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Resumo

Durante os ultimos anos a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) vem sendo o
modelo animal mais amplamente utilizado afim de elucidar e compreender melhor os
mecanismos fisiopatolégicos da Esclerose Multipla (EM). Uma doencga caracterizada em
proporcionar um processo inflamatério exacerbado, gerando um comprometimento e
prejudicando o funcionamento do Sistema Nervoso Central (SNC). Mecanismos
reguladores da inflamacdo s&o extremamente importantes para controlar o perfil
inflamatério durante o desenvolvimento da doenga. Sabe-se que proteinas denominadas
de Supressores da Sinalizagdao de Citocinas (SOCS), tem fung¢des especificas que
desempenham uma regulagao da resposta de citocinas, contrabalanceando a sinalizagéo
e 0 processo inflamatdrio em diversas doengcas. Um membro da familia SOCS,
denominado como SOCS2, vem sendo amplamente estudo nos ultimos anos, e tem sido
classificado ndo apenas como um supressor, mais como um modulador, por apresentar
diversas respostas fisiolégicas em varios sistemas do corpo, bem como na patogénese
de determinadas doengas infecciosas, alérgicas, cancerigenas e que afetam o SNC. No
entanto, pouco se sabe do envolvimento de SOCS2 em doencgas autoimunes, bem como
no desenvolvimento da EAE. Afim de estudar o papel de SOCS2 na EAE, realizou-se a
indugdo da doenga em camundongos C57BL/6 e SOCS2 deficientes (), utilizando a
glicoproteina da mielina de oligodendrocito (MOGss.s5), Completo Adjuvante de Freund
(CFA) e Toxina Pertussis. Apds o desenvolvimento da doenga, realizou-se analises do
cérebro e medula espinhal durante a fase de pico (14° dia apds indugao - dpi) e na fase
de remissao (28 dpi) da doenga. Observou-se 0 aumento da expressao de SOCS2 em
cérebro de camundongos C57BL/6 durante o desenvolvimento da doenga, sendo que
camundongos SOCS2”- apresentaram resisténcia ao aparecimento dos sinais clinicos de
fase aguda. Essa resisténcia foi associada por observar uma menor expressao de IRF1
no cérebro, reducao da frequéncia de células T CD4 inflamatérias (IFN-y*, IL-17*, TNF*)
e células T CD8 (IFN-y*, TNF*) no cérebro e medula espinhal dos camundongos SOCS2-
-, Porém, apos a progresséo da doenga em camundongos SOCS2”, observou-se que na
fase de remisséao eles eram incapazes de se recuperarem dos sinais clinicos causados
pelo processo de desmielinizacdo e dos danos causados no SNC durante a fase aguda.

Diante da dupla resposta observada por SOCS2 durante o desenvolvimento da doenca,



infere-se que SOCS2 é importante para impulsionar o estabelecimento e o inicio da fase
aguda, mas tem um papel fundamental na recuperagao da deficiéncia locomotora, além

de controlar as lesdes causadas no SNC durante a EAE.

Palavras-chave: Esclerose Multipla, Encefalomielite Autoimune Experimental, Supressor

da Sinalizacéo de Citocinas 2, Sistema Nervoso Central.



Abstract

In recent years, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) has been the most
widely used animal model to elucidate and better understand the pathophysiological
mechanisms of Multiple Sclerosis (MS). A disease characterized in providing an
inflammatory process exacerbated, generating a compromising and damaging The
functioning of the Central Nervous System (CNS). Regulatory mechanisms of
inflammation are extremely important to control the inflammatory profile during the
development of the disease. It is known that proteins called Cytokine Signaling
Suppressors (SOCS) have specific functions that regulate cytokine responses,
counterbalancing the signaling and inflammatory process in several diseases. A member
of the SOCS family, known as SOCS2, has been extensively studied in recent years, and
has been classified not only as a suppressor, but as a modulator, because it presents
diverse physiological responses in various body systems as well as in the pathogenesis
of certain Infectious, allergic, cancerous and CNS-affecting diseases. However, little is
known about the involvement of SOCS2 in autoimmune diseases, as well as the
development of EAE. In order to study the role of SOCS2 in EAE, disease induction in
C57BL / 6 and SOCS2 deficient mice (*/-) was performed using oligodendrocyte myelin
(MOG35-55), Complete Freund's Adjuvant (CFA) and Pertussis toxin. After the
development of the disease, analyzes of the brain and spinal cord were performed during
the peak phase (14th day after induction - dpi) and in the remission phase (28 dpi) of the
disease. Increased expression of SOCS2 in the brain of C57BL/6 mice during disease
development was observed, whereas SOCS2” mice showed resistance to the
appearance of acute phase clinical signs. This resistance was associated with reduced
brain IRF1 expression, reduced inflammatory CD4 (IFN-y*, IL-17*, TNF*) and CD8 (IFN-
y*, TNF*) T cells in the brain and spinal cord Of the SOCS2” mice. However, following
disease progression in SOCS27 mice, it was observed that in the remission phase they
were unable to recover from the clinical signs caused by the demyelination process and
CNS damage during the acute phase. Given the double response observed by SOCS2
during the development of the disease, it is inferred that SOCS2 is important for boosting
the onset and onset of the acute phase, but it plays a key role in the recovery of locomotor

deficiency, in addition to controlling the CNS lesions during EAE.



Key words: Multiple Sclerosis, Experimental Autoimmune Encephalomyelitis, Supressor

of Cytokine Signaling 2, Central Nervous System.
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1. Introducgao

1.1. Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é uma doencga autoimune caracterizada por desencadear
um processo inflamatério, desmielinizagdo, degeneragdo axonal bem como falhas no
processo de reparo no Sistema Nervoso Central (SNC) (GRIGORIADISA, PESCHB,
2015). A doenga foi primeiramente descrita pelo Neurologista Jean-Martin Charcot (1825-
1893) a 14 séculos atras. Apesar de Charcot ter tido um papel importante no ramo na
Neurologia, seus grandes achados proporcionaram para que nos dias de hoje pudesse
ser homenageado como o pai da Neurologia. Ele fez as primeiras conexdes definitivas
entre os sintomas da EM e as alteragbes patoldgicas observadas em amostras “post-
mortem”, fazendo sua descricdo detalhada em 1868 (descrita como "La sclérose en
plaques"), acompanhado dos primeiros desenhos, ilustrando as expansdes das lesdes
dos ventriculos para os hemisférios cerebrais, proporcionando assim a primeira visao da
patologia envolvendo tanto o cérebro como a medula espinhal. Seus achados foram
cruciais no desenvolvimento de critérios de diagndsticos da doenga, bem como na
identificacdo de muitas caracteristicas histologicas importantes como a perda de mielina
(LUBLIN, 2005; KUMAR et al., 2011).

Apesar de ainda nao se saber claramente qual o fator limitante responsavel pelo
desencadear da doencga, estudos tem demonstrado que a autoimunidade desempenha
um papel importante na etiologia da doenca. Ao longo dos anos tem sido mostrado que
existem fatores que contribuem para a predisposicdo e desenvolvimento de doencas
autoimunes, como na EM, que surgem a partir de complexas interagdes entre a
predisposicdo genética (como o gene para HLA - Human Leucocyte Antigen: Antigeno
Leucocitario Humano), estilo de vida e fatores ambientais. Dentre os fatores ambientais e
estilo de vida estao: alta latitude, sexo feminino, tabagismo, niveis baixos de vitamina D
causados pela insuficiente exposi¢ao ao sol e/ou ingestao alimentar e infecgao pelo virus
Epstein-Barr (EBV) (CORREALE, GAITAN, 2015; OLSSON, BARCELLOS,
ALFREDSSON, 2016). Atualmente, fortes evidéncias tem apontado a obesidade como
um risco para o desenvolvimento da EM. (GUERRERO-GARCIA et al. 2016; OLSSON,
BARCELLOS, ALFREDSSON, 2016). Estudos recentes, vem mostrando que a microbiota
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intestinal também esta diretamente relacionada com a predisposicdo a doenga, onde
estudos avaliando a microbiota fecal em pacientes com EM apresentaram uma disbiose
na microbiana intestinal (BUDHRAM, 2016; CHEN et al., 2016).

Estudos epidemioldgicos tém sido extremamente importantes na tentativa de
compreender a natureza, contribuicdo e a interacdo dos fatores predisponentes na
susceptibilidade para a doenga (RAMAGOPALAN, SADOVNICK, 2011). Dados mostram
que de 2011 a 2013 ocorreu um aumento de 2,1 para 2,3 milhbes de pessoas com a
doencga. Mostrando que a média de prevaléncia das regides com maior prevaléncia gira
em torno de 100 casos a cada 100.000 habitantes como na figura apresentada abaixo
(BROWNE et al., 2014).

Pessoas em 100.000
habitantes com EM
>0
I 60.01-100
I 20.01-60

50120

| 0-5

[]Data ndo fornecida

Figura 1. Prevaléncia Global da EM em 2013 (Adaptado de Browne et al., 2014)

A incidéncia e prevaléncia da EM em regides de clima temperado aumentam em
relacéo a latitude. O exemplo mais claro desse efeito é observado na Australia. Estudos

a 18 anos atras ja mostravam uma alta prevaléncia na cidade de Hobart, que chegava a
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75,6 por 100.000 habitantes, em comparagdo com uma prevaléncia de 11 por 100.000
habitantes na regido no norte de Queensland (Hammond et al., 1988). Estudos nos dias
atuais mostram que a prevaléncia aumentou ao longo do tempo em algumas regides e
tendo uma relagao também com a etnia, como na prépria Australia que ja estima-se 125
casos por 100.000 habitantes, sendo que na Africa do Sul chega a ser 0,22 casos por
100.000 habitantes e em Taiwan 3,67 casos por 100.000 habitantes (MAKHANI et al.,
2014). Entretanto, existem padrdes mais complexos de distribuicdo em relagdo a doenca,
que precisam ser investigados. Estudos recentes mostraram que a prevaléncia de EM na
Ameérica do Sul sdo menores em relacédo aos paises desenvolvidos mostrando uma taxa
de prevaléncia variando de 1,48 a 17 por 100.000 habitantes, no entanto mais estudos
devem ser realizados nas populagdes em geral, onde a doenga tem sido raramente
relatada ou classificadas como inexistente. (CHRISTIANO, PATRUCCO, 2008; ABAD et
al., 2010). Ja no Brasil 19 estudos fizeram referéncia a taxas de prevaléncia que variaram
de 1,36 a 27,2 por 100,000 habitantes (GAMA PEREIRA et al., 2015). Mesmo apesar da
distribuigdo geografica da EM podendo também ser explicada por fatores relacionados a
etnia e genéticos, a latitude continua sendo um dos maiores fatores de risco da doenca
(RAMAGOPALAN, SADOVNICK, 2011; MAKHANI et al., 2014).

Dados apontam que o desenvolvimento e aparecimento dos sinais clinicos da
doenca ocorre entre os 20-50 anos, tendo uma idade média de inicio aos 30 anos (MILO,
MILLER, 2014). Estudos mostram que as mulheres tém maior susceptibilidade a doenca,
enquanto os homens tém uma pior progressao dela, sendo que estas duas caracteristicas
da doenga estdo diretamente influenciadas pelo sistema imunoldgico e pelo sistema
nervoso (GOLDEN, VOSKUHL, 2016). A diferenca em relagdo entre mulheres e homens
chega ha uma proporgédo de 2:1 para 3:1 dependendo da regido geografica e tem
observado um aumentado nas ultimas décadas (KOCH-HENRIKSEN, SORENSEN,
2010). Porém recentemente tanto em modelo animal como em mulheres portadoras da
doenca, foi mostrado que a sua prevaléncia € maior devido a uma maior expressao do
receptor de esfingosina fosfato 1 (EF1), molécula importante na regulagdo da
permeabilidade da Barreira Hemato-encefalica (BHE) em regides do Sistema Nervoso
Central (SNC) (ORENGO et al., 2014).
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As alteragdes neurolégicas no SNC causadas pela desmielinizagao, perda axonal

e gliose levam ao aparecimento de sintomas e sinais que incluem parestesias ou

dorméncia, fraqueza motora, disturbios visuais monoculares, diplopia, dificuldade na

coordenagdo motora, disturbios da marcha, tonturas e vertigens, podendo acompanhar

de disfungdes urinarias, até alteragbes emocionais, dentre outras (MILO, MILEER, 2014).

No entanto, apesar do curso da doenga e a sintomatologia ser altamente variavel, a

doenca pode ser classificada em 4 cursos clinicos diferentes (LUBLIN et al, 2014; MILO,
MILEER, 2014; DENDROU, FUGGER, FRIESE, 2015). Dentre eles estao:

Recidivante-remitente (RR): é classificado por apresentar sintomas neurologicos
recorrentes e sinais com recuperacao total ou parcial, apresentando uma falta de
progressao da doenga entre as recaidas. Esse tipo representa aproximadamente
80-85% dos diagndsticos iniciais da EM. Este curso coincide com inflamacéo e
desmielinizacdo do SNC focal, que sao tipicamente discerniveis, usando
ressonancia magnética através da observagao de lesdes de substancia branca.
Primario-progressivo (PP); € caracterizado pela progressao da doencga desde o
inicio das fases caracterizadas como platés, apresentando pouca ou nenhuma
remissdao/melhora durante o curso progressivo da doenga. Aproximadamente 10-
15% dos pacientes com EM apresentam esse subtipo.

Secundaria-progressiva (SP): apresenta seguimento do curso inicial de doenca
como RR, seguindo por progressdo com ou sem recaidas ocasionais. Apresenta
remissées menores, permanecendo por fases platdés. Aproximadamente 50% dos
pacientes de RRMS progridem para o subtipo SPMS apés 10 anos e 90% apos
aproximadamente 25 anos. Neste curso as lesdes inflamatérias deixam de ser
caracteristicas e o declinio neurolégico progressivo € acompanhado por atrofia do
do volume cerebral e aumento da perda axonal no SNC (MILO, MILEER, 2014;
DENDROU, FUGGER, FRIESE, 2015).

