ foram isoladas do baco e linfonodos drenantes de camundongos
naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por trés horas com micréglias previamente coradas por CFDA a uma
razdo de 1 microglia para cada 3 células periféricas. Marcacéo do nacleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi realizada e as
amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os specks s&o indicados pelas setas. Os dados sdo
representativos de um em trés experimentos independentes.
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4.22. Astrécitos ndo apresentam ativacdo do inflamassoma NLRP3 em co-
culturas com células de animais induzidos por EAE

Uma vez que hé ativacdo do complexo NLRP3 em micrdglias ap6s co-cultura com
células de animais induzidos, nos perguntamos se isso pode também ocorrer nos
astrocitos sob as mesmas condigdes. Para tal, realizamos experimentos de co-cultura
com as mesmas proporcdes celulares e os mesmos periodos de tempo. Como podemos
observar na Figura 38 e 39, assim como nas microglias, ndo fomos capazes de encontrar
a formacgdo do complexo com apenas uma hora de incubacdo mutua das células. Porém,
ao contrario das co-culturas com células microgliais, a marcacao de proteinas NLRP3 ou
ASC so6 aparece nas células provenientes dos animais com EAE e ndo em astrocitos
(Figuras 38 B e 39 B). Astrocitos com células de animais naive foram co-cultivados como

amostras controle (Figuras 38 A e 39 A).

98



merged

Figura 38. Ndo ha ativacdo do complexo NLRP3 em astrécitos apés 1 horas de co-cultura com células
provenientes de camundongos com EAE. Células F4/80+ foram isoladas do bacgo e linfonodos drenantes de
camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por uma hora com astrdcitos previamente corados por
CFDA a uma razdo de 1 astrocito para cada 2 células periféricas. Marcacao do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi
realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sdo representativos de um em trés
experimentos independentes.
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Figura 39. Astrocitos ndo apresentam expressédo/ativacdo de NLRP3 mesmo durante co-cultura por 1 hora com
maior nimero de células de animais com EAE. Células F4/80+ foram isoladas do baco e linfonodos drenantes de
camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por uma hora com astrocitos previamente corados por
CFDA a uma razdo de 1 astrocito para cada 3 células periféricas. Marcacéo do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi
realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sdo representativos de um em trés
experimentos independentes.
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Prosseguindo, realizamos a co-cultura com 3 horas de incubagéo, tempo suficiente
para acharmos a formacao de specks, como foi encontrado em células em microéglias nos
experimentos anteriores. Porém, diferentemente de microglias, os astrécitos néo
apresentam a formagéo do complexo proteico mesmo apoés 3 horas de co-incubacao com
células de orgéos linféides periféricos de animais imunizados (Figuras 40 e 41).
Continuamos a verificar a marcagéo tanto de NLRP3 quanto de ASC em células linféides,
mas nao nos astrocitos (Figuras 40 B e 41 B).

Juntos, esses resultados de co-cultura e os iniciais utilizando-se da estimulacao
com ATP apoés tratamento com LPS indicam que, células de érgaos linféides periféricos
de animais com EAE ndo possuem a capacidade de induzir a ativacao do inflamassoma
NLRP3 em astrdcitos in vitro, devido a auséncia da maquinaria funcional do complexo nas

mesmas.
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Figura 40. Nao ocorre ativacdo do inflamassoma NLRP3 em astrocitos em co-cultura por 3 horas com células
isoladas de animais com EAE. Células F4/80+ foram isoladas do bago e linfonodos drenantes de camundongos naive
(A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por trés horas com astrécitos previamente corados por CFDA a uma razao
de 1 astrécito para cada 2 células periféricas. Marcagao do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi realizada e as amostras
foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sao representativos de um em trés experimentos independentes.
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Figura 41. Astrocitos ndo apresentam expressédo/ativacdo de NLRP3 mesmo em co-cultura com maior numero
de células provenientes de animais imunizados. Células F4/80+ foram isoladas do baco e linfonodos drenantes de
camundongos naive (A) e induzidos por EAE (B) e co-cultivadas por trés horas com astrécitos previamente corados por
CFDA a uma razdo de 1 astrocito para cada 3 células periféricas. Marcacéo do nucleo (DAPI) e NLRP3 ou ASC foi
realizada e as amostras foram analisadas por microscopia confocal. Os dados sdo representativos de um em trés
experimentos independentes.
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4.23. A presencade linfécitos Th1l7 na presenca de MOG induz maior secregao

