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Titulo: Investigacdo do papel de STING na perda da fungdo anti-inflamatdria em

macroéfagos deficientes em LAP no contexto da eferocitose.

RESUMO

Defeitos no reconhecimento ou degradacéo de células mortas estdo associados ao
desenvolvimento de sindromes autoimunes em modelos murinos, potencialmente
relacionado ao acumulo de debris celular. Neste trabalho nés demonstramos que,
animais envelhecidos deficientes RUBCN (Rubcn”) e ATG5 (Atg5™ LysM-Cre"),
componentes de uma via ndo canbnica da autofagia (LAP) desenvolvem
autoanticorpos, ainda que nao possuam manifestacdes severas de autoimunidade.
Nesse contexto, nés investigamos a contribuicdo do sensor de DNA, STING, no
desenvolvimento de fendtipos autoimunes em animais envelhecidos deficientes para
LAP. STING nédo é fundamental para a producdo de autoanticorpos observada em
animais deficientes em LAP, mas sua delecdo reduziu a deposicdo de
imunocomplexos nos glomeérulos, sugerindo que a ativacéo de STING na auséncia de
RUBCN (e possivelmente LAP) podem contribuir para a inflamacé&o local e dano renal
associados a processos autoimunes. Mecanisticamente, nos investigamos se STING
pode regular a polarizacédo anti-inflamatéria de macréfagos com deficiéncias em LAP
de células apoptéticas. Confirmamos que macrofagos primarios derivados da medula
o0ssea (BMDM) com defeitos em LAP exibiram uma reducdo na expressao de
marcadores de funcao anti-inflamatoria (como Mrcl, Collal, Mgl2, Argl, Tgfbl) em
resposta as células apoptoticas. Também observamos a reducédo na expressao de
ll4ra, subunidade do receptor de IL-4/13, nos macréfagos Rubcn™ e Atg5™ LysM-
Cre", sugerindo um papel de LAP na regulacdo da sinalizagdo que polariza a funcao
anti-inflamatoéria dos macrofagos. No entanto, a deficiéncia em STING nao afetou a
reducdo da expressao de marcadores anti-inflamatérios e Il4ra na auséncia de LAP.
BMDM apenas com defeitos em LAP (Rubcn”) assim como defeitos para as ambas
vias: LAP e STING (Rubcn” Sting1”), mostraram niveis reduzidos de IL-10 em
comparagdo com macréfagos do tipo selvagem (Rubcn**). Nossos resultados
confirmam que a perda desse perfil anti-inflamatério associado a eferocitose em
macrofagos deficientes em componentes de LAP ndo é causada por um efeito direto
da ativacdo de STING.

Palavras chaves: Autoimunidade, LAP, eferocitose, STING, polarizacdo de
macrofagos.



Title: Investigation of the role of STING in the loss of anti-inflammatory function in LAP-

deficient macrophages in the context of efferocytosis.

ABSTRACT

Defects in the recognition or degradation of dying and dead cells are associated with
the development of autoimmune syndromes in murine models, potentially related to
the accumulation of cellular debris. In this work, we demonstrate that aged animals
with a deficiency in RUBCN (Rubcn”) and ATG5 (Atg5”f LysM-Cre*), components of
one of the non-canonical autophagy pathways (LAP), develop autoimmune
phenotypes without severe manifestations of autoimmune disease. In this context, we
investigated the contribution of the DNA sensor STING in the development of
autoimmune phenotypes in LAP-deficient aged animals. STING is not essential for
producing autoantibodies observed in LAP-deficient animals, but STING deletion
reduced the deposition of immune complexes in the glomeruli, which suggests that
STING activation in the absence of RUBCN (and possibly LAP) may contribute to local
inflammation and kidney damage associated with autoimmune processes.
Mechanistically, we investigated whether STING can regulate the anti-inflammatory
polarization in LAP-deficient macrophages during efferocytosis. We confirm that
primary bone marrow-derived macrophages (BMDM) with LAP defects exhibit a
reduction in the expression of markers of anti-inflammatory function (such as Mrcl,
Collal, Mgl2, Argl, Tgfbl) in response to apoptotic cells. We also observed a
reduction in the expression of 1l4ra, the IL-4/13 receptor subunit, in Rubcn” and Atg5
LysM-Cre* macrophages, which suggests that LAP can regulate signaling that
polarizes the anti-inflammatory function of macrophages. However, deficiency in
STING did not affect the reduction of anti-inflammatory markers expression and Il4ra
in the absence of LAP. BMDM with defects in LAP (Rubcn”) as well as defects for
both pathways (Rubcn” Sting1”), showed reduced levels of IL-10 in comparison to
wild type macrophages (Rubcn**). Our results confirm that the loss of the anti-
inflammatory profile associated with efferocytosis in LAP-deficient macrophages is not
caused by a direct effect of STING activation.