Progressiva-recidivante (PR): este curso clinico é classificado quando a doenga
apresenta um acumulo progressivo de incapacidade neuroldgica desde o inicio dos
sintomas, com intensos e nitidos ataques agudos, sendo os periodos entre as
recaidas caracterizados por progressdo continua (LUBLIN et al., 2014; MILO,
MILEER, 2014).
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Apesar de ainda ndo ter no cenario mundial uma cura para a EM, nos ultimos 20
anos foram aprovados oito diferentes compostos moduladores da doenca para a tratar
pacientes com o curso RR. Atualmente existem 4 medicamentos utilizados como primeira
linha de tratamento. Dentre eles est&o o Interferon beta, Acetato de Glatiramer, Fumarato
de Dimetilo, Teriflunomida. Os de segunda linha se encontram Natalizumabe,
Fingolimode, Alentuzumabe, Mitoxantrone, dentre outros (GAJOFATTO, BENEDETTI,
2015; TORKILDSENA, MYHRA, BJA, 2016). A opg¢ao de tratamento ideal seria o
tratamento mais seguro que elimina evidéncias clinicas e radiolégicas da atividade da
doencga, porém a maioria dos pacientes iniciam com uma terapia de primeira linha, mas
podem passar rapidamente para uma medicagao mais potente de segunda linha, quando
evidéncias da atividade de doenca apresentam recaidas e/ou incapacidade acumulada,
com ou sem novas lesdes observadas por Imagens de Ressonancia Magnética (IRM)
(HAUSER S. L.; CHAN J.R.; OKSENBERG, 2013, TORKILDSENA, MYHRA, BJA, 2016).
Apesar de serem tratamentos bastante caros, dados explorando os custos diretos e
indiretos no tratamento da EM no Brasil, mostrou chegar a um valor anual de R$ 22,648,12
por paciente em relagdo a medicagbes especificas (imunomoduladoras e
imunossupressores) (FINKELSZTEIN, 2013).

Mesmo através de grandes avangos obtidos no conhecimento, como nas
implementacdes de terapias contra a doenca e em estudos envolvendo pacientes, como
na pesquisa através da utilizacdo de modelos animais susceptiveis a doenca, ainda ha
grande necessidade de compreender melhor os mecanismos da doenga, bem como,
buscar novas estratégias terapéuticas mais sensiveis e promissoras, afim de melhorar as
estratégias terapéuticas ja estabelecidas, reduzindo os efeitos colaterais e

potencializando a eficacia das mesmas.

1.2. Encefalomielite autoimune experimental (EAE)

Varios modelos de desmielinizacdo em experimento animal tem sido implantados
ao longo dos anos para tentar compreender melhor a patologia da EM. Dentre os

principais modelos implantados incluem: o modelo de desmielinizagdo induzida por
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produtos quimicos (cuprizona, brometo de etidio ou lisolectina); o de infecgbes que
promovem desmielinizacdo como a do Virus da Encefalomielite Murina de Theiler (TMEV)
ou o virus da hepatite murina (RODRIGUEZ, 2007); pela utilizagdo de animais
transgénicos que expressam constitutivamente citocinas como TNF (PROBERT et al,
1995); ou através da utilizagdo de toxina diftérica que leva a uma destruicdo de mielina
em oligodendrdcitos (BUCH et al., 2005). No entanto, o modelo bem mais aceito para o
estudo da EM e que mais se aproxima das caracteristicas fisiopatolégicas da doenga, tem
sido a Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) (GOVERMAN, 2009;
CONSTANTINESCU et al., 2011).

O modelo da EAE, foi primeiramente compreendido por Thomas Rivers em 1933,
que descobriu que a inoculagdo de até 85 injegcbes de emulsdo cerebral de coelhos
aplicadas em macacos Rhesus resultavam em uma debilidade locomotora e fraqueza nos
animais. Quando observara a andlise histolégica de seus cérebros, observou-se
infiltrados perivasculares e desmielinizacado (RIVERS, SCHWENTKER, 1935). Em outros
experimentos Rivers percebeu que coelhos que receberam até 26 inje¢cdes do extrato de
cérebro de coelho desenvolveram titulos de anticorpos especificos para o cérebro, sendo
que uma propor¢cdao de coelhos, também desenvolviam paralisia ascendente.
Compreendendo assim que quanto mais antigénico contido na emulsao administrada,
maior era o titulo de anticorpos e maior a proporg¢ao de coelhos afetados (SCHWENTKER,
RIVERS, 1934). Abner Wolf e colaboradores posteriormente, descobriram que a utilizagao
de adjuvante completo de Freund (CFA), descrito anteriormente por Freund e MatDermott
em 1942, onde com apenas 1 mL de extratos de cérebro de coelho adulto em macacos
Rhesus, ja demonstravam o aparecimento dos sinais clinicos da doenga apés 17 a 62
dias da inducdo da doenca, onde foi observado caracteristicas do curso RR, onde um
animal aparentemente cego poderia recuperar sua visao dentro de alguns dias, podendo
também perdé-la novamente, concomitantemente podendo ocorrer uma recuperacgao de
um membro e afetar a paralisia de outro (WOLF, KABAT, BEZER, 1947).

As grandes descobertas obtidas sobre a EAE, possibilitaram identificar ndo s6 a
producdo de anticorpos, como também de células direcionadas a proteina de mielina

durante o desenvolvimento da doenga. Como os peptideos especificos de mielina que
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nos dias de hoje substituiriam a utilizagdo dos extratos cerebrais para a indugao da
doencga (BAXTER, 2007). Basicamente existem dois tipos de inducédo da EAE:
1) EAE ativa - sdo necessarios para indugdo proteinas intactas ou
peptideos de uma das trés proteinas de mielina - proteina proteolipidica
(PLP), glicoproteina de oligodendrécitos de mielina (MOG) e proteina
basica de mielina (MBP).
2) EAE passiva - que consiste na transferéncia adotiva de linfocitos
ativados contra a mielina in vitro, a partir de camundongos imunizados.
A inducao de EAE por este método normalmente resulta em uma doencga
mais grave, com maior incidéncia e um curso de doenga mais acelerada
e sincrona (MILLER, KARPUS, DAVIDSON, 2007).

A EAE tem sido crucial para melhor compreensdo da EM. Com uma
neurofarmacologia complexa, muitos dos farmacos que estdo em uso atual ou iminente
na EM tém sido desenvolvidos, testados ou validados com base em estudos neste modelo
(CONSTANTINESCU et al., 2011).

1.3.Semelhancgas e diferengas entre EAE e EM

Dentro das principais caracteristicas na EM pode-se observar diversas
semelhancas e diferengas na fisiopatologia dentro do modelo da EAE. Uma das
similaridades mais importante € que a EAE leva a uma aproximagao das principais
caracteristicas patolégicas da EM: inflamagdo, desmielinizagcdo, perda axonal e gliose
(CONSTANTINESCU et al., 2011).

Durante o desenvolvimento e progressdo da EAE e da EM, uma variedade de
células que representam o sistema imune inato e adaptativo, levam a ativagdo da
autoreatividade de células T especificas para mielina que rompem a barreira
hematoencefalica (BHE) e invadem o parénquima cerebral. As células gliais residentes
também sao ativadas desempenhando também um papel importante na patogénese.
Alguns dos tipos de células envolvidos sao pro-inflamatérios e promovem

desmielinizacdo, dano axonal e formacao de placas da doencga, enquanto outros tipos de
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células tém propriedades anti-inflamatdrias e/ou reguladoras, capaz de inibir a progresséo
da doenga, facilitando assim o reparo tecidual (DUFFY, LEES, MOALEN-TAYLOR, 2014;
TERRY, IFERGAN, MILLER, 2016).

Dependendo do tipo genético do camundongo e do antigeno utilizado na indugao
da EAE, é capaz de gerar diversos tipos de fenotipos similares a EM. Por exemplo, a
indugdo utilizando PLP induz uma EAE de curso RR em camundongos de linhagem SJL
(Swiss Jim Lambert), enquanto que utilizando MOG desencadeia uma EAE crénica
progressiva em camundongos C57BL/6. O cruzamento de camundongos C57BL/6, que
sobre-expressam receptores de células T especificas para MOG (TCR-MOG) com
camundongos com células B especificas para MOG, resultaram numa forma grave de
EAE com lesbes inflamatdrias de nervos Opticos e na medula espinhal. Ja camundongos
transgénicos para TCR-MOG cruzados para o fundo SJL, desenvolvem um curso RR na
EAE com episodios que alteram entre o nervo Optico, o cerebelo e a medula espinal
(SINGHAL, SRIVASTAVA, 2012).

Contudo, varias limitacdbes podem ser observadas entre a EM e a EAE. Uma
limitacao consistente é a linha de tempo de deteccgao de sinais clinicos e de intervengdes
terapéuticas. Considerando que na EAE os processos patolégicos podem ser observados
dentro de semanas e até mesmo dias apds a indugdo, no qual as abordagens de
tratamento podem ser iniciado ainda na fase pré-clinica, sendo que as medidas de
diagnéstico na EM néo é capaz de detectar os processos fisiolégicos subjacentes a
doenca e depende do aparecimento dos primeiros sinais clinicos, sendo que a intensidade
do tratamento aumenta geralmente até a progressao tardia da doenga (SINGHAL,
SRIVASTAVA, 2012; PROCACCINI et al., 2015).

Além disso, o modelo da EAE ainda fornece poucas informacdes sobre a
progressao da EM. Ainda necessita de estudos e modelos que permitem melhor o estudo
das taxas de recaidas observados na EM, métodos capazes de entender melhor a
remielinizacao, no qual é dificil de ser estudada na EAE pelo fato das lesdes ocorrerem
em relacdo ao tempo e a localizagdo, além de ser necessario compreender melhor os
mecanismos responsaveis por gerar dano a mielina nos tecidos. Sendo também

importante o direcionamento de analises envolvendo os danos causados em regides
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especificas do SNC, como o cortex cerebral e cerebelar na EAE, além de mais estudos
abordando o pape das células T CD8 que atuam principalmente nas lesbes formadas
durante a EM (PROCACCINI et al., 2015).

No entanto, existem também diferencas entre MS e EAE, e estes foram salientados
pelo fato de que certas terapias tiveram resultados opostos nestes dois modelos. Por
exemplo, a administragao de interferdo (IFN-y) ou fator de necrose antitumoral (TNF) foi

protetora na EAE, mas exacerbou o desenvolvimento na EM (FLETCHER et al., 2010).

Porém diversos resultados do ramo terapéutico no qual tem empenhado em buscar
por novos alvos terapéuticos, proporcionaram até agora a descoberta de trés terapias
estabelecidas para a EM, no qual foram desenvolvidos primeiramente no modelo de EAE:
o Acetato de glatiramer, Mitoxantrona e Natalizumab (MIX et al., 2010). Apesar de varias
terapias estarem em estudos, a busca de novas terapias com os estudos na EAE tem
como objetivos: 1) obter uma visdo mais profunda dos mecanismos de acéo,
proporcionando assim objetivos especificos para a implementagao de novas terapias; (2)
melhorar terapias ja utilizadas e desenvolver novas terapias mais convenientes para a
pratica clinica (Baixa frequéncia de aplicacdo, aplicacédo oral); (3) e evitar efeitos

secundarios adversos (MIX et al., 2010).

Além do mais, os camundongos C57BL/6, € um dos modelos murinos mais
utilizados em relagcdo a susceptibilidade da EAE, tem caracteristicas importantes na
avaliacdo da doenga, pois permite uma melhor manutengdo de animais transgénicos na
delecao de genes, sendo ainda que, possui um lugar fundamental nas investigagdes nos
papéis de citocinas e quimiocinas na neuroinflamagdo. Sendo assim, amplamente

utilizado para avaliar potenciais alvos terapéuticas da EM (BITTNER et al., 2014).

1.4.Processo inflamatério na EM e na EAE
Apesar do mecanismo desencadeador da resposta autoimune na EM ainda n&o
ser bem definido, estudos apontam que a propagacao e a circulagdo de segmentos
imunorreativos de uma proteina, denominado epitopos, como no caso da mielina,

desencadeado seja por um processo inflamatorio, por necrose ou morte celular
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inflamatoria gerada no érgéo, ou pelo numero crescente de células do tecido, leva a um
numero crescente de antigenos celulares, permitindo assim captura, processamento e
apresentacgao por um tipo de célula apresentadora de antigeno (APC — antigen presenting
cell), denominado células dendriticas (DC — dendritic cell). Assim, aumentaria 0 numero
de auto antigenos apresentados neste estado inflamatorio progressivo e a tolerancia a
este auto antigeno seria perdida (MBONGUE et al., 2014; GRIGORIADISA, PESCHB,
VAN, 2015).

No entanto essa perda da tolerancia, tem sido corroborada mediante a uma
desregulacao imune das DCs, que apresentam abnormalidades quanto ao numero,
recrutamento e fungdo, desencadeando um fendétipo ativado em individuos com EM
(GRIGORIADISA, PESCHB, VAN, 2015; QUINTANA, YESTE, MASCANFRONI, 2015).
Em pacientes com EM, foi observado um grande acumulo de cDC (célula dendritica
convencional) e pDC (célula dendritica plasmocitoide) no liquido cefalorraquidiano e na
substancia branca do cérebro, bem como os niveis de citocinas (Interleucina-12 e
Interleucina-23 / IL - interleukin) e quimiocinas (CCL3 e CCLS5 / chemokine C-C motif
ligand) expressos por cDC em lesbes acometidas no SNC (LANDER et al., 2008;
LONGHINI et al., 2011; VAKNIN-DEMBINSKY et al, 2008; QUINTANA, YESTE,
MASCANFRONI, 2015).