de IL-1B por microglias

O ambiente inflamatério resultante da acao local de células infiltrantes e seus
fatores liberados estimula células da glia durante EAE. Diante disso, perguntamos se o
ambiente de cultura com linfécitos Thl ou Thl7 na presenca do peptideo MOG pode
estimular a ativacdo do inflamassoma nas células da glia. Apés polarizacdo de células T
naive de animais transgénicos T2D2 para células Thl ou Th1l7 na presenca do peptideo
de mielina, adicionamos micrdglias ou astrocitos na cultura com essas células e MOG,
mantendo em incubacdo por 24 horas. Apos esse periodo, o sobrenadante foi retirado
para andlise de IL-1B por ELISA. Uma vez que células BMDM séo prototipos de ativacéo
do inflamassoma, utilizamos essas células como um parametro comparativo. Como
podemos observar na Figura 42 A, BMDM liberam niveis significativamente aumentados
de IL-1B apoOs co-cultura com células Thl e Thl7, sendo as ultimas induzindo niveis
maiores da citocina pelas BMDM (Figura 42 A). Aparentemente, esse perfil também foi
encontrado em micrdglias, porém ndo houve diferenca significativa para a co-cultura com
linfocitos Thl (Figura 42 B). A co-cultura das células microgliais com linfécitos Th17 na
presenca de MOG resulta em elevados niveis de IL-1B (Figura 42 B). Em relacédo aos
astrocitos, a co-cultura com ambos fenétipos de células T na presenca de MOG nao
resultou em producéo de IL-18 no sobrenadante (Figura 42 C), o que esta de acordo com
todos os experimentos anteriores em relacdo a funcionalidade de NLRP3 nesse tipo

celular.
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Juntos, esses dados sugerem que no ambiente inflamatério, linfécitos Th17 e seus
fatores liberados podem ser um mecanismo indutor mais eficiente de ativacdo do

inflamassoma NLRP3 em micrdglias.
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Figura 42. Ambiente com a presenca de linfocitos Th17 e MOG induz maior produgdo de IL-18 por BMDM e
micréglias. BMDM (A), microglias (B) e astrocitos (C) foram co-cultivados com linfécitos T isolados de camundongos
transgénicos 2D2 e diferenciados para Thl ou Th17 na presenca de MOG por 24 horas. Os sobrenadantes foram entao
recolhidos e andlise de IL-1f foi realizada por ELISA. Dados sdo representativos de um em trés experimentos
independentes e apresentados como médias +/- SEM. #p <0.001
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5. Discusséo

Neste estudo foi demonstrado que SOCS2 possui papel duplo durante o
desenvolvimento de EAE. Na primeira fase, a qual definimos como a fase inicial dos sinais
clinicos (aproximadamente 11 dpi) até a fase de pico inflamatério (14 dpi) a proteina
exerce um papel na piora da severidade da doenca. O estudo com os animais deficientes
para SOCS2 mostrou que 0S mesmos apresentam inicio com severidade
significativamente reduzida e o pico da doenca € atrasado. Além do mais, em animais WT
doentes, SOCS2 tem sua expressdo aumentada no SNC o que reforca o papel dessa
molécula durante a doenca. Também, estudos com animais nocautes indicaram que
expressdo de SOCS2 é associada com o nivel de expresséo de 5-LO/AhR, sugerindo que
a via 5-LO/AhR poderia estar ativada durante a EAE. Outro ponto importante é a
possibilidade de uma via alternativa/’feedback” (SOCS2/5-LO/AhR), onde SOCS2 nao
seria apenas induzido pela ativagao de 5-LO/AhR, mas sim estaria atuando como um
“feedback” positivo para a ativacdo da enzima/receptor. A reducdo da severidade em
animais SOCS2” esta associada com a reducdo do infiltrado de células T autorreativas
bem como nos niveis de inflamacao do SNC destes animais. Por outro lado, na segunda
fase da doenca, definida aqui como a fase de remissao dos sinais clinicos observada logo
apos o pico inflamatério de EAE, SOCS2 possui papel inverso da primeira fase. Nesse
periodo, a proteina esta relacionada com a recuperacao dos animais WT. Camundongos
SOCS2’ ndo conseguem recuperar-se dos danos provocados pela doenca e isso esta
associado com acumulo de células inflamatérias e subsequente aumento de inflamacéo

no SNC.
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Uma vez que é conhecido que a fase de apresentacdo dos sintomas inicia-se em
torno de 11 dpi e o pico da doenga nos animais C57 BL/6 induzida sob protocolo similar
€ em torno de 14-16 dias pos-inducéo (Inoue, Williams et al. 2012; Quintana, Basso et
al. 2008; Rodrigues, Lacerda-Queiroz et al. 2011), isto foi corroborado em todos nossos
experimentos. Definimos também que o fim da avalicdo poderia ser aos 28 dias apds a
imunizagdo, uma vez que os animais do tipo selvagem ndo alteram mais seu perfil clinico
a partir desse ponto.