Keywords: Autoimmunity, LAP, efferocytosis, STING, macrophage polarization.
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1 INTRODUCAO

Processos fundamentais para promover a homeostase em animais, como 0
desenvolvimento, renovacéo tecidual, inflamac&o ou resolucdo induzem morte nas
células dos diferentes tecidos do corpo a cada dia (ARYA; WHITE, 2015; PATANKAR;
BECKER, 2020; FULLERTON; GILROY, 2016). Desse modo, condicdes fisioldgicas
ou patolégicas desencadeiam diferentes formas de morte celular programada, sendo
necessaria a eliminacdo de células mortas e/ou debris celular a fim de proteger os
tecidos de potenciais danos provocados por células necréticas (ROTHLIN; HILLE;
GHOSH, 2021; PATANKAR; BECKER, 2020). Nesse cenério, fagdcitos professionais,
especialmente macréfagos, sdo capazes de perceber, reconhecer, internalizar e
degradar células mortas, processo conhecido como eferocitose (BOADA-ROMERO et
al., 2020; DORAN; YURDAGUL,; TABAS, 2020).

A fagocitose associada a LC3 (LAP, do inglés LC3-associated phagocytosis),
uma via ndo canbnica da autofagia, recruta parte dos componentes da autofagia
canodnica e, junto a proteinas especificamente requeridas para LAP, propiciam a
lipidacdo de proteinas da familia LC3 diretamente na membrana do fagossomo
(GALLUZZI; GREEN, 2019; SCHAAF et al., 2016). LAP é ativado através de
receptores de reconhecimento de padrao (tais como TLR1/2, TLR2/6, TLR4, dectin-
1), receptores de imunoglobulinas (FCYR) e receptores de células apoptoticas (TIM4).
Além disso, LAP conduz a degradacao lisossémica das particulas internalizadas do
exterior contribuindo na regulacdo da funcédo dos macréfagos dependendo do tipo de
carga englobada (HECKMANN et al., 2017). Durante a eferocitose de células
apoptéticas estéreis, LAP estimula um perfil anti-inflamatdrio em macrofagos (CUNHA
et al., 2018).

Por outro lado, células do sistema imune apresentam diversos receptores de
acidos nucleicos como parte da defesa inata, sendo STING um sensor essencial nas
vias de reconhecimento e sinalizacdo da presenca citoplasmatica de DNA (LI et al.,
2013; SCHLEE; HARTMANN, 2016). STING (stimulator of interferon response cGAMP
interactor 1) € uma proteina transmembrana do reticulo endoplasmatico que induz
respostas importantes na defesa contra patdgenos, como a producéo de IFN do tipo |

e inducéo de xenofagia. No entanto, respostas exacerbadas dessa via contribuem na
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patogénese de diversas doencas inflamatérias ou autoimunes (HOPFNER;
HORNUNG, 2020; LI; CHEN, 2018; MCWHIRTER; JEFFERIES, 2020)

Alteracdes tanto no reconhecimento quanto na degradacao das células mortas
nos fagoécitos provocam o desenvolvimento de processos autoinflamatorios e/ou
autoimunes em diferentes modelos murinos (COHEN et al., 2002; LU; LEMKE, 2001,
RODRIGUEZ-MANZANET et al., 2010; TONNUS et al., 2022). Nesse contexto,
estudos in vitro demonstraram que macréfagos com deficiéncias em LAP induzem a
producdo de IFN do tipo | dependente de STING em resposta a eferocitose de células
apoptoticas (CUNHA et al., 2018).