Apos a ativagao das DCs, elas migram através da BHE e induzem a diferenciagéo
das células T de memoria em linfocitos pré-inflamatorios T- auxiliares 1 (Th1 /T helper 1)
e Th17. Por sua vez, a indugao de macréfagos e a ativagdo microglial produz citocinas
pré-inflamatorias, radicais de oxigénio e 6xido nitrico, responsaveis pela desmielinizagcao
e perda axonal. Outros mediadores conhecidos da patologia da EM incluem células T
CD8+ e células B de memodria dentro do SNC. Algumas marcas patologicas da EM séo
degeneracgao axonal precoce e declinio progressivo do volume cerebral em pacientes com
sindromes clinicamente isolados que progridem para EM clinicamente definida
(GRIGORIADISA, PESCHB, VAN, 2015; XIE et al., 2015).

No modelo de EAE, apds a imunizagdo dos camundongos com mielina, as células
apresentadoras de antigenos (APCs) apds encontrar o antigeno da mielina na periferia,

migram para os linfonodos onde apresentam o antigeno as células T naive. A ativagéo e
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sobrevivéncia das células T requer dois sinais das APCs: apresentacao de antigeno pelo
complexo de histocompatibilidade principal (MHC Il) para o receptor de células T e um
sinal secundario proporcionado pela interagdo de moléculas co-estimuladoras tais como
CD80 (Cluster de diferenciagdo 80 / Cluster of differentiation) e CD86 com CD28 em
células T (GOVERMAN, 2009; SHEMER, JUNG, 2015).

A composic¢ao da anatomia do SNC, limita o acesso das células T pela BHE, que
tem o papel de restringir o acesso de compostos quimicos/bioldgicos, de patdégenos e de
células imunes no cérebro (MAYO, QUINTANA, WEYNER, 2012). A composigao da BHE
por vénulas parenquimatosas, pela barreira do liquido cefalorraquidiano (LCR) que
circunda o plexo coroide (onde o LCR ¢é sintetizado), pelas vénulas meningeas, células
endoteliais e epiteliais tem o papel importante de restringir o acesso ao SNC. No entanto,
as células T ativadas e de memoria podem realizar a vigilancia imune do SNC porque
expressam moléculas de adesao, receptores de quimiocinas e integrinas que lhes
permitem atravessar essas barreiras. Por isso, apds serem ativadas e diferenciadas as
células T especificas a mielina, infiltram-se no SNC e sao reestimuladas por APCs
residentes, através da apresentacdo de peptideos de mielina pelo MHC Il. A
reestimulagdo das células T desencadeia assim a produgado de citocinas e quimiocinas,
dentre outros mediadores soluveis por muitos tipos de células que potencializa ainda mais
o recrutamento de mais células inflamatdrias, levando assim a um processo inflamatério,
desencadeando desmielinizagao e dano axonal. (RANSOHOFF, KIVISAKK, KIDD, 2003;
GOVERMAN, 2009).

Na EAE, essa resposta imunoldgica € geralmente iniciada dentro de duas semanas
apos a imunizagao na periferia, provocando uma tipica paralisia ascendente (paralisia da
cauda e posteriormente a paralisia dos membros inferiores e em alguns casos os
membros superiores) acompanhada por uma perda progressiva do peso corporal do
animal (ENCINAS et al., 2001).

1.5.As células T e o desenvolvimento da doenga
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A apresentacao de antigenos peptidicos pelas APCs por MHCII é crucial para a
ativagcao e regulacéo das células T. Apos serem ativas, as células T sdo capazes de se
diferenciar em subtipos distintos, dependendo da sinalizacdo especifica de citocinas, da
expressdao de receptores de quimiocinas, fatores de transcricdo e modificagdes
epigenéticas. Cada subconjunto tem um perfil de citocina diferente, no qual exerce um
papel individualizado na diferenciacéao e fungao celular (DUFFY, LEES, MOALEN-
TAYLOR, 2014).

Estudos prévios mostraram que em lesdes iniciais na EM, observa-se que os
macrofagos dominavam o infiltrado, seguido por células T CD8, além de observar a
presenga de células T CD4, células B e células plasmaticas. Onde a presenca dessas
células, sdo cruciais para manifestar dano ao cérebro e a medula espinhal (CHARD et al.,
2002).

No entanto, estudos recentes evidenciam que as linhagens de células T CD4 sao
quem controlam o equilibrio entre o desencadear ou ndo da inflamagéao autoimune no
SNC. Entre as principais linhagens de células T CD4, destaca-se o papel dos linfécitos
Th1 e Th17 que produzem citocinas pré-inflamatérias que, quando produzidas em
resposta ao auto antigeno do SNC, promovem o desencadeamento na fisiopatologia da
doenca (DITTEL, 2008; ROSTAMI, CIRIC, 2013). A presenga destas células pro-
inflamatérias dentro do cérebro e das placas ativas em individuos com EM proporciona
evidéncia anatémica patoldgica. Numerosos achados, tem apontado que as células Th17,
mediada pela presenca da interleucina IL-23, desempenham um papel essencial na
inflamacao do SNC, talvez principalmente nas fases iniciais da doenga. Onde células
Th1, induzida pela interleucina IL-12 provavelmente contribuem para a patogénese, com
seu papel possivelmente mais pronunciada mais tarde na doenca (ROSTAMI, CIRIC,
2013) (Figura 2).

Isto € apontado pelo fato de que as células Th1 e Th17, induzirem formas
clinicamente indistinguiveis de EAE, mostrando que a composi¢do das células que
infiltram no SNC é distinta. Um estudo mostrou que camundongos que receberam células
Th1 ativas contra mielina, apresentaram exclusivamente monécitos e linfécitos como

células infiltrantes no SNC, enquanto que camundongos que receberam células Th17
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apresentaram uma proporgao significativa de neutréfilos (KROENKE et al., 2008). No
entanto, ja em pacientes com EM estudos mostram através de avaliagcao por ressonancia
magneética cerebral, que respostas de IFN-y e IL-17 misturadas tém uma carga de lesdes
T1 relativamente elevada, e uma presenga de danos axonicos permanentes (CARBAJAL
et al., 2015).

Com base no perfil de secrecao de citocinas nos principais subtipos celulares da
doenca, foram descritos trés principais subconjuntos de linfécitos Th: Th1 (produtores de
interferdo-gama (IFNy) e produtores de fator de necrose tumoral (TNF); Th2 (produtores
de IL-4, IL-5, IL-13) e Th17 (produtores de IL-17, IL-21 e IL-22) (KNOSP, JOHNSTON,
2012; DUFFY, LEES, MOALEN-TAYLOR, 2014) (Figura 2).

As células Th1 ativas, produzem citocinas pré-inflamatarias tais como IFN-y e TNF,
sendo implicadas tanto na EAE, como na EM (DUFFY, LEES, MOALEN-TAYLOR, 2014).
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Figura 2. Sinalizagao, ativagdo de células T e o desenvolvimento da autoimunidade no SNC. (Adaptado de
KNOSP, JOHNSTON, 2012; DITTEL, 2008).

Apesar do papel das células Th1 e Th17 estarem bem estabelecidos na doenca,

estudos ainda mostram que as células T CD8 tem um papel fundamental nas lesdes
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formadas durante o processo de desmielinizacdo, onde a producdo de mediadores
soluveis, de granulos citotdéxicos direcionados para oligodendrdcitos e axdnios foram
observados em tecidos de EM, mostrando similaridades no modelo animal onde
apresentou distribuicdo de lesbes semelhantes através dessas células (FRIESE,
FUGGER, 2005; GOVERMAN, PERCHELLET, HUSEBY, 2005; SALOU et al., 2015).

As células T reguladoras (Treg) sao definidas como células T CD4+ responsaveis
pela supressao de atividades potencialmente deletérias das células Th. Elas apresentam
diversas fungdes incluindo: prevencédo de doengas autoimunes através da manutencéo
da auto tolerancia; supressao de alergia, asma e imunopatologia induzida por patégenos;
tolerancia feto-materna e tolerancia oral. As atividades supressoras atribuidas as células
Treg podem ser exercidas em subconjuntos de células Th convencionais, tais como
células Th1, Th2, Th17 e T foliculares (Thf) (CORTHAY, 2009)

Em individuos saudaveis, as células T Treg podem controlar as células T auto
reativas potencialmente patogénicas, enquanto que as células Treg em doentes com EM
apresentam capacidades reguladoras insuficientes. No entanto é possivel encontrar
células T auto reativas no sangue periférico de individuos saudaveis sem causar qualquer
doencga autoimune, isso é devido a importancia de um controlo eficiente das células Treg,
que sao responsaveis pela regulacao da homeostase imune e auto tolerancia (GAWLIK,
HAFLER, 2013).

Estudos envolvendo o papel direto das Tregs na EAE, mostram que a recuperagéo
dos sinais clinicos nos camundongos, correlaciona-se com o acumulo de células T CD4
CD25" produtoras de IL-10 no SNC, sendo capaz de expressar diversos marcadores
associados a células reguladoras além de FoxP3, bem como (CTLA-4 / cytotoxic T
lymphocyte associated protein 4; GITR / glucocorticoid-induced tumour-necrosis-factor-
receptor-related protein e aER7 / integrina). Mostrando que a deplecao das células Tregs
inibe a recuperagcado natural de camundongos C57BL6 induzidos com EAE. Além de
mostrarem que a transferéncia passiva de células Tregs proporciona prote¢ao contra EAE
(MCGEACHY, STEPHENS, ANDERTON, 2005), aléem de controlar a motilidade de
células T e inflamagédo no SNC (KOUTROLOS et al., 2014).
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Avaliagées na EM mostram que a atividade supressora de células Treg humanas
diminui com a idade, assim como observado em células Treg em camundongos (VENKEN
et al, 2006). Por outro lado, dados também revelam um numero reduzido de células Treg
no sangue periférico e menor expressao de proteina FoxP3 em pacientes com RR do que
em pacientes SP e individuos controle, sendo correlacionados com a capacidade
supressora de Tregs nestes pacientes. No entanto observou-se que os pacientes com RR
apresentavam maior numero de Tregs no fluido cerebroespinhal, onde expressavam mais
moléculas de adesao em resposta a tecidos inflamados como CD103 e CD49d,
mostrando assim que essas células se acumulam no SNC afim de regular a inflamacgéo.
(VENKEN et al., 2008).

Diante disso observa-se que a extensao da inflamacgao deve ser extremamente
controlada ou o acarretara em danos graves ao SNC. Por isso o equilibrio do sistema
imunolégico deve sempre se manter. Uma resposta imune fraca ou lenta a um patégeno
pode levar a doenca e até mesmo a morte, enquanto uma resposta imunologica
demasiado robusta ou descontrolada pode levar a danos severos nos tecidos, e para

doencgas auto-imunes, em ultima analise a morte (DITTEL, 2008).

1.6. Supressor da sinalizagao de citocinas (SOCS)

As citocinas sdo proteinas secretadas que regulam respostas celulares
importantes, onde os primeiros estudos observavam seu papel na proliferagédo e
diferenciacéo celular (STAR et al., 1997). No entanto, hoje se sabe que as citocinas
afetam quase todos os processos bioldgicos, desde o desenvolvimento embrionario,
como na patogénese de doengas, em resposta nao especifica a infecgdo, em resposta
especifica a um determinado antigeno, em alteracbes nas fungdes cognitivas e

progressao dos processos degenerativos do envelhecimento (DINARELLO, 2007).

Até 1997 os eventos chave na transdugao de sinal de citocinas ja estavam bem
definidos: onde se tinha o conhecimento de que a sinalizacdo das citocinas induz a
agregacao do receptor, levando a ativagao de membros da familia de tirosinas quinases
citoplasmaticas (JAK / Janus kinase). Por sua vez, fatores de transcricao da familia de

sinais transdutores a ativadores de transcri¢ao (STAT / signal transducers and activators
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of transcription) séo fosforilados, se dimerizam e aumentam a transcricdo de genes com
locais de reconhecimento STAT nos seus promotores. O que ainda nao se sabia era como
a transducao da sinalizagao de citocinas era desligada. E foi através de Star et al., que
em 1997, descobriu trés formas homologas de proteina contendo dominio SH2 induzida
por citocina (CIS - Cytokine Inducible SH2 containing protein), sendo elas denominadas
como proteina supressora da sinalizagdo de citocinas (SOCS / supressor of cytokine
signalling), como SOCS 1, SOCS 2 e SOCS 3. Starr observou que a expressédo de SOCS-
1 inibia tanto a fosforilagdo do receptor induzido pela interleucina-6 como a ativagao de
STAT e que a transcricdo dos outros trés genes (SOCS 2, 3 e CIS) eram aumentadas
rapidamente em resposta a IL-6, in vitro e in vivo, sugerindo que essas proteinas podiam
atuar num circuito de retroalimentagao negativa classico, para regular a transdugao de

sinal de citocinas.

Sendo assim as proteinas foram primeiramente descritas como moduladores da
sinalizagao de citocinas e de fatores de crescimento, onde a desregulagao desses fatores
vem sendo associada a uma variedade de doencas inflamatérias e neoplasicas
(LETELLIER, HAAN, 2016).

A familia SOCS, é constituida por oito membros (SOCS-1 a SOCS-7 e CIS), sendo
que todos eles compreendem um dominio N-terminal com comprimento variavel de
sequéncias de aminoacidos, um dominio Src central de homologia 2 (SH2) e uma caixa
SOCS C-terminal altamente conservada (FIGURA 2) (LARSEN, ROPKE, 2002).
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Figura 3. Estruturas das proteinas SOCS (Extraido de FENG et al., 2016).