Evento crucial na EAE é a chegada macica de células T (as quais foram
estimuladas na periferia) ao SNC. Esse evento correlaciona-se com a patogénese dos
surtos da esclerose multipla pois esses mecanismos sao similares em ambos processos.
Além do mais, as principais estratégias de tratamento contra a doen¢a humana, incluindo
aguelas utilizando drogas de primeira escolha como o IFN-B, por exemplo, visam a
diminuicdo desses eventos a fim de evitar ou reduzir as consequéncias devastadoras do
processo inflamatoério no tecido nervoso durante esses relapsos (Yong, Chabot et al.
1998; Rudick eSandrock 2004). Nesse sentido, nossos estudos indicam, pela primeira
vez, o envolvimento de SOCS2 como uma nova molécula associada a patogénese, pois
como abordado anteriormente, a proteina tem sua expressao aumentada durante o pico
da doenca e os animais SOCS2” apresentam severidade de uma forma
significativamente diminuida.

Linfocitos T com perfil de resposta Thl e Thl7, secretando IFN-y e IL-17
respectivamente, sdo 0s componentes centrais no estabelecimento dos danos no SNC.
Isso é corroborado em estudos com animais deficientes de fatores de transcricao

envolvidos na diferenciagdo dessas células (lvanov, McKenzie et al. 2006; Korn, Reddy
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et al. 2007). De acordo com nossos resultados, SOCS2 promove/regula a chegada
dessas células ao SNC, resultando em inflamagé&o nesse sitio.

A reducado do processo inflamatério encontrada em animais nocautes com EAE
esta de acordo com outros trabalhos do laboratério. O grupo tem sido pioneiro nos
estudos os quais indicam papel de SOCS2 em infec¢Bes parasitarias. Neste contexto, a
funcd@o que a proteina exerce nos diferentes modelos é muito complexa e variavel. Por
exemplo, apos infec¢do por Toxoplasma gondii, camundongos deficientes apresentaram
proliferacdo reduzida do parasita, porém com producdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatérias, maior infiltrado leucocitario no SNC e mortalidade aumentada (Machado,
Johndrow et al. 2005) . Apés a infeccédo de células dendriticas pelo T. gondii, ocorre o
aumento da expressao de SOCS2 o qual € induzido pela Lipoxina A4 (LXA4), um produto
liberado pela enzima 5-Lipoxigenase (5-LO) durante processo inflamatério. Por outro
lado, no modelo experimental de Doenca de Chagas aguda, a deficiéncia da molécula
resultou em diminuicdo da parasitemia e da producdo de citocinas pré-inflamatérias
como IFN-y e TNF-a bem como na expressao de outros membros da familia SOCS, como
SOCS1 e 3 tanto no bago quanto no coracao (Esper, Roman-Campos et al. 2012). Além
do mais, nos animais deficientes houve um aumento da producédo de LXA4 assim como
maior geracao e expansao de células Treg apos a infeccdo. Por outro lado, animais
SOCS27/- apresentaram maior disfuncdo cardiaca associada com a infecgdo pelo
Trypanosoma cruzi (Esper, Roman-Campos et al. 2012). Essas abordagens refletem a

complexidade da atuacdo de SOCS2 nos diferentes modelos experimentais.
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No6s observamos que camundongos SOCS27 apresentam reduzido nivel de CCL-
5 no SNC durante o inicio da doenca. Esta quimiocina recruta os linfocitos T autorreativos
diretamente para o tecido nervoso, amplificando a populacdo dessas células. Com isso,
podemos fazer a correlagdo da sua reducdo com o menor infiltrado celular nos animais
nocautes durante o pico da doenca. A producao esplénica de células Th17 no pico da
doenca é reduzida nos animais nocautes, mas nao houve diferenca significativa para Th1.
Por outro lado, verificamos reducdo na populagéo tanto de células Thl quanto de Th17
no baco dos animais nocautes em 11 dpi. Esses resultados sugerem que o0 menor
infiltrado de células autorreativas no SNC na fase inicial da doenca pode ser devido, além
da reducédo de quimiocina, também pela reducédo na geragédo/expansao dessas células.
Outro fator importante € que SOCS2 possui papel na regulagdo negativa do perfil Th2.
Knosp et al demonstraram que SOCS2 regula negativamente o comprometimento do
perfil de resposta Th2. Células T CD4 naive deficientes de SOCS2 aumentam
significativamente a sua diferenciacdo para Th2 e ap0s a ativacdo destas células ocorre
maior fosforilacdo de STAT 5 e 6 e, por outro lado, diminuicdo dos niveis de STAT3
fosforilada (Knosp, Carroll et al. 2011). Neste estudo, os autores demonstraram que
SOCS?2 é importante em regular a polarizacdo de resposta Th2 nos modelos de alergia e
asma (Knosp, Carroll et al. 2011). Nesse sentido, a diferenciacdo de células
indiferenciadas naive para o perfil Th2 pode estar sendo exacerbadada nos animais
SOCS27 durante as fases iniciais da EAE, o que dificultaria consequentemente a
polarizacédo de células Thl e Th1l7 no inicio da doenca. Isso poderia abrir uma janela
inicial de inibicdo destas células efetoras. Posteriormente, devido a estimulagéo