Essas evidéncias sugerem que LAP possui um papel importante na regulacao
da polarizacéo funcional dos macrofagos no cenario da eferocitose. Diante isso, nossa
hipétese € que STING potencialmente pode regular a perda da funcéo anti-inflamatoria
dos macrofagos com deficiéncias na maquinaria da degradacédo de células mortas,
além de contribuir no desenvolvimento de um fenotipo autoimune. Por meio de um
estudo in vivo, avaliamos a ocorréncia de respostas autoimunes em camundongos
envelhecidos com deficiéncias em componentes de LAP (especificamente RUBCN e
ATG5) e sua dependéncia de STING. In vitro, investigamos uma possivel contribuicdo
de STING na perda do perfil anti-inflamatério nos macrofagos deficientes em LAP

durante a eferocitose.

Nossos achados indicam que animais com ablacdo total de RUBCN ou
deficiéncia de ATG5 no compartimento mieldide desenvolvem autoanticorpos e
deposicdo renal de imunocomplexos, mas nao desenvolvem manifestacdes
autoimunes severas. Ainda, observamos uma dicotomia no papel de STING nesses
animais. Nossos resultados apontam que a producédo de autoanticorpos reativos nos
animais com defeitos em componentes da via de LAP ndo € consistentemente
revertida na auséncia de STING. No entanto, a deficiéncia em STING reduz a
deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos renais em camundongos deficientes
em RUBCN, sugestivo que a ativacdo de STING na auséncia de LAP pode contribuir
para a inflamacdo glomerular e dano tecidual renal associados a processos
autoimunes. Ademais, contrariando nossa hipétese inicial, a perda do perfil anti-
inflamatdrio em resposta a eferocitose em macrofagos murinos com delecdes na

maquinaria de LAP ndo esta associada diretamente a atividade de STING. Em
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conjunto, os resultados apresentados nesse trabalho sugerem que a ablagéo de
STING possivelmente pode contribuir para a redugcao de danos renais por reduzir os
efeitos deletérios do acumulo de imunocomplexos, e ndo por causa da perda da
funcdo anti-inflamatoria e de reparo tecidual associada a eferocitose em macréfagos

deficientes em LAP.
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Aspectos Conceltuais
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2 ASPECTOS CONCEITUAIS

2.1 Eferocitose “‘Minha morte ira te proteger”

Das aproximadamente 30 trilhdes de células que conformam o corpo de uma
pessoa adulta media, ao redor de 4 milhdes de células séo renovadas a cada segundo
(SENDER; MILO, 2021). Nesse cenario, os fagdécitos promovem a captacao dos
corpos apoptéticos e/ou debris celular, reduzindo ao maximo a exposicéo de células
mortas incluso nos tecidos com alta taxa de renovacao (ELLIOTT; RAVICHANDRAN,
2016; RAYMOND et al., 2022).

Eferocitose (do latim, effere, “levar ao timulo”), é o processo pelo qual os
fagocitos profissionais como macrofagos, células dendriticas, ou ndo profissionais,
como as células epiteliais, endoteliais e fibroblastos (de origem n&o-hematopoiética),
removem e degradam células mortas do corpo geradas como consequéncia de
processos fisioldgicos e/ou patolégicos (DORAN; YURDAGUL; TABAS, 2020). Nesse
sentido, a eferocitose tem por finalidade a preservacao da imunotolerancia, ativando
0s mecanismos de resolucéo