Dentro da cascata de sinalizagcao de proteinas SOCS (Figura 4), observa-se que a
ligacdo de citocinas ao receptor na superficie celular promove a associacdo das
subunidades do receptor e sinaliza uma cascata de eventos de fosforilagédo a jusante.
Esta via de sinalizacdo comeca com a fosforilacdo cruzada e a ativacdo das JAKs
associadas ao receptor, levando assim a fosforilacdo de locais nas caudas
citoplasmaticas dos receptores ativados, criando assim locais de ancoragem para as
proteinas STAT. O recrutamento destes fatores de transcrigdo € seguido pela fosforilagéo
e dimerizacao das STATs. Os dimeros STAT ativados translocam-se para o nucleo onde
podem iniciar a transcricdo de uma variedade de genes com diversas fungdes, seja
responsavel pela sobrevivéncia e proliferagao, dentre outras. No entanto a ativagao de
STAT também promove a transcricao SOCS que podem suprimir mais sinalizagao e assim
restaurar a sensibilidade da célula a futuros estimulos por citocinas (FIGURA 3) (UREN,
TURNLEY, 2014).
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Apés transcritos, as proteinas SOCS demonstraram ter trés mecanismos de
modulagdo diferentes: através do dominio SH2 eles se ligam a fosfotirosinas na proteina
alvo, conduzindo a inibicdo da transducdo de sinal por inativacdo N-terminal de JAK,
bloqueando o acesso de STAT aos locais receptores, ou por proteinas ligadas ao
encaminhamento de caixas SOCS, atuando como componente de recrutamento de
substrato de complexos E3-ubiquitina ligase para degradagao proteasomal (LARSEN,
ROPKE, 2002; UREN, TURNLEY, 2014; LETELLIER, HAAN, 2016).
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Figura 4. Mecanismos de inibicao da sinalizacdo de citocinas por proteinas SOCS (Adaptado de UREN,
TURNLEY, 2014).

1.7.Mecanismos e fungdées de SOCS2
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Estudos mostram que a expressdo de SOCS2 é ativada por diversos de fatores
que ativam a STAT 5, sendo eles a estimulagao de receptores do tipo Toll (TLR — toll-like
receptores) (POSSELT et al., 2011), horménios (hormdnio do crescimento, prolactina,
insulina, estrogeno), algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-3, IL-10, IL-6, IFN-a, IFN-y, CTNF,
dentre outras), e outros mediadores como 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (2,3,7,8
tetrachlorodibenzo-p-dioxin-TCDD) e lipoxinas (RICO-BAUTISTA, 2006).

Diversos estudos, tem demonstrado o papel importante de SOCS2 em diversos
processos biolégicos, bem como em diversas doengas e modelos utilizados. Uma das
primeiras informagdes conhecidas por SOCS2 além de ser um supressor na sinalizacao
de citocinas, foi observar a sua atividade no SNC. Identificou que SOCS2 apresentava
uma expressao elevada desde o 14° dia embrionario até o 8° dia pds-natal e decrescendo
sua expressao posteriormente. No qual a sua expressao foi observada exclusivamente
em neuronios, sendo ativada na fase de desenvolvimento no momento da diferenciacéo
neuronal (POLIZOTTO, BARLETT, TURNLEY, 2000). Estudos posteriores também
mostraram que SOCS2 tem um papel importante em bloquear os efeitos inibitérios do
horménio de crescimento (GH) na diferenciacdo neuronal e promover a neurogénese
(RANSOME, TURNLEY, 2005). Aléem do mais, estudos posteriores mostraram que
SOCS2 tem um papel importante na regulagao do hormdnio do crescimento (GH — growth
hormony) e do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1), onde camundongos
SOCS27, apresentaram caracteristicas do fendtipo de crescimento elevado,
demonstrando que a deficiéncia de Socs2 afeta o crescimento pré-natal e pds-natal,
através da desregulacdo do GH/IGF1 (HORVAT, MEDRANO, 2001).

Além de SOCS2 ser um regulador importante de GH, IGF1 e prolactina, estudos
mostram que SOCS2 também apresenta um papel crucial no desenvolvimento de alguns
tipos de cancer, como o de préstata. Ensaios in vitro e in vivo revelaram o envolvimento
do SOCS2 na regulagédo do crescimento celular e apoptose, onde a auséncia da
expressao de SOCS2 inibiu a proliferacao de células do cancer de prostata (CP). Esta
diminuigdo do crescimento celular apos a desregulacdo SOCS2 foi associada a parada
do ciclo celular e a apoptose de células do CP (HOEFER et al., 2014). Outros estudos

também mostram que a expressdo de SOCS2 ¢ importante para regular o
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desenvolvimento do carcinoma coloretal e hepatocelular, onde observa-se regulagéo
baixa na expressdo de SOCS2, seguida de metilagbes em regides promotoras do gene
(LETELLIER et al., 2014; CUI et al., 2016).

Durante a infecgao por Toxoplasma gondii, observou-se que SOCS2 teve um papel
importante para regular negativamente a expresséo de citocinas pré-inflamatorias como
IL-12, IFN-y e TNF, além de regular o infiltrado de leucdcitos no cérebro e no figado, bem
como a expansao de células T produtoras de IFN-y, sendo mediada pela ativagao de
lipoxina-A4 (MACHADO et al., 2006). Ja durante a infecgdo por Trypanosoma cruzi,
camundongos SOCS27, apresentaram uma redugdo tanto da parasitemia como da
expressao de varias citocinas como IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, SOCS1 e SOCS3 no bacgo e
de IFN-y, TNF, SOCS1 e SOCS3 em coragbes de camundongos SOCS2”- infectados.
Apesar de observar um aumento na geragao e expansao de células T reguladoras (Treg)
e dos niveis de LXA4, observou-se através de analises ecocardiograficas que
camundongos SOCS2 infectados apresentavam um maior comprometimento da fungao
cardiaca (ESPER et al., 2012).

Estudos recentes mostraram que SOCS2 apresenta um papel fundamental na
estabilidade de células Treg. Analises identificaram que SOCS2 é preferencialmente
expresso tanto em células Tregs naturais como em Tregs induziveis (iTregs). Observaram
que células TCD4+ FoxP3 deficientes de SOCS2 n&do conseguiam manter estavel a
expressdao de FoxP3, sendo ainda que apds a estimulagdo com IL-4 nestas células,
observou a secrecao de niveis elevados de citocinas como de IFN-y e IL13 nas células
deficientes de SOCS2, mostrando que SOCS2 é essencial para manter o fenétipo anti-
inflamatdrio de iTregs, impedindo a secregéo de citocinas pro-inflamatérias (KNOSP et
al., 2013).

Estudos envolvendo doengas autoimune como Lupus eritematoso sistémico (LES),
bem como pacientes com artrite reumatéide (AR) mostraram que pacientes com as
doencgas apresentavam niveis de SOCS2 semelhantes em células mononucleares de
sangue periférico (PBMCs) em comparagao com individuos normais (TSAO, KUO, LIN,
2008). Porém estudos avaliando as células T do sangue periférico apresentaram um
aumento nos niveis de SOCS2 em pacientes com AR (ISOMAKE et al., 2007). No entanto,
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apo6s bloquearem TNF em pacientes com AR, observou reducéo dos niveis de SOCS2,
mostrando que TNF pode desempenha um papel na regulagdo da expressao do gene
SOCS2 em PBMCs, sugerindo que SOCS2 desempenha um papel importante na
regulacéo durante o processo inflamatério (TSAO, KUO, LIN, 2008).

Ja envolvendo o papel de SOCS2 na EM, alguns achados mostraram uma baixa
expressao de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) de SOCS2 em PBMCs, em
pacientes RR que n&o haviam recebido nenhum tratamento contra a doenca. Indicando
uma correlagédo entre a expressao reduzida de SOCS2 e outros dois fatores (NR4A2 e
TNFAIP3) em uma pior inflamag&o e um pior curso de doenga, sendo os niveis basais
mais baixos nos doentes com um curso de doenga mais maligna do que nos doentes com
um curso de doenga mais benigna, correlacionados a pacientes RR através da utilizagcéo
da ). Porém pacientes que foram tratados com acetato de glatiramer e interferon beta
apresentaram um aumento dos niveis de expressao de SOCS2 quando comparado com
pacientes ndo tratados. Isto mostra que o curso da doenga n&o é estabelecido meramente
a partir de uma reagao pro-inflamatéria hiperativa, mas a desregulagdo de "sinais de

parada" (breaking signals) na inflamacéao (GILLI et al., 2011).

Diante da grande diversidade de fungdes e mecanismos envolvidos pela atividade
de SOCS2, demonstrando que SOCS2 nao é apenas um supressor mais também um
regulador de diversos mecanismos, decidimos elucidar mais a fundo o papel de SOCS2
na autoimunidade e investigar a importancia de SOCS2 no SNC durante o
desenvolvimento da EAE, afim de avaliar a sua importancia no estabelecimento dos sinais
clinicos da doenca, bem como sua atividade durante o processo inflamatério na fase

aguda e de remissao da doenga em modelo animal.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

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

durante a encefalomielite autoimune experimental.

2.2. Objetivos especificos
v Investigar a expressao de SOCS2 durante o desenvolvimento da doenga e em

células da glia isoladas em cultura

v Avaliar a presenca de MOG nas células da glia, investigando a expressao de
SOCS2.

v" Analisar clinicamente e anatomicamente através de histologia os sinais clinicos da

doenca através da auséncia de SOCS2 nos camundongos nocautes.

v Elucidar a expressao de IRF-1 no SNC durante o desenvolvimento da doenga.

v' Examinar o infiltrado no SNC e a expansdo no bago de subtipos de células TCD4
e TCDS8, que sao importantes para o estabelecimento e desenvolvimento da
doencga.

v' Examinar a presenca de células Treg e T CD4 produtoras de IL-10 no infiltrado do
SNC e concomitantemente a expansdo delas no bago, sendo fundamentais na

regulacao da resposta inflamatéria durante o desenvolvimento da doencga.

v Investigar através de quimeras o importante papel das células periféricas e

residentes expressando ou ndo SOCS2 durante o curso da doencga.
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3. Material e métodos

3.1. Animais

A realizacédo dos experimentos contou com a utilizagdo de camundongos fémeas
C57BL/6 e SOCS2”’- com idade entre 8 a 12 semanas. Os camundongos C57BL/6 foram
criados e obtidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB-UFMG) e os animais SOCS2 foram
criados e obtidos pelo biotério de criagao proéprio localizado no no bloco C2 do (ICB-
UFMG). Os camundongos foram criados e utilizados segundo a Diretriz Brasileira para o
cuidado e a utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos — DBCA (CONCEA,
2016). Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais
(CEUA) da UFMG, sob o numero de protocolo 253/2016.

3.2. Indugao e avaliagao dos sinais clinicos da EAE

A inducao da EAE foi realizada através do preparo da emulsao contendo 100 ug
de MOGass.s5 (Sigma Aldrich M4939) por animal, com adigdo de adjuvante completo de
Freund (Complete Freund’s Adjuvant- DIFCO F5881) em uma proporc¢éo de 1/1 do volume
de MOGs3s.55 utiizado acima € Uma adigdo de Mycobacterium tuberculosis H37 RA (Difco
Laboratories, Sparks, MD, USA) afim de resultar em 4 mg/mL de CFA. Cada animal
recebeu 100ul dessa emulsdo subcutaneamente. Em seguida foram injetadas, 300
ng/animal de toxina Pertussis (Sigma Chemical Co,St. Louis,MO, USA) no dia da
imunizagdo e apos 48 horas. Diariamente os animais foram avaliados usando um
protocolo de escore clinico que avalia os sinais clinicos que varia de 0 a 4,5 como

mostrado na tabela abaixo:

Tabela 1. Escore Clinico
0 Auséncia de sinais clinicos
0,5 Paralisia parcial da cauda

1 Paralisia da cauda ou andar deficiente
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1,5 Paralisia parcial da cauda e andar deficiente

2 Paralisia da cauda e andar deficiente

2,5 Paralisia parcial das patas traseiras

3 Paralisia de uma pata traseira

3,5 Paralisia de uma pata traseira e parcial da outra

4 Paralisia completa das patas traseiras

4,5 Paralisia completa das patas traseiras e fraqueza na pata (s) dianteira (s)

A perda de peso dos animais também foi acompanhada pesando os animais nos

dias 0, 3, 7 e posteriormente foram pesados diariamente.

3.3. Histologia

Foi realizado estudos histopatoldgicos afim de avaliar alteragdes morfolégicas e
estruturais do tecido cerebral e medular durante o desenvolvimento da doenca. Os
camundongos foram sacrificados no 14° e 28° dpi, com uma dose excessiva de anestésico
(10 mg/mL de Xilazina e e 150 mg/mL de Cetamina, Rompun® - Bayer, Laboratério
Cristalia, SP). Apds a necropsia, os tecidos foram coletados e colocados em imerséo em
solugao de formol tamponado a 10%. Apds o periodo de fixagdo (no minimo 12 horas),

os tecidos foram recortados utilizando uma navalha e seccionados transversalmente.

Em seguida o processo de desidratagdo foi realizado em concentragbes
crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e absoluto I, Il e 1ll) com a finalidade de remover a
agua presente nos mesmos, sendo que os fragmentos permaneceram imersos por um
periodo de 30 minutos em cada alcool. A diafanizagao foi realizada apds a etapa de
desidratagdo, com o intuito de obter transparéncia da estrutura do tecido junto com a
preservacao do mesmo, consistindo assim em colocar os fragmentos a dois banhos de
Xilol (98,5%) com duracao de 20 minutos cada. Por fim os tecidos foram impregnados e

incluidos em parafina.

Foi utilizado para seccao dos fragmentos dos 6rgaos em blocos de parafina um

micrétomo (American Optical, microtome 028 rotary), obtendo cortes seriados com 4um
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de espessura. Os cortes obtidos foram corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).
Por fim, as ldminas obtidas foram avaliadas ao microscépico optico (aumento de 200x)

(Olympus, Bx43), para estudos histoldgicos.