antigénica exercida pelos fatores indutores utilizados no modelo, essa deficiéncia na
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geracdo/expansado de Thl e Th1l7 poderia ser revertida e esses fenétipos sobressaindo
sobre outros. De fato, observamos mudancas da populacdo esplénica de células
inflamatodrias desde os estagios clinicos anteriores ao pico da doenca, sugerindo uma
deficiéncia na geracéo periférica precoce destas células pelos animais nocautes.

De forma concomitante com a reducdo de células T efetoras no SNC de animais
nocautes, encontramos reduzido numero de células Treg FoxP3+. J& foi previamente
demonstrada a associacdo de CCR6 ndo s6 com o aumento de células Thl, mas também
de T reguladoras, ao mesmo tempo, no SNC durante a fase aguda da EAE (Villares,
Cadenas et al. 2009). Estas Tregs recrutadas via CCR6 para o tecido inflamado séo
expandidas através das a¢les das células TCD4+ efetoras produzindo IL-2 diretamente
sobre o receptor CD25 (subunidade IL-2Ra) que esta expresso nas células Tregs
(Almeida, Zaragoza et al. 2006). SOCS2 poderia influenciar também esse mecanismo, o
gue explicaria a reducdo concomitante de Tregs e células efetoras durante a fase aguda
de EAE observada em nossos resultados. Porém, mais estudos serdo necessarios para
confirmamos essa hipotese.

Demonstramos que SOCS2 atua na regulacédo de IRF-1 no modelo proposto. IRF-
1 pode ser induzido por virus, acido retinoico, IL-2, IL-6, entre outras moléculas, e tem
sido descrito como um regulador positivo essencial na sinalizagéo do IFN-y, bem como
indutor da diferenciacao de células Thl (Lohoff e Mak 2005). H& diversos trabalhos que
descrevem IRF-1 como uma molécula importante no desenvolvimento de EAE (Tada, Ho
et al. 1997; Ren, Wang et al. 2010; Ren, Wang et al. 2011; Loda e Balabanov 2012).
Camundongos deficientes de IRF-1 apresentam incidéncia e severidade reduzidas de

EAE, assim como modelo experimental de artrite (Tada, Ho et al. 1997). A expresséo de
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IRF-1 no SNC é um fator crucial para o desenvolvimento da doenc¢a nos animais. O grupo
de Ren demonstrou que, apos indugdo de EAE, IRF-1 induz a desmielinizagédo no tecido
nervoso dos animais, e regula positivamente a piroptose, um processo de morte celular
dependente da expressao de Caspase-1 (Ren, Wang et al. 2010; Ren, Wang et al. 2011;
Loda e Balabanov 2012). Além do mais, a regulacdo positiva da Caspase-1 em células
da glia foi verificada ndo somente no modelo de EAE, mas também em amostras de
cérebro de pacientes com EM (Ren, Wang et al. 2011). Nossos dados mostram que a
deficiéncia de SOCS2 resulta em inibicdo da expressao de IRF-1 no SNC dos animais.
N&o podemos afirmar que a proteina SOCS2 atua diretamente na regulacéo de IRF-1 ou
se a inibicdo deste fator regulatério € um resultado secundario a diminuigéo dos niveis de
IFN-y observados nos animais nocautes. Entretanto, a diminuicdo dos niveis basais
observados nos animais SOCS2” controle em relagdo as suas contrapartes WT nos
sugere um papel mais importante da proteina na sinalizacéo de IRF-1. De qualquer forma,
a inibicdo de IRF-1 no SNC na auséncia de SOCS2 provavelmente € um mecanismo
importante para a diminuicdo da desmielinizagdo na fase de estabelecimento clinico da

EAE.

Relatos na literatura demonstram que a expressao de SOCS2 pode ser
influenciada por diferentes vias de sinalizacdo, entre elas a via do acido araquiddnico, o
qual pode ser processado pela enzima 5-LO, gerando mediadores como as LXA4 que séo
capazes de se ligar ao receptor AhR e através deste regular a expressdo de genes
SOCS2 (Gasiewicz, Henry et al. 2008; McBerry, Gonzalez et al. 2012). Além do mais, a
regulacédo da expressédo de SOCS2 em células dendriticas é correlacionada tanto com a

expressao de 5-LO quanto do receptor AhR (Machado, Johndrow et al. 2006). Como
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discutido anteriormente, observamos no nosso estudo que animais deficientes de SOCS2
possuem expressao reduzida de 5-LO bem como de AhR. Veldhoen e colaboradores
demonstraram que AhR modula a diferenciagcdo de células Thl7 e, dependendo do
ligante, pode influenciar de forma diferente na doenca. Neste estudo, a ativacdo de AhR
pela ligacdo de FICZ (6-formylindolo[3,2- b]carbazole) induz acelerada fase inicial e
aumento da patologia nos animais. Por outro lado, a administracdo de forma sisteméatica
de TCDD (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin), um outro ligante para AhR, resulta em
melhora na severidade da doenca nos animais WT ao nivel dos animais deficientes de
AhR, sugerindo que esse receptor tem atividade dualistica sobre a doenca, de uma
maneira dependente do ligante (Veldhoen, Hirota et al. 2008). Além do mais, Quintana e
colaboradores demonstraram que, usando o agonista TCDD, AhR estimula a
diferenciacéo de células Treg tanto in vitro quanto in vivo (Quintana, Basso et al. 2008), o
que seria benéfico para animais com EAE. De fato, este receptor é altamente promiscuo,
possuindo uma série de ligantes diferentes, o0 que aumenta a complexidade de
entendimento sobre sua atividade nos diferentes modelos, inclusive na EAE. Isso pode
ser um aspecto dificultador no sentido do desenvolvimento de terapias, uma vez que AhR,
além de possuir diversos ligantes, é importante em uma série de mecanismos fisiolégicos
normais, como crescimento e desenvolvimento hepético, estrutura de vasos capilares,
fertilidade, regulacdo imune, entre outros (Schmidt, Su et al. 1996; Hao e Whitelaw 2013).
Em contrapartida, estudos objetivando o envolvimento de 5-LO na EAE ou EM sé&os raros.
Ha apenas alguns poucos trabalhos na literatura indicando a participacdo da enzima,
sendo que nenhum apresentando detalhes de possiveis aspectos imunolégicos. Por

exemplo, utilizando-se da técnica de microarranjo de DNA, Whitney et al demonstraram
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a expressdo de 5-LO em lesdes no cérebro de pacientes com esclerose multipla e em
camundongos com EAE (Whitney, Ludwin et al. 2001). Em outro estudo, camundongos
deficientes de 5-LO apresentam significativo aumento de severidade da doenca, quando

comparado com o0s seus controles 129S1/SvimJ (Emerson e LeVine 2004).

Noés verificamos que, de forma semelhante aos animais deficientes de SOCS2,
camundongos AhR™- sdo resistentes a EAE na fase inicial, o que indica um papel relevante
para ambas as moléculas. Porém, na fase de resolucdo da doenca a deficiéncia de AhR
continua sendo benéfica para os animais, o que ndo acontece com SOCS2. Como ja
abordado, o receptor esta envolvido em diversas vias de sinalizacdo e provavelmente ndo
regula apenas a expressao de SOCS2 durante a EAE. Isso poderia ser uma explicacéo
para o efeito oposto entre as duas moléculas na fase tardia da doenca. Outras moléculas
reguladas por AhR, como por exemplo TGF-f, podem atuar de forma majoritaria na
sinalizacao de AhR em relacdo a SOCS2 nos animais WT apés a fase de pico da doenca,
resultando em resolucédo do processo inflamatorio. Além do mais, como ja mencionado
acima, AhR tem efeitos dualisticos sobre a modulacdo da atividade de linfocitos.
Dependendo do ambiente de estimulo para o receptor, pode ser induzida a diferenciagéo
de células Th17 ou Treg, o que implicaria de forma direta no desenvolvimento da EAE.
Diante disso, ap0s alcancado o pico inflamatorio, estimulos, os quais ainda ndo podemos
detalhar, podem atuar de forma semelhante ao agonista TCDD, induzindo uma atividade
anti-inflamatoria na cascata de sinalizacdo de AhR. E nesse sentido, SOCS2 pode vir a
ser um fator importante nessa cascata de sinalizacdo. Pode ser que, em camundongos
SOCS27, essa via resolutiva de AhR possa ser ativada apés o pico de EAE, mas a

auséncia da proteina bloquearia o mecanismo resolutivo subsequente, resultando na
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perpetuacédo do perfil inflamatorio observado. Vale ressaltar que néo foi possivel adicionar
0 estudo com animais nocautes para 5-LO devido ao background genético destes ser
diferente, o que ndo possibilita uma comparacao ideal no estudo. De qualquer forma, é
possivel que a enzima tenha participacdo no inicio da mencionada via de sinalizagéo.
Estudos posteriores e mais detalhados visando a associacdo de 5-LO no mecanismo

deverao ser realizados pelo grupo.