3.4. Western Blotting

O cérebro dos camundongos controle e induzidos com a EAE, foram coletados
no 14° e 28° dpi. Para o processamento do extrato celular total utilizou-se o tampéo de
lise (1% Triton X 100, 100mM Tris/HCI (acido cloridrico), pH 8.0, 10% Glicerol, 5mM EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético / Ethylenediamine tetraacetic acid), 200mM NaCl
(cloreto de sodio), 1mM DTT (Ditiotreitol / dithiothreitol), 1mM PMSF (Fluoreto de
fenilmetilsulfonilo / phenylmethylsulfonyl fluoride), 25mM NaF (Fluoreto de sédio / Sodium
Fluoride), 2.5mg/mL Leupeptina, 5 mg/mL aprotinina, e 1TmM ortho-vanadato de sodio).
Os cérebros foram processados no Homogeneizador Fisher Scientific e os lizados foram
centrifugados a 10000 rpm por 20 minutos a 4°C e quantificados através da solugao de
Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA). Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e estocados a -80°C até posterior utilizagao. Extratos protéicos contendo (80 a
100 ug) foram separados por eletroforese em um gel desnaturante entre 8 a 15% de
poliacrilamida-SDS e transferidos para membranas de nitrocelulose (Millipore). Apos as
membranas serem bloqueadas por duas horas com solugéo de PBS contendo 5% de leite
e 0,1% de Tween 20, incubou-se com os correspondentes anticorpos de cada
experimento. Para a deteccdo das bandas, utilizou-se o sistema de deteccéo

quemioluminescéncia (GE Healthcare), como descrito pelo fabricante

3.5. Citometria de fluxo

Em seguida da eutanasia dos camundongos na cinética estabelecida como
fase de maior escore e remissao da doenca, o cérebro, a medula espinhal e o bago foram

retirados dos camundongos, macerados e o0s leucécitos foram isolados por
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homogeneizacdo em meio RPMI através de gradientes contendo 30 e 70% de percoll
(Sigma, St. Louis, MO). Apés centrifugacéo (1100xg), a mielina acumulada na superficie
do tubo foi retirada e descartada. Os leucdcitos foram removidos da interface entre as
camadas de 30 e 70% de percoll. Em seguida, os leucdcitos foram centrifugados (260xg)
e ressuspensos em 1 mL de uma solugdo contendo 0,5% de albumina sérica bovina
(BSA), 2mM de azida e tampéao salina fosfato (Ph 7.4). Para a marcacgao intracelular foi
utilizado a solugcédo de Saponina 1%, afim de permitir a permeabilizacdo da membrana
citoplasmatica. Posteriormente os leucécitos obtidos dos tecidos foram entdo marcados
com uma combinacdo de: CD3(APCcy7), CD4(PEcy7), CD8(FITC), IFN-y(APC); IL-
17A(APC), e CD25(PerceP), FoxP3(PE), IL-10(APC). As amostras foram lidas e os dados
foram adquiridos utilizando-se FACSCanto Il (Becton Dickinson, San José, CA, USA) e

foram entdo analisados através do software FlowJo (Tree Star, Ashland, Oregon, USA).

3.6. Cultura primaria de glia

Foram utilizados para extragao e cultivo de células da glia camundongos neonatos da
linhagem C57BL/6 e SOCS2” de até 3 dias de nascimento conforme protocolo
desenvolvido por Chen et al 2013. Os neonatos foram eutanasiados por decapitagdo. Em
seguida, o cérebro foi removido e picotado em pequenos pedagos em solugéo
tripsina/EDTA (0.005%). A suspenséo foi homogeneizada em um erlenmeyer estéril com
bailarina em incubagéo a 37°C por 10 minutos para desagregacao enzimatica. Apds esse
periodo, DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco / Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) com 10% de SFB foi adicionado na proporgéo de 1:1 para neutralizar a atividade
da tripsina. A suspensdo entdo foi centrifugada a 2.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 10mL/garrafa DMEM com 10%
de SFB e transferido para as garrafas previamente revestidas com Gelatina a 1%
(Gelatin from porcine skin G2500 - Sigma) e mantida em estufa a 37°C em uma atmosfera
de 5% CO2. Apds 24 horas, o meio foi substituido por meio novo e a partir de trés em trés
dias, o mesmo foi trocado em sua metade por um meio novo. Apds 13 dias apds o inicio

da cultura o meio foi completamente substituido por DMEM a 5% de SFB e no dia seguinte
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(14 dias), quando as células ja apresentavam uma confluéncia de 90-100%, as células
foram extraidas com tripsina/EDTA (0.005%) e foram plaqueadas a 1x10° de células por
poco. Apds a incubagdo overnight as células receberam estimulos com LPS
(lipopolissacarideo - 1 ug/mL) e MOG (20 ug/mL), durante 6 horas sendo aplicado ATP
(adenosina trifosfato - 5 mM), 30 minutos antes do final da cinética. No final da cinética
coletou-se o sobrenadante em cada pogo e extraiu-se as células com tampao de lise (1%
Triton X 100, 100mM Tris/HCI, pH 8.0, 10% Glicerol, 5mM EDTA, 200mM NacCl, 1mM
DTT, 1mM PMSF, 25mM NaF, 2.5mg/mL Leupeptina, 5 mg/mL aprotinina, e 1mM ortho-

vanadato de sddio) para a realizagao da técnica de western blotting.

3.7. Quimeras

Os camundongos C57BL/6 e SOCS2”- foram irradiados duas vezes com uma dose
de 3,5 em um intervalo de 2 horas totalizando uma dose de 7 grays. Apos a irradiagao as
células da medula éssea de camundongos C57BL/6 e SOCS2”- doadores foram isoladas
e imediatamente transferidas para os camundongos irradiados. Células de animais WT
foram transferidas para nocautes receptivos e vice-versa com as células de animais
SOCS2". Foram transferidas o total de 1x108 de células por camundongo receptor. Apds
24 horas da irradiagao foi analisada o esfregago sanguineo em laminas coradas com
Panotico (Laborclin) afim de observar a exatiddo da irradiagao através da auséncia de
leucéceitos no sangue. A cada 7 dias em um periodo de trés semanas ap6és a transferéncia
de células, realizou-se a analise da populacdo de leucécitos através do esfregaco
sanguineo dos animais irradiados, e animais saudaveis ndo submetidos a irradiagcéo
foram utilizados como controle. Apds trés semanas foi induzida a EAE nos animais

quiméricos.

3.8. Co-cultura de cultura primaria de Glia com sobrenadante de

esplenécitos de camundongos naive ou induzidos com EAE
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Apods 14°dpi os esplendcitos foram isolados do bago de camundongos induzidos
com EAE, juntamente com os de camundongos C57BL/6 naive e foram plaqueados a
1x108 células por pogo com meio DMEM completo em placa de 24 pogos e permaneceram
incubadas por 24 horas em uma estufa de CO2 a 37°C. Apds 24 horas o sobrenadante de
esplendcitos foram retirados e colocados em células de cultura primaria de glia (conforme
previamente descrito no item 3.6), que estavam plaqueadas a 1x108 células por pogo com
meio DMEM completo em placa de 24 pogos. Apds 24 horas retirou-se o sobrenadante e
extraiu-se as células com tampéo de lise (1% Triton X 100, 100mM Tris/HCI, pH 8.0, 10%
Glicerol, 5mM EDTA, 200mM NaCl, 1mM DTT, 1mM PMSF, 25mM NaF, 2.5mg/mL
Leupeptina, 5 mg/mL aprotinina, e 1mM ortho-vanadato de s6dio) para a realizagéo da

técnica de western blotting.

3.9. Analises estatisticas

Para realizar as analises estatisticas utilizou-se o programa Prisma 5.0 (GraphPad,
La Jolla, CA, USA). Os dados foram relatados de forma descritiva utilizando-se as
medidas de tendéncia central média e desvio padrao e/ou mediana e erro padrao. O nivel

de significancia considerado foi p<0.05 ou, em alguns dados, p<0.001.

4. Resultados

4.1. Expressao de SOCS2 no SNC durante o desenvolvimento da EAE

Ap06s a indugdo dos camundongos C57BL/6 e SOCS27, observou-se a expressao
da proteina SOCS2 no cérebro dos animais durante o desenvolvimento da EAE, quando

0s animais atingiram o maior nivel de score clinico que ocorreu no 14° dpi.

Através da analise por Western Blotting, observou-se que uma expressao basal da
proteina no cérebro de camundongos controles. Ja os animais induzidos com EAE

demonstraram um aumento nos niveis de SOCS2 no cérebro dos animais, podendo assim
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sugerir que SOCS2 tem um papel importante durante o desenvolvimento da doenca
(Figura 1 A e B).

>
w

WT WT EAE

Expressao de SOCS2
normalizada a B-actina

0.0 T T
WT WT EAE

Figura 5. Expressao da proteina SOCS2 no cérebro de camundongos apoés a indugao da EAE. O cérebro de
camundongos C57BL/6 (WT) foram coletados e processados para as analises por Western Blotting. (A) Expresséo da
proteina SOCS2. (B) Normalizagao da expressao da proteina SOCS2. A proteina B-actina foi usada como controle
para normalizagao das proteinas alvo. Os dados sao representativos de um de trés experimentos independentes e
apresentados como médias +/- SEM.

6.2 O estimulo com MOG leva a expressao de SOCS2 em células da glia

Apdbs observar a expressao de SOCS2 em cérebros de camundongos C57BL/6 e
induzidos com EAE, procuramos investigar se apenas a presencga de epitopos de mielina
no SNC era capaz de proporcionar a expressdao da proteina SOCS2, ou se a

potencializacdo da expressao da proteina SOCS2 é dependente de um estimulo
inflamatério.

Entdo apods estimular as células da glia de camundongos neonatos C57BL/6 com
estimulos inflamatdrios e com epitopos de mielina, observamos que apenas epitopos de

mielina em uma cultura de células de glia eram capazes de aumentar a expressao de
SOCS2 (Figura 2 A e B).
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Figura 6. Expressao da proteina SOCS2 em cultura de células da glia ap6s estimulo com epitopos de mielina.
O cérebro de camundongos neonatos C57BL/6 foram coletados e processados para o cultivo das células da glia. Apds
14 dias de cultivo, as células da glia receberam os seguintes estimulos por um periodo de 6 horas: 1- Lipopolissacarideo
(LPS) + Adenosil trifosfato (ATP); 2- epitopos de glicoproteina de mielina de oligodendrdécito 35-55 (MOG 35-55); 3-
MOG + ATP. O ATP foi adicionado 30 minutos antes do final da cinética. (A) Expresséo da proteina SOCS2. (B)
Normalizagao da expressao da proteina SOCS2. A proteina -actina foi usada como controle para normalizagao das
proteinas alvo. Estes resultados sdo preliminares e representativos de um experimento e apresentado como médias +/-
SEM.

6.3 Aausénciade SOCS2 retarda o aparecimento dos sinais clinicos da doen¢a

durante o desenvolvimento da EAE

ApoOs a investigacdo da expressdo da proteina SOCS2, monitoramos o0 escore
clinico e a perda de peso nos camundongos C57BL/6 e SOCS2’ durante o
desenvolvimento da doenca, afim de observar a importancia da proteina no

estabelecimento da doenca (Figura 3 A e B).

No nosso laboratorio, nossos primeiros resultados previamente descritos
(CRAMER, Allysson; OLIVEIRA, Bruno — paper em andamento), foram observados que
durante as duas primeiras semanas apds a imunizagdo, camundongos SOCS2” tiveram
um retardo no aparecimento dos sinais clinicos da doenga, quando comparados com o0s
animais C57BL/6. Observando que no 11° dpi os camundongos C57BL/6 iniciavam os
sintomas, alcangando rapidamente a uma severidade da doencga até o 14 dpi (Figura 4
A). Quando avaliada o percentual de evolugdo da massa corporal durante o

desenvolvimento da doencga, observou-se que a perda da massa corporal era proporcional
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a severidade da doenga. Os camundongos SOCS2”- apresentavam uma perda de massa
corporal bem reduzida nos primeiros dias da sintomatologia quando comparada aos
camundongos C57BL/6, onde apresentaram uma perda de peso acentuada até o 14° dpi
(Figura 4 B).
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Figura 7. Sintomatologia e o desenvolvimento da EAE em camundongos C57BL/6 e SOCS2-/-. Camundongos
C57BL/6 (WT) e SOCS2" receberam a emulsdo subcutanea de MOG em CFA com posterior aplicagdo de Toxina
pertussis para a indugdo de EAE. Foi realizado o monitoramento do (A) Escore clinico, (B) Massa corporal, durante o
desenvolvimento da EAE. Os dados sao representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados
como médias +/- SEM. *p <0.05, **p=0.01, #p <0.001.

6.4 A auséncia de SOCS2 reduz a debilidade locomotora durante a fase de

pico da doencga

Durante o desenvolvimento da EAE, o escore clinico nos camundongos €
observado claramente pela debilidade motora da cauda e dos membros dos
camundongos causado pelo intenso processo inflamatorio no SNC. Quando observado
os sinais clinicos na fase de pico da doenga, observou-se que camundongos SOCS27
apresentavam menor debilidade locomotora, onde era observado apenas a paralisia da
cauda e uma leve perda do controle do equilibrio, quando comparado aos camundongos
C57BL/6, que apresentavam além de paralisia total da cauda, uma intensa prostracéo

seguida de paralisia total das patas traseiras. Além do mais, neste periodo de pico da
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doencga, foi possivel observar a intensa severidade da doenga nos camundongos C57BL/6
em comparagéo aos camundongos SOCS2”, que apresentaram em alguns casos uma
incontinéncia urinaria, além de uma leve debilidade motora nas patas dianteiras.

Mostrando assim que SOCS2 tem um papel importante no estabelecimento dos sinais

-
-

clinicos na fase de pico da doenga (Figura 4).
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e

Figura 8. A auséncia de SOCS2 resulta em menor debilidade motora nos camundongos SOCS2-/- durante a
fase de pico da doenga. Imagens representativas dos sinais clinicos da doenga, em camundongos C57BL/6 (WT) e
SOCS2" no 14° dpi. Os dados s&o representativos de um em trés experimentos independentes.