Em nosso modelo é possivel que, apds a imunizacao, a enzima 5-LO em células
no SNC pode ser ativada por um dado estimulo apds a chegada de células efetoras,
estimulos estes que podem ser produtos inflamatorios liberados por estas mesmas
células ou pelas células residentes ativadas, como micrdglia ou astrécitos, por exemplo.
Uma vez ativada, a enzima poderia produzir mediadores que se ligariam e ativariam o
receptor AhR, levando entdo a sua translocacdo para o nucleo e iniciando assim a
transcricdo do gene socs2. Uma vez expressa, a proteina SOCS2 pode entdo atuar na
modulacdo do desenvolvimento da EAE através da regulacdo da geracdo/expansao de
células imunes, producéo de importantes citocinas e também a producéo de quimiocinas

que recrutam mais células para o SNC.

Como discutido anteriormente, apds a primeira fase da doenca, a fase de remisséo
€ caracterizada pela reducdo na populacao de células efetoras no SNC e consequente
diminuicdo da inflamacdo em animais do tipo selvagem. De fato, isso foi observado em
todos nossos experimentos. Porém, os animais deficientes ndo apresentam esse perfil.
Pelo contrério, a doenca se mostra severa nos mesmos em sua fase tardia. E bem
descrito que células T reguladoras possuem papel importante no controle dos linfocitos

efetores nessa fase da EAE, controlando assim a resposta pré-inflamatéria dos mesmos.
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Estudos iniciais de genémica revelaram que a molécula de SOCS2 é preferencialmente
expressa tanto em células Treg naturais (nTregs) quanto aquelas induzidas (iTregs) apés
estimulo (Sugimoto, Oida et al. 2006;Hill, Feuerer et al. 2007). Em um estudo mais
recente, foi demonstrado que SOCS2 € uma molécula-chave na estabilidade de células
Treg induzidas (Knosp, Schiering et al. 2013). Apesar de nao ter qualquer influéncia sobre
células nTreg, SOCS2 € necessario para a estabilidade da expressao do seu fator de
transcricdo, FoxP3, tanto in vitro quanto in vivo em células iTregs, 0 que o torna crucial
na manutencgdo da funcéo anti-inflamatoria de células Treg, controlando assim respostas
pré-inflamatdrias. Nas células iTreg SOCS27, ha aumento da expressdo de IFN-y e IL-

13, bem como nos niveis de fosforilagdo de STAT6 (Knosp, Schiering et al. 2013).

N&o se sabe ainda se SOCS2 possui papel direto na diferenciacéo ou funcéo de
outros subtipos de células T, tais como Thl e Th1l7, mas o comprometimento para um
fendtipo esta relacionado com a inibicdo de outros e isso é muito importante no modelo
de EAE. Entretanto, assim como no modelo in vivo de administracéo por ovoalbumina de
Knosp, nosso modelo possui parametros autoimunes que necessitam de atividade
eficiente e por periodo relativamente longo das células Tregs. Consistente com isso,
camundongos SOCS27 apresentam reduzido infiltrado destas células no SNC em todos
0s estagios analisados da EAE. Diante disso, esses eventos provavelmente resultam em,
uma vez iniciada sua ativacao e expansao, na atividade descontrolada e permanente de
células efetoras nesses animais, resultando em inflamacéo severa na fase tardia. Isso é
corroborado pelas andlises de histologia assim como nos niveis aumentados de citocinas

pro-inflamatoérias observados nos animais nocautes nessa fase da doenca. Além do mais,
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os niveis de quimiocinas aumentados no cérebro desses animais também podem auxiliar

a permanéncia de infiltrado celular.

Outro fato que merece pontuar, SOCS2 modula o desenvolvimento neuronal
induzindo a diferenciacao de células progenitoras neuronais para neurénios ou astrocitos
através da sinalizacdo de GH (Turnley, Faux et al. 2002). A proteina é altamente expressa
em fases pré e pos-natal. Durante a fase de pico do desenvolvimento neuronal, ainda no
periodo embrionario, SOCS2 tem sua expressao significativamente aumentada, o que
sugere seu envolvimento nesse processo (Polizzotto, Bartlett et al. 2000). Camundongos
SOCS27- possuem reduzido niimero de células neuronais no cértex cerebral e também
apresentam reducdo na populacdo de células progenitoras neuronais as quais se
diferenciam posteriormente em neurénios (Ransome, Goldshmit et al. 2004). Scott et al
relataram que a alta expressdo de SOCS2 resultou em alteracdo da morfologia dos
neurdnios, tendo estes seus tamanhos aumentados. Entretanto, ndo houve mudangas no
perfil das suas propriedades eletrofisiolégicas quando comparado com as células do tipo
selvagem (Scott, Stebbing et al. 2006). Devido ao fato de GH estar associado com o
desenvolvimento do SNC e SOCS2 ser um regulador negativo desse hormonio, ao que
tudo indica ambas moléculas sdo muito importantes em relacado ao estabelecimento da
populacdo neuronal. A deficiéncia neuronal nos animais SOCS2”- na EAE poderia
também ser um evento importante pois, apds serem danificadas pelo processo
inflamatorio, células neuronais poderiam encontrar de alguma forma maior dificuldade
para reestabelecer sua funcionalidade. Além do mais, 0 menor nimero desse tipo celular
também poderia ser outro fator limitante para a recuperacéo de funcao da rede neuronal

na fase tardia da doenca.
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Resultados preliminares do grupo sugerem que SOCS2 pode regular a atividade
de NLRP3 durante EAE. Nesses experimentos iniciais, a expressao de nlrp3, IL-15 e IL-
18 no cérebro de animais SOCS2” é aumentada em relacdo aos animais WT,
principalmente em 14 dpi. Isso poderia ser um indicativo de que SOCS2 pode ser um
regulador para esse inflamassoma durante a EAE. Nenhum estudo foi descrito até o
momento sobre a associagao entre SOCS2 e NLRP3. Entretanto, Inoue et al descreveram
gue SOCS1, um outro componente da familia SOCS, esta envolvido na inibicdo de NLRP3
em macrofagos apos estimulo com IFN-B (Inoue, Williams et al. 2012). A ubiquitinizacao
e posterior degradacao de Racl reduz a producao de ROS e consequentemente inibicao
da atividade de NLRP3 (Inoue, Williams et al. 2012). Uma vez que SOCS2 também pode
atuar como uma ubiquitina-ligase de moléculas possivelmente envolvidas na ativacéo do
inflamassoma e também pode regular a atividade de outros componentes da propria
familia, incluindo SOCS1, podemos hipotetizar que a proteina desempenha algum papel
na modulacdo da atividade do complexo NLRP3 durante EAE.

Diversos trabalhos relatam o envolvimento de NLRP3 tanto na esclerose mdultipla
quanto na EAE. Tanto as proteinas que compdem o complexo quanto diversos agonistas,
como ATP, &cido Urico, por exemplo, tém sido encontrados em amostras de pacientes
com EM e camundongos com EAE (Furlan, Martino et al. 1999; Ming, Li et al. 2002; Gris,
Ye et al. 2010; Jha, Srivastava et al. 2010; Inoue, Williams et al. 2012). A atividade de
NLRP3 induz a migracdo de células T para o SNC assim como APCs e isso é um
importante fator para a resisténcia de animais ASC” e NLRP3”- apés inducéo (Inoue,
Williams et al. 2012). Além do mais, a deficiéncia de NLRP3 também resulta em reducao

na expressao de quimiocinas e seus receptores em APCs (Inoue, Williams et al. 2012).
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Também, IL-1p ativada, produto final da atividade de NLRP3, aumenta significativamente
a permeabilidade da BHE, aumentando assim o infiltrado de linfocitos para o SNC. Esses

mecanismos resultam em impacto direto na severidade da doenca.

Outro fato importante € que o tratamento com IFN-3 em camundongos se mostrou
eficiente apenas quando a doenca foi induzida de uma forma dependente do
inflamassoma. Nesse estudo, a inducéo tipica de EAE foi dependente de NLRP3 e o
tratamento foi eficiente, bloqueando o inflamassoma. Entretanto, quando a inducéo foi
realizada com maior carga de adjuvante, animais com EAE atipica, a qual é independente
da atividade de NLRP3, ndo responderam ao tratamento com IFN-B (Inoue, Williams et
al. 2012). Isso pode sugerir gue mecanismos envolvendo NLRP3 possivelmente estédo
relacionados com a presenca ou nao da responsividade ao tratamento observada nos
pacientes com EM. Como uma das principais fun¢des do NLRP3 é a maturacao de IL-p e
sendo que esta citocina desempenha importante papel em processos como a
desmielinizacdo, quebra da BHE e ativacdo de micrdglia, isto pode ser um indicador da
complexidade do tratamento na esclerose multipla em humanos, uma vez que um terco
dos pacientes ndo apresenta qualquer tipo de resposta ao tratamento com IFN-B (Inoue
e Shinohara 2013). Um estudo demonstrou que EAE passiva induzida em camundongos
pela transferéncia de linfécitos Thl foi suscetivel ao tratamento com IFN-f , sendo que
este resultado ndo foi possivel naqueles animais que receberam células Thl7
polarizadas. Uma vez que a doencga resultante desse tipo de inducédo € dependente de
mecanismos regulados por NLRP3, é possivel que a ativagédo do inflamassoma seja mais
eficaz por EAE passiva mediada por Thl, porém isso ainda ndo esta esclarecido. (Axtell,