6.5. SOCS2 orquestra o infiltrado celular e a inflamagado no SNC durante a fase
aguda de EAE

Um dos fatores essenciais para desencadear o processo inflamatério no SNC e o
aparecimentos dos sinais clinicos na EAE, é a participacao do infiltrado celular. Afim de
verificar a proporgao do infiltrado celular e a inflamag&o na medula espinhal e no cérebro
foi realizado analises histoldégicas em ambos os camundongos C57BL/6 e SOCS27
quando o escore clinico nos animais C57BL/6 atingiram o maior indice de score, que
ocorreu no 14° dpi. Em nossas analises histologicas obtidas previamente (CRAMER,
Allysson; OLIVEIRA, Bruno - paper em andamento) camundongos SOCS2”
apresentaram menor lesdo cerebral devido a um menor infiltrado de células

mononucleares no tronco cerebral, sob o hipocampo, quando comparada aos animais
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C57BL/6 que demonstraram um maior infiltrado de células, consequentemente levando a
uma maior inflamag¢ao no SNC (Figura 4). Corroborando assim com os dados do escore
clinico dos dois grupos de animais, onde o menor infiltrado de células nos camundongos
SOCS27 produz uma menor inflamacgéo e dano no SNC, tendo como consequéncia uma
menor debilidade motora e um baixo escore clinico, quando se comparado aos

camundongos C57BL/6, como demonstrado na figura 3 A.
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Figura 9. Camundongos SOCS2-/- apresentam menor infiltrado celular e redugao da inflamagao no SNC durante
a fase de pico da EAE. Foi realizado a andlises histolégicas de secgdes de cérebro (regido do tronco cerebral) e
medula espinhal de camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS2". Mostrando que no cérebro: camundongos C57BL/6
induzidos com EAE mostraram um infiltrado intenso e extenso de células mononucleares (*). Camundongos SOCS2
induzidos com EAE apresentaram inflamacgao perivascular moderada (*). E na medula espinhal: camundongos C57BL/6
induzidos com EAE mostraram intenso mielite com infiltrado de células mononucleares (*). Camundongos SOCS27
induzidos com EAE com mielite moderada (*). Ampliag&o original: 100x. Os dados s&o representativos de um em dois

experimentos independentes.
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Estes dados sugerem entdo a correlagdo entre a severidade reduzida nesses
animais e o baixo nivel de inflamac&o 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.

6.6. Fatores liberados pelas células T de esplendcitos sdao capazes de

aumentar a expressao de SOCS2 no SNC

Sabendo que o infiltrado de células no SNC no pico da doencga leva a um aumento
da expressao de SOCS2, procuramos investigar se apenas fatores liberados pelas células
T produzidas pelo baco durante o desenvolvimento da EAE, era capaz de estimular a
expressao de SOCS2.

Como resultados preliminares, apos o cultivo de células da Glia e analise por
Western Blott, observamos que as células da Glia em si expressam SOCS2
constitutivamente. No entanto, apds obter e estimular as células da glia com sobrenadante
dos esplendcitos de camundongo C57BL/6 induzido com EAE, observamos que fatores
liberados por esplendcitos sdo capazes de potencializar a expressao de SOCS2 em
células da Glia. Diante disso podemos sugerir que a expressdao de SOCS2 pode ser
potencializada além da interacdo entre células ativas, mas também diretamente por

fatores liberados pelas células infiltradas no SNC durante a EAE (Figura 6).
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Figura 10. Expressdo da proteina SOCS2 em células da Glia apdés estimulo com fatores liberados por
esplendcitos ativos para EAE. A cultura de células da glia de cérebro de camundongos neonatos C57BL/6 (WT)
foram estimuladas com o sobrendante de esplendcitos retirados de animais C57BL/6 controle e induzidos com EAE
apos 14 dpi. Apos 24h de estimulo, as células da glia estimuladas foram processadas para as analises por Western
Blotting. (A) Expressao da proteina SOCS2. (B) Normalizagdo da expressao da proteina SOCS2. A proteina -actina
foi usada como controle para normalizagdo da proteina alvo. Os dados sado representativos de um experimento
preliminar e apresentado como médias +/- SEM.

6.7. A expressao do Fator Regulatério de Interferon 1 (IRF-1) é regulada por
SOCS2 durante EAE

Estudos mostram que IRF-1 tem um papel importante no estabelecimento da EAE
onde a expressao de IRF-1 induz a desmielinizagdo de oligodendrdcitos, ativagéo de
caspase 1 e moléculas pro apoptéticas, dentre outras atividades durante a EAE, sendo
gue sua auséncia leva a uma deficiéncia na geragcao de células Th1. (REN et al, 2010;
REN et al, 2011). Por isso decidimos avaliar a expressdo de IRF-1 durante o
desenvolvimento da EAE na fase de pico. Através de analise por Western Blotting em
cérebro, observamos que animais SOCS2”- controles ja possuem expressdo basal da
proteina reduzida em comparagao aos animais C57BL/6 controles (Figura 7 A e B). Ja
nos animais induzidos com EAE, observamos que os animais SOCS2” tem uma menor
expressao de IRF-1 quando comparado com os camundongos C57BL/6. Mostrando
assim que a proteina SOCS2 tem um papel importante na modulagdo da expressao de

IRF-1 durante o desenvolvimento da EAE.
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Figura 11. SOCS2 regula a expressado de IRF-1 durante EAE. O cérebro de camundongos C57BL/6 (WT) foram
coletados e processados para as analises por Western Blotting. (A) Expresséo da proteina IRF-1. (B) Normalizagéo da
expressao da proteina IRF-1. A proteina 3-actina foi usada como controle para normalizagédo das proteinas alvo Dados
representativos de um em dois experimentos independentes. #p <0.001

6.8 SOCS 2 é essencial para a recuperacgao dos sinais clinicos durante a

fase de remissao da doenga

Posterior a fase de intensa inflamacéao e debilidade locomotora nos camundongos,
ocorre o processo de regulagdo do processo inflamatoério e remielinizacdo. Essa etapa
caracterizada como fase de remissdo em animais C57BL/6, € fundamental para a
recuperagao da atividade motora dos camundongos. Entdo apds avaliarmos a fase de
pico da doenga, nossos resultados previamente descritos (CRAMER, Allysson;
OLIVEIRA, Bruno — paper em andamento), observamos que na fase de remissao, sendo
avaliada até o 28° dia, que € o tempo suficiente para analisar a fase de remissédo da
doenga, os camundongos SOCS27 alcangam um exacerbado escore clinico tardiamente,
no qual ocorre no 17° dpi, 3 dias apds o pico do escore clinico dos camundongos C57BL/6.
Porém apds a fase de pico do escore clinico de ambos os grupos, observamos que
camundongos SOCS27 nao foram capazes de recuperar dos danos locomotores como
mostrado no escore clinico (Figura 8 A). Porém quando observado a perda de peso, bem
como o ganho da massa corporal, os camundongos SOCS2”- apresentam menor perda e
uma recuperagado da massa bem mais rapida quando comparado com os camundongos
C57BL/6 (Figura 8 B). Diante disso, infere-se que a proteina SOCS2 possui um papel

importante tanto na fase aguda para o estabelecimento da doenga, bem como na fase de
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remissao no processo de recuperag¢ao do escore clinico nos camundongos, além do que

parece ter um papel importante na regulacdo da massa corporal durante a EAE.
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Figura 12. A auséncia de SOCS2 leva a incapacidade de recuperagao dos sinais clinicos-. Camundongos C57BL/6
(WT) e SOCS2" receberam inje¢do subcutdnea de MOG com CFA, e posteriormente aplicagdo de Toxina pertussis
intraperitonial para a indugéo de EAE. (A) Escore clinico (B) Massa Corporal, foram monitorados até 28 dpi. Os dados
sdo representativos de um em trés experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. *p <0.05, #p
<0.001.

6.9.A auséncia de SOCS2 acarreta em uma paralisia cronica dos membros

inferiores

Como apresentado no escore clinico dos animais durante a fase de remissao,
observou-se que a deficiéncia motora nos animais SOCS2-, é bem maior do que quando
comparado aos animais C57BL/6. Os camundongos SOCS2” apresentaram na fase de
remissdo uma paralisa total da cauda, bem como a paralisia locomotora nas patas
traseiras, sendo alguns casos recuperando o movimento parcial em uma das patas até o
28° dpi. Ja os camundongos C57BL/6, observou-se até o 28° dpi, uma recuperagéo
completa dos movimentos das patas traseiras e do andar, sendo que apenas algumas
sequelas ainda permaneceram visiveis nos camundongos, sendo a paralisia total da
cauda, sendo em alguns recuperando até o movimento da cauda parcialmente. As

imagens dos camundongos durante a fase de remissdo, mostra que SOCS2 é
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extremamente importante para proporcionar a recuperagao locomotora dos camundongos

durante a fase de remissao da doenca (Figura 9).

WT

SOCS2*

Figura 13.A deficiéncia de SOCS2 impossibilita a recuperagcdo locomotora por completo durante a fase de
remissdo. Foram tiradas fotos representativas no 28° dpi, mostrando a recuperagéo locomotora em camundongos
C57BL/6 e a paralisia em camundongos SOCS2”. Os dados sdo representativos de um em trés experimentos
independentes.

6.10 O infiltrado celular e o perfil inflamatério aumenta na auséncia de
SOCS2 no SNC

Na fase de remissao a histologia da medula espinhal e do cérebro de ambos os
grupos mostraram um infiltrado celular e um perfil inflamatério inverso ao mostrado na
fase de pico da doenca. Na fase de remissdo da doencga nossos resultados previamente
descritos (CRAMER, Allysson; OLIVEIRA, Bruno — paper em andamento), foi possivel
observar que no cérebro de camundongos SOCS2”, ha um maior infiltrado e
agrupamentos celulares, bem como um perfil inflamatério acentuado em relagao aos
camundongos C57BL/6. O mesmo se observa na medula espinhal onde camundongos
SOCS2", onde é possivel dimensionar um maior processo de desmielinizagdo e
apresentam uma meningomielite intensa e extensiva, quando comparado aos

camundongos C57BL/6 (Figura 10). Estes resultados da histologia corroboram com a
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debilidade motora apresentada aos camundongos SOCS2”, sendo observada pelo lesdo

causada pelo grande infiltrado celular e inflamacéo.

MEDULA ESPINHAL CEREBRO

WT

Figura 14. A auséncia de SOCS2 em camundongos leva a um elevado nivel de inflamagao no SNC durante fase
de remissao da EAE. Foi realizado a andlises histologicas de secgbes de cérebro (regido do tronco cerebral) e medula
espinhal de camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS2". Mostrando que no Cérebro: camundongos C57BL/6 induzidos
com EAE mostraram encefalite moderada (*). Camundongos SOCS2” induzidos com EAE mostraram infiltrado
inflamatério médio (*). E na Medula espinhal: camundongos C57BL/6 induzidos com EAE demonstraram meningomielite
focal moderada (*). E camundognos SOCS2” com EAE apresentaram desmielinizagdo e meningomielite intensa e
extensiva (*). Ampliagéo original: 100x. Os dados s&o representativos de um em trés experimentos independentes.

6.11 A deficiéncia de SOCS2 leva a uma redu¢ao na geragao/expansao de
células T CD4*e CD8* no bago

A apresentacao de mielina para as células nos érgéaos linféides, sdo importantes
para a ativagcdo de células naive e na expansao dessas células, permitindo assim a
migracéo delas para o SNC. Diante disso investigamos pela analise de citometria de fluxo
a geracao e expansao de populacdes de células T CD4* e CD8*, principais no processo
inflamatdrio e para o desenvolvimento da doenga. Para investigar o perfil dessas células

realizamos a analise através da extracao de linfécitos do baco no dia correspondente
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como da fase de pico da doenga (14° dpi) e no dia correspondente a fase de remissao da
doencga (28° dpi). Nos observamos que camundongos SOCS2” apresentaram uma
reducdo na frequéncia de células T CD4 produtoras de IFN-y e de células T CD8
produtoras de IFN-y durante a fase de pico da doenga, quando comparados com
camundongos C57BL-6 (Figura 11 A e B). Ja na fase de remissdo observamos que
apenas células T CD8 produtoras de IFN-y apresentavam menor frequéncia de células

quando comparados com os camundongos C57BL-6 (Figura 11 A e B).
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Figura 15. Camundongos SOCS2-/- apresentam reducdo na geracao e expansao de populagdes de células T
CD4 e CD8 no bago durante as fases de pico e de remissdo da doenga. No 14° dpi e 28°, 0 bago de camundongos
C57BL/6 (WT) e SOCS2”- foram coletados, processados e submetidos a analise por citometria de fluxo. A porcentagem
de células (A) CD3*CD4*IFN-y*, CD3*CD4*TNF*, CD3*CD4*IL-17* e (B) CD3*CD8*IFN-y*, CD3*CD8*TNF* foram
avaliadas no bago. (N= 3 animais por grupo). Os dados sao representativos de um de dois experimentos independentes.
*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001

6.12 Camundongos SOCS2’- apresentam um menor perfil e infiltrado de

células T inflamatorias no SNC
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Como mostrado anteriormente na histologia, o infiltrado celular é uns dos fatores
importantes para que acontega o desenvolvimento da doenca. No entanto a presenca de
células T CD4 ativas contra a mielina no SNC sao fundamentais para levar a ativagao das
células residentes, bem como intensificar o recrutamento de mais células, proporcionando
assim uma alta resposta inflamataria no tecido, ocasionando na desmielinizagao e lesdes

teciduais.

Para avaliar e investigar os principais tipos de populagdes de células inflamatérias
que promovem o desenvolvimento e propagacao do processo inflamatorio na EAE, nos
realizamos uma analise por citometria de fluxo, através da extracdo de linfécitos da
medula espinhal, como também para o cérebro no dia correspondente como da fase de
pico da doenca (14° dpi) e no dia correspondente a fase de remissado da doenca (28 ° dpi).
As analises por citometria de fluxo demonstrou que camundongos SOCS2”- apresentam
uma reducéo do infiltrado de populacgdes de células T inflamatérias durante a fase de pico
da doenga, mostrando que a frequéncia de células T expressando IFN-y, IL-17 e TNF
foram reduzidas em amostras de medula espinhal, tendo no cérebro a redugao apenas
de células T expressando IFN-y, IL-17, quando comparado com os animais C57BL/6
(Figura 12 A e B). No entanto na fase de remissao da doenga observou-se que apenas a
frequéncia de células T expressando IL-17 se apresentava reduzida nos animais SOCS2-
- tanto na medula espinhal como no cérebro, quando comparado com os animais
C57BL/6 (Figura 12 A e B). Estes resultados mostram que a alta frequéncia dos subtipos
de células T inflamatdrias (Th1 produzindo IFN-y ou TNF e Th17 produzindo IL-17) nos
camundongos C57BL/6 na fase de pico da doenga (14 ° dpi), € crucial para determinar o
aparecimento dos sinais clinicos mais cedo quando comparado com os camundongos
SOCS27, no entanto na fase de remissdo, momento no qual os camundongos SOCS2"
se encontram com uma constante debilidade motora, ndo se observa um aumento na
frequéncia dessa populagdes de células T nos camundongos SOCS2”-, podendo sugerir
que a possivel causa da deficiéncia motora seja o dano exacerbado causado durante a o

periodo de pico da doenga nesses camundongos que ocorreu no 17° dpi.
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Figura 16. A expressao de SOCS2 regula o infiltrado de linfécitos T no SNC durante a fase de pico da doenga.
No 14° dpi e 28° a medula espinhal e o cérebro de camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS2" foram coletados,
processados e submetidos a andlise por citometria de fluxo. A porcentagem de células CD3*CD4*IFN-y*,
CD3*CD4*TNF* e CD3*CD4*IL-17*, foram avaliadas na (A) medula espinhal, e no (B) cérebro. (N= 3 animais por grupo).
Os dados séao representativos de um de dois experimentos independentes. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001
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6.13 Células T CD8 produtoras de TNF esta aumentada na medula espinhal

durante a fase de pico e de remissao da doenga

Posteriormente, fizemos a analise das populacgdes de linfocitos T CD8 no cérebro
e medula espinhal dos camundongos, nos respectivos dias correspondente como da fase
de pico da doenga (14° dpi) e no dia correspondente a fase de remissao da doenga (28°
dpi). As andlises mostraram que camundongos SOCS2” demonstraram uma maior
frequéncia de linfécitos T CD8 produtores de TNF na medula espinhal, tanto na fase de
pico quanto em relagdo a fase de remissdao, quando comparado com camundongos
C57BL/6 (Figura 13 A). No entanto, as populagdes de células T CD8 produtoras de IFN-
y na fase de remissdo, demonstraram menor frequéncia tanto na medula espinhal como

no cérebro quando comparado com camundongos C57BL/6 (Figura 13 A e B).
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Figura 17. A populagao de linfécitos T CD8 tem uma frequéncia maior na medula espinhal de animais SOCS2-/-
na fase de pico e de remissdo. No 14° dpi e 28° dpi, a medula espinhal e o cérebro de camundongos C57BL/6 (WT)
e SOCS2 foram coletados, processados e submetidos a analise por citometria de fluxo. A porcentagem de células
CD3*CD8*IFN-y*, CD3*CD8*TNF*, foram avaliadas na (A) medula espinhal, e no (B) cérebro. (N= 3 animais por grupo).
Os dados sao representativos de um de dois experimentos independentes. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001
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6.14 O baco deficiente de SOCS2 produz mais linfécitos T IL-17+ e FoxP3+
na fase tardia de EAE

Sabendo que a produgao de citocinas anti-inflamatdrias e a ativagao de células
Treg sao importantes para o controle e balango da resposta inflamatéria durante a EAE,
decidimos investigar o perfil dessas respostas moduladoras no bago e no SNC.
Analisando na cinética do 14° e 28° dpi como descrita ja anteriormente, observamos que
no cérebro a frequéncia de células Treg no cérebro esta reduzida em camundongos
SOCS27 durante a fase de pico, quando comparada em relagdo aos camundongos
C57BL/6 (Figura 14 C). Isso mostra a importancia das células Treg modulando o perfil
inflamatério no cérebro na fase de pico da doencga, afim de promover uma recuperagao
dos danos e do processo inflamatoério no SNC. Porém, no bago a frequéncia da expanséao
de células Treg em camundongos SOCS2” estd aumentada em relagdo aos
camundongos C57BL/6 na fase de remissdo da doencga (Figura 4 A). Embora haja um
aumento da expansao de células Treg no bago na fase de remissao, as analises nao
mostraram um aumento dessas células no SNC, sendo assim um fator limitante para a
modulagéo do processo inflamatorio, bem como a recuperagdo dos animais SOCS2"-
nesta fase. Ja a frequéncia de células T CD4 produtoras de IL-10 ndo apresentaram

diferengas em ambos os grupos em nenhum dos 6rgaos analisados.
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Figura 18. SOCS2-/- aumenta a expansao de células Treg na fase de remissio, porém nao é aumentada no SNC.
No 14° dpi e 28° dpi, a medula espinhal e o cérebro de camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS2” foram coletados,
processados e submetidos a analise por citometria de fluxo. A porcentagem de células CD3*CD4*ll-10*,
CD4*CD25*FoxP3*, foram avaliadas no (A) Bago, na (B) medula espinhal, e no (C) cérebro. (N= 3 animais por grupo).
Os dados sao representativos de um de dois experimentos independentes. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001

6.15 Células SOCS2’ transferidas para camundongos WT, aumenta a

severidade e induz letalidade

Apds a aplicagdo da radiagdo nos camundongos C57BL/6 e SOCS27, realizando
a deplecédo das células da medula 6ssea e posteriormente a transferéncia adotiva de
células da medula éssea para camundongos irradiados, aguardou 3 semanas para o

povoamento das células transferidas na medula éssea. Apds o0 povoamento realizou-se a
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imunizagdo nos camundongos e foram avaliados os sinais clinicos e a perda de peso.
Observamos ap6s a imunizagdo que camundongos C57BL/6 que receberam a
transferéncia de células SOCS2-, apresentaram uma severidade maior da doenca, onde
na fase de pico da doencga observou a letalidade dos mesmos. J& camundongos SOCS2
- que receberam a transferéncia de células C57BL/6, apresentaram uma menor
severidade da doencga, apresentando uma letalidade de 25% apenas, porém observando
que esses camundongos eram impossibilitados de se recuperarem sua atividade
locomotora apés a fase de pico da doenga. Quando avaliada o percentual de evolugéo da
massa corporal durante o desenvolvimento da doenca, observou-se que a perda da
massa corporal era proporcional a severidade da doenga, sendo que em ambas quimeras
a perda de peso foi similar (Figura 19 C). Os camundongos SOCS2” apresentavam uma
perda de massa corporal bem reduzida nos primeiros dias da sintomatologia quando
comparada aos camundongos C57BL/6, onde apresentaram uma perda de peso

acentuada até o 14° dpi (Figura 4 B).
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Figura 19. A transferéncia de células SOCS2’- para camundongos C57BL/6 exacerba os sinais clinicos levando
a uma letalidade. Camundongos C57BL/6 (WT) e SOCS2” receberam radiagdo em um total de 7 gray, foram
submetidos a transferéncia de células adotivas e apés 3 semanas receberam uma injegdo subcutanea de MOG com
CFA, e posteriormente aplicagdo de Toxina pertussis intraperitonial para a indugdo de EAE. (A) Escore clinico, (B)
Sobrevivéncia, (C) Massa Corporal, foram monitorados até 28 dpi. Os dados séo representativos de um em dois
experimentos independentes e apresentados como médias +/- SEM. (WT —®» SOCS / células de camundongos WT

transferidas para camundongos SOCS2”), (SOCS —» WT / células de camundongos SOCS2* transferidas para
camundongos WT).
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7 Discussao

Durante o curso da EAE observamos que a proteina SOCS2 tem uma dupla
atividade. No qual a expressao da proteina SOCS2 em camundongos C57BL/6 na fase
inicial dos sinais clinicos da doenca entre o 11° dpi até a fase de pico da doenga que
ocorreu no 14° dpi, mostraram uma maior expressao nos cérebros dos camundongos,
mostrando assim que a proteina SOCS2 tem um papel importante para o estabelecimento
da doenca, levando a uma rapida severidade quando comparado com os camundongos
SOCS2", que apresentam um retardo no aparecimento dos sinais clinicos e da fase de
pico da doenca. No entanto estudos envolvendo o papel da proteina SOCS2 em outros
modelos, como na Malaria Cerebral, demonstraram que camundongos SOCS2™
infectados com Plasmodium berguei ANKA mostraram uma resisténcia inicial a infecgao,
bem como ao aparecimento dos sinais clinicos da malaria cerebral durante a fase aguda
da doenca (BRANT et al., 2016).

Além do processo inflamatério causado pelas células ativas contra a mielina no
SNC, a sinalizag&o e processamento da mielina nas APCs sao importantes ndo apenas
para a apresentacdo do antigeno, mas em estimular uma gama de respostas em si.
Estudos anteriores ja demonstravam que macrofagos de ratos apds serem estimulados
com fluido cerebroespinhal contendo anticorpos contra a mielina e microglia eram
capazes de se ligar e fagocitar mielina (SOMMER, FORNO, SMITH, 1992).
Posteriormente observaram que as microglias também eram capazes de realizar a
mesma fung¢ao, sendo observado também que os astrécitos diretamente colaboram com
um aumento na atividade fagocitica, pelo que parece devido a expressdo de moléculas
de adesdo e fatores soluveis liberados pelos astrécitos (SMITH, 1992; SMITH,
HOERNER, 2000). Observando assim que durante a fase aguda da EAE a expressao de
SOCS2 era aumentada, questionamos se além do processo inflamatorio, epitopos de
melina seriam capazes de ativar a expressdo de SOCS2. Diante disso, apds o estimulo
com epitopos de mielina observamos que a expressdao de SOCS2 era potencializada
quando estimuladas em células da glia. Esses resultados corroboram diante de estudos
que mostram que, quando microglias sdo expostas a MBP (proteina de mielina basica) in
vitro, acarreta em um aumento da producdo de citocinas como IL-1, IL-6 e TNF

(WILLIAMS, et al., 1994), sendo que estudos mais recentes mostram que essas mesmas
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citocinas estimulam a expressdo de SOCS2 em diversos tipos celulares (RICO-
BAUTISTA, FLORES-MORALES, FERNANDEZ-PEREZ, 2006). Podendo sugerir que a
ativacédo da expressao de SOCS2 na cultura de células da glia esta intimamente ligada a
producao dessas citocinas inflamatorias apés a fagocitose da mielina.

Estudos mostram que diversos fatores sdo capazes de ativar a expressado de
SOCS2, bem como a ativagdo de receptores TLR (POSSELT et al., 2011), diversos
horménios e citocinas (RICO-BAUTISTA, FLORES-MORALES, FERNANDEZ-PEREZ,
2006). Além de observarmos que MOG era capaz de ativar SOCS2 em células da glia,
nosso questionamento agora era se apenas fatores liberados pelas células do bago ativas
contra mielina durante a EAE, eram capazes de ativar a expressdo de SOCS2 em células
da glia. Observamos que apenas o sobrenadante contendo mediadores produzidos por
células do bago eram capazes de potencializar a expressao de SOCS2 em células da
glia. Isto mostra que a expressao de SOCS2 mediada pelo infiltrado de células e pela
producdo de mediadores das células do bago sao importantes durante o desenvolvimento

da doenca.

Quando observado a perda de peso e a recuperagao da massa corporal, 0os
resultados mostraram que camundongos SOCS2”- tem uma menor perda de peso durante
o percurso da doengca quando comparado com os camundongos C57BL/6, mesmo
apresentando uma deficiéncia locomotora constante na fase de remissédo da doenca. Isto
pode ser explicado pelo fato de alguns estudos mostrarem que animais SOCS2™
apresentam uma maior facilidade de ganhar massa corporal quando comparados com
animais C57BL/6 (METCALEF et al., 2000).

O infiltrado de células T durante o desenvolvimento da doenca é extremamente
importante para proporcionar um processo inflamatério e desmielinizagdo no SNC.
Observamos que durante a fase de pico da doenga os camundongos C57BL/6 além de
apresentarem um maior infiltrado de células mononucleares tanto no cérebro como na
medula espinhal, apresentaram um aumento na expressdo dos subtipos celulares de
células Th1 expressando IFN-y e TNF e de células Th17 no cérebro, além de um aumento
de células Th1 expressando IFN-y e de células Th17 na medula espinhal quando

comparado com camundongos SOCS2”, demonstrando assim que o aumento da
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expressao dessas células no SNC no 14° dpi, infere consequentemente no pior escore
clinico nos animais C57BL/6, como observado em varios estudos (ROSTAMI, CIRIC,
2013; LEGROUX, ARBOUR, 2015). Resultados também do nosso grupo durante a
infecgdo por Plasmodium berguei ANKA mostraram que camundognos SOCS2™
infectados, apresentaram resisténcia inicial a produg¢ao de produgao de TNF, TGF-(, IL-
12 e IL-17 no cérebro (BRANT et al., 2016).

Além de observar o perfil inflamatorio no SNC, observamos também que a
expressdo de IRF-1 no cérebro de camundongos SOCS2” apresentaram uma menor
expressao, tanto basalmente em camundongos controle, como em camundongos
induzidos com EAE quando comparados com camundongos C57BL/6. Sugerindo assim
que SOCS2 regula de alguma forma a expressao de IRF-1 no SNC. Estudos ja mostraram
que IRF-1 regula a desmielinizacdao inflamatéria e a gravidade da doenga
independentemente das células imunes periféricas (RHEN et al., apr 2011), além de levar
a piroptose de oligodendrécitos (RHEN et al., jun 2011; LODA, BALABANOV, 2012).
Porém se IRF-1 é importante como um fator inflamatério na fase inicial da doencga, estudo
recentes mostram que IRF-1 é fundamental para a recuperagao da doenga, sendo um
regulador transcricional para a diferenciagao de células T reguladoras 1 produtoras de IL-
10 (Tr1), onde mostraram que IRF1 é requerido para a geragéo de células Tr1 in vitro e
in vivo. Isso foi mostrado quando camundongos IRF17- com EAE desenvolvem uma
doenga clinica muito grave e ndo conseguem recuperar, observando que a sobre-
expressdao de IRF1 durante a diferenciacdo Th17 suprime a inducdo de ambos os
receptores IL17 e IL23 (KARWACZ, YOSEF, KUCHROO, 2013). Diante disso podemos
inferir que a auséncia de SOCS2 reduz a ativacao de IRF-1 durante a fase inicial da
doenca retardando o aparecimento dos sinais clinicos, por outro lado sendo diretamente

prejudicial para a fase de remissédo da doenca.