de Jong et al. 2010; Takeuchi e Akira 2010; Doria, Zen et al. 2012).
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Estudos sobre a atividade de NLRP3 no SNC, que € o sitio de foco principal no
estudo da EM, séo ainda escassos e necessarios. Nao esta claro ainda se o inflamassoma
NLRP3 é operativo em células do SNC, assim como o faz em outros tipos celulares, como
macréfagos e células dendriticas, por exemplo. Até o0 momento, existem poucos estudos
sugerindo um papel para NLRP3 no SNC. O desenvolvimento de camundongos NLRP3-
I tem trazido grandes vantagens e muitos estudos estédo sendo feitos nesse sentido. Um
estudo relata a atividade de NLRP3 no cérebro de camundongos em modelo experimental
de depresséao (Zhang, Liu et al. 2014). Em outro estudo, Tan e colaboradores sugerem
que o inflamassoma pode ser ativado em microglia apés estimulo com B-amildide, o que
remete sua importancia na doenca de Alzheimer (Tan, Yu et al. 2013). Mogi e
colaboradores demonstraram que, entre outros fatores inflamatérios, IL-1f tem sua
expressao elevada em amostras de pacientes com doenca de Parkinson (Mogi, Harada
et al. 1994).

Os resultados aqui apresentados sugerem que ha atividade de NLRP3 no pico da
EAE, uma vez que caspase-1 ativada € presente em células isoladas do cérebro dos
animais e que a presenca do inflamassoma no SNC atua como um amplificador da
severidade da doenca. Possivelmente, NLRP3 atua tanto no sistema periférico quanto no
SNC. Em um primeiro momento induzindo a migracao e atividade de células inflamatdrias
em direcdo ao sitio nervoso. Em um segundo momento, no SNC sua atividade em células
residentes se torna importante para amplificar o processo inflamatério local.

Nossos achados indicam que microglias sdo as células residentes responsaveis
por essa amplificacdo da resposta inflamatoria no SNC via atividade de NLRP3. A

capacidade de astrécitos produzirem a maquinaria do inflamassoma NLRP3 parece ser
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ausente. Uma vez que esta é a maior populacdo de célula no SNC, talvez de fato isso
seja biologicamente adequado. Vale ressaltar que ndo sabemos ainda se a resposta de
astrocitos seja similar in vivo, na presenca de outras células e fatores secretados.

De acordo com nossos achados, linfocitos Th17 sdo mais eficazes em induzir a
producdo de IL-1B pelas micréglias. Isso pode ser uma consequéncia da forte
patogenicidade que este fendtipo celular possui no modelo de EAE. Uma vez que células
Thl sdo cruciais no estabelecimento da doenca, porém linfécitos Th1l7 também séo
importantes na amplificacdo dos eventos inflamatorios, a atuacédo dessas células sobre a
atividade de NLRP3 em células residentes do SNC pode resultar na amplificacdo da
resposta inflamatoria.

Nossos resultados indicam que a atividade de NLRP3 especificamente no SNC é
um mecanismo importante de amplificacdo da resposta. Uma vez que SOCS2
possivelmente atua na regulacéo deste inflamassoma e que o mesmo esta relacionado a
responsividade ou ndo do tratamento com IFN-B, abre-se novas janelas de estudo para

tratamento da esclerose mdltipla.
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6. Conclusdes

Os resultados obtidos apontam SOCS2 como uma molécula muito importante na
EAE, onde atua de forma dualistica nas diferentes fases do desenvolvimento da doenca.
Na primeira fase, a auséncia da proteina esta envolvida com diminuigdo dos parametros
inflamatorios, regulando a chegada de linfécitos e liberacéo de citocinas. A expresséo de
SOCS2 também é associada com a expressao de 5-LO/AhR durante a EAE. Por outro
lado, na fase de resolugcédo da doenca, a auséncia de SOCS2 é prejudicial, sendo que os
animais ndo conseguem recuperar-se dos danos provocados pelo processo inflamatério.

Além do mais, a atividade do inflamassoma NLRP3 especificamente no SNC é um
mecanismo amplificador da severidade de EAE. Nesse sentido, os resultados sugerem
que micréglias sdo as células que desenvolvem eficientemente a atividade de NLRP3
apos estimulos e as células que infiltram o SNC ap6s inducédo de EAE possivelmente sao

capazes de induzir a ativacao do inflamassoma nessas células.
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