Sabendo-se que a expressao de moléculas coestimulatérias como CD40, sao
extremamente importantes para ativagao e a geracao desses subtipos celulares, onde a
expressao aberrante de CD40 esta implicada em doengas incluindo a EM, Artrite
reumatéide e doenga de Alzheimer, sendo sua inibicdo da sinalizacdo de CD40 gera
efeitos benéficos. Estudos mostraram que em respostas imunoldgicas de macréfagos e

microglias no SNC, SOCS1 e SOCS3 promoveram a redugédo da expressdao de MHC
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classe Il e CD40, suprimindo deste modo a atividade do sistema imunitario (QIN et al,. jan
2006; QIN et al,. may 2006). Como ja demonstrado que SOCS2 automodula a expressao
de SOCS1 e SOCS3, parece que SOCS2 tem um papel importante na modulagdo na
expressao de CD40. Ja em resultados recentes do nosso grupo, a auséncia de SOCS2
durante a resposta imune adaptativa, demonstraram niveis reduzidos da expressdo MHC
Il em células dendriticas DCs, durante a infecgédo por Tripanossoma cruzi (ESPER et al.,
2016). Podendo inferir que SOCS2 tem um papel importante na regulacéo da expresséo
de moléculas importantes na apresentacéo de antigenos, importante para a ativagéo e

desenvolvimento de células durante a fase de pico da doenca.

Através dos resultados durante a fase de pico da doencga, observa-se que, SOCS2
regula a chegada dessas células no SNC, resultando em inflamagéo nesse sitio. Na fase
de remissdo observamos que camundongos SOCS2” foram incapazes de se
recuperarem dos sinais clinicos da doenga, apresentando um escore clinico acentuado e
prolongado. Estudos também mostram que pacientes com EM apresentavam uma menor
expressao de SOCS2, sendo essa redugao acarretou em uma pior inflamagao e um pior
curso de doencga, sendo os niveis basais mais baixos nos doentes com um curso de
doenga mais maligna do que nos doentes com um curso de doenga mais benigna (GILLI
et al., 2010; GILLI et al., 2011).

Analisando a fase de remissao da doenga, observou-se no 28° dpi a recuperagao
dos sinais clinicos da doenga nos camundongos C57BL/6, onde apresentaram um menor
infiltrado de células e uma reducéo na geragao e expansao de células Th1 e Th17 nesta
fase quando comparada com a fase de pico da doenga em relagcdo aos camundongos
SOCS2". Isto pode ser explicado pelo fato de células Treg apresentarem uma alta
frequéncia no SNC quando observado no 14° dpi, onde estudos mostram que a presenca
de células Treg no SNC medeiam a recuperacdo da EAE controlando a producéo,
proliferacdo e motilidade das citocinas produzidas pelas células T efetoras no SNC
(ZOZULYA, WIENDL, 2008; KOUTROLOQOS et al., 2014). Ja em resultados do nosso grupo
avaliando a fase tardia da infecgdo por Plasmodium berguei ANKA, mostraram que
camundongos SOCS2”- apresentavam uma parasitemia aumentada e infiltragdo de

células Treg reduzida, associada com niveis aumentados de células Th1 e Th17 e
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citocinas relacionadas, como IL-17, IL-6 e TGF-3 no cérebro. Além de ser observado uma
reducédo significativa nos fatores neurotréficos protetores do SNC, tais como o fator
neurotrofico derivado da linha celular glial (GDNF) e o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) (BRANT et al., 2016). Estes dados sugerem ter uma resposta inflamatéria
similar em camundongos SOCS2’- com EAE, no entanto esse perfil deve ser investigado
em uma cinética anterior ao 28° dpi, sendo esse periodo de aumento de células pro-
inflamatérias provavelmente estar ocorrendo durante o intervalo de pico da doenca

nesses camundongos entre 17° dpi.

Um fator que pode corroborar pelo fato pelo dos camundongos SOCS2”
apresentarem um maior escore clinico € que as células T CD8 produzindo TNF n&o
apresentam redugado no 28° dpi quando comparado com os camundongos C57BL/6,
sendo que publicagdes ja mostraram que o TNF produzido pelas células mieldides
acelerou o aparecimento da doenca pela regulacdo da expressdo das quimiocinas no
SNC, onde o TNF produzido pelas células T exacerbou o dano ao SNC durante a EAE
regulando a infiltracdo de células mieldides inflamatérias (KRUGLOV et al., 2011). No
entanto quando observado no bacgo, os resultados apontaram um aumento na expansao
de células T CD8 expressando TNF no 28° dpi em camundongos C57BL/6, porém estudos
demonstram que no baco o TNF tem uma acéo contraria em relacdo ao seu efeito no
SNC, onde apresenta um fator importante na regulacdo da ativacdo de células
inflamatdrias, onde em o&rgaos linféides secundarios, o TNF expresso por células
mieldides e células T agem em sinergia para reduzir a produgao de IL-12p40 e IL-6 por
APCs, inibindo subsequentemente o desenvolvimento de respostas de células Th1 e Th17
(KRUGLOV et al.,, 2011). Diante disso é notdrio o papel crucial das células T CD8 na
formacgédo de placas e danos neuronais quando presente no SNC (STEINMAN, 2001;
GOVERMAN, PERCHELLET, HUSEBY, 2005; RUSEBY et al., 2012) podendo assim
inferir ser um dos mecanismos no qual leva aos camundongos SOCS2” apresentar um
escore clinico maior na fase de remissao, tendo um papel inverso nos camundongos
C57BL/6, onde a alta expressdo de TNF no bago ser um indicio para inibir o

desenvolvimento de células Th1 e Th17, reduzindo assim a inflamagao no SNC.
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Avaliando o perfil de células T CD8* observamos um aumento da expressao
dessas células expressando IFN-y no SNC, tanto no cérebro, medula espinhal e no bago
durante a fase de remissao. Embora o papel das células T CD8" geralmente estao ligados
ao processo de citotoxicidade, desmielinizacéo e diretamente predominantes nas lesdes
causadas no SNC (FRIESE, FUGGER, 2005). Porém estudo recentes tem mostrado que
Treg CD8" tem um papel importante na supressao da doenga (CHEN et al. 2009; SINHA,
ITANI, KARANDIKAR, 2013). Porém novos achados identificaram um novo subconjunto
de Treg CD8 + que expressam um peptideo associado a laténcia (LAP) na sua superficie
celular (células CD8* LAP™), sendo que quando utilizados num modelo de co-transferéncia
adoptiva, essas células produtoras de TGF-B e IFN-y, foram capazes de suprimir
respostas imunes especificas contra a mielina, por indugdo ou expansao de células
Foxp3* e por inibicdo da proliferagcao e produgéo de IFN-gama in vivo (CHEN et al. 2009).
Sendo assim torna-se necessario investigar o perfil correto dessas células T CD8
produtoras de IFN-y aumentadas durante a fase de remissdo no SNC e no bago, através

da analise da expressao de LAP.

Apesar de observar um aumento na expansao de células Treg no bago de
camundongos SOCS2”, ndo observou o aumento dessas células no SNC quando
investigado no 28° dpi. Esta deficiéncia de células Treg no SNC pode ser explicada pelo
fato de estudos mostrarem que SOCS2 é altamente expresso em iTregs (células T
reguladoras induzidas) e que células T CD4 deficientes em SOCS2 nado conseguem
manter a expressao estavel de Foxp3 em iTregs in vitro e in vivo, mostrando que SOCS2
€ essencial para manter o fendtipo anti-inflamatério de iTregs, impedindo a secrecéo de
citocinas pro-inflamatérias como IFN-y (KNOSP et al., 2013). Além do mais que estudos
onde mostram a auséncia da atividade de Tregs exacerba a severidade da EAE, bem
como a inflamagdo no SNC (MCGEACHY, STEPHENS, ANDERTON, 2005;
KOUTROULOS et al,. 2014). Por isso sugerimos que a instabilidade de células iTregs &
um dos fatores principais que impedem a regulagao das células ativas contra a mielina e
do processo inflamatério no SNC, bem como a recuperagao dos danos causados durante

a fase de pico da doencga.
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Os resultados obtidos pela indugdo da doenca através de quimeras, mostraram
que a transferéncia de células SOCS2”- para camundongos WT geram uma maior
severidade durante a fase de pico acarretando na letalidade dos animais. Como mostrado
nos nossos resultados que SOCS2 tem um papel importante no aparecimento dos sinais
clinicos e no estabelecimento da EAE através da ativacdo de IRF-1 no SNC, além de
estudos mostrarem que a auséncia de SOCS2 nas células produzidas e expandidas nos
orgaos linféides leva a instabilidade nas células Tregs e proporciona a producéo de IFN-
y por elas (KNOSP et al., 2013), sugerimos assim que os camundongos que receberam
células SOCS2 apresentam uma maior inflamagéo, tendo uma deficiéncia na regulagao
do processo inflamatorio no SNC. Ja os camundongos SOCS2”- que receberam células
de WT, também apresentaram uma alta severidade da doencga durante a fase de pico,
porém nao acarretou em uma total letalidade nos camundongos SOCS2”. Podendo
sugerir que as células Tregs produzidas e expandidas nos 6rgaos linfoides expressando
SOCS2 permite uma melhor estabilidade na atividade dessas células (KNOSP et al.,
2013), sugerindo também ser importante a estabilidade dessas células para a aderéncia
e acumulo no SNC, onde estudos com pacientes mostram que na EM, observa-se um
maior numero de Tregs no fluido cerebroespinhal, onde expressavam mais moléculas de
adesao em resposta a tecidos inflamados como CD103 e CD49d, mostrando assim que
essas células se acumulam no SNC afim de regular a inflamagéo (VENKEN et al,. 2008),
impedindo que haja uma inflamagao exacerbada levando a letalidade da doencga. Além
disso, podemos observar que auséncia da expressao de SOCS2 no SNC é fundamental
para que haja a regeneragao do tecido danificado e recuperagao e dos sinais clinicos da

doenca.

Afim de melhor compreender os possiveis mecanismos no qual a auséncia de
SOCS2 durante a EAE leva a um deficiéncia na recuperagdo dos sinais clinicos da
doencga, observamos em alguns estudos com EAE, no qual também mostram que em
alguns modelos na EAE que progridem para uma fase cronica sdo geralmente acometidos
por uma desmielinizagdo extensa, onde os danos oxidativos causados e a presenga de
agregados de mielina acumulada no SNC impedem a inser¢ao e compactagao de uma

nova bainha de mielina (FRID et al., 2015), ou que demonstraram uma desmielinizacao
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crescente e patologia axonal, sendo até dificil avaliar com exatidao a extensao do edema

parenquimatoso ou grau de inflamacéo (PRINZ et al., 2015).

Evidéncias crescentes mostram que a perda apoptética de neurbnios no cértex
cerebral contribuem para a disfungéo neurolégica em pacientes com EM (PETERSON et
al., 2001; CHANG et al., 2008), sendo também na EAE o dano e a perda apoptdtica
neuronal serem os principais contribuintes para a incapacidade progressiva e permanente
(KURNELLAS, DONAHUE, ELKABES, 2007; LASSMANN, 2009). Além do mais, estudos
mostram que os neurdnios, tem fungdes extremamente importante também na
remielinizagdo, onde a comunicagao entre neurdnios e oligodendrdcitos € essencial para
a geracgao de mielina, onde moléculas de sinalizacao e fatores troficos como PDGF, FGF-
2, IGF-1, NT-3 e CNTF de sinalizagdo derivadas de neurénios e astrécitos regulam a
proliferacéo, diferenciacéo e sobrevivéncia de oligodendrdcitos (SIMONS, TRAJKOVIC,
2006). Porém um estudo envolvendo o papel de SOCS2 em neurdnios demonstraram que
camundongos que possuem alta expressdo da proteina SOCS2 (SOCS2Tg -
overexpressing) apresentam aumento das projegdes (GOLDSHMIT et al., apr 2004;
GOLDSHMIT et al., nov 2004) e da sobrevivéncia dos neurdnios gerados durante a
neurogénese hipocampal adulta (AHN) (RANSOME, TURNLEY, 2008), enquanto que em
camundongos SOCS2”'- apresentam um numero reduzido de neurdnios gerados durante
a AHN (BASRAI et al., 2016). Esses dados concomitantemente com nossos resultados
sugerem que a auséncia de SOCS2 no SNC na fase de remissédo pode estar associada
com a perda do controle da maturacéo e da neurite causada durante o desenvolvimento
da EAE, além das lesbes causadas reduzir a sinalizacdo e interagdo com o0s

oligodendrdécitos no processo de remielinizagao.

Os resultados obtidos indicam que a atividade de SOCS2 no SNC é extremamente
importante para o estabelecimento da EAE, bem como para o processo de reconstituicao
e recuperacao dos danos causados no SNC. Podendo abrir assim um leque de novos
direcionamentos quanto ao estudo da proteina e suas vias de ativagdo durante a doenca,
bem como possiveis abordagens terapéuticas sabendo do seu papel fundamental para a

resolucdo dos sinais clinicos durante o desenvolvimento da EAE.
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8 Conclusoes

Como conclusao, através dos resultados, podemos observar que SOCS2 tem um
duplo papel durante as fases de desenvolvimento da doenca. Onde sua expressao in vivo
durante o desenvolvimento da doenga, bem como in vitro nas células da glia, mostram
ser importante na regulagao dos processos inflamatoérios da doenga. Observando que a
auséncia da proteina durante a fase aguda esta relacionada com a redugcédo dos
mecanismos inflamatdrios da doenga, bem como orquestrando o infiltrado de células no
SNC, e a expressdao de moléculas como IRF-1, importante na regulacédo da doencga.
Sendo por outro lado, que sua auséncia acarreta na cronicidade da doenca, impedindo a
resolugdo e recuperagao dos danos locomotores causados durante a fase aguda da

doenca.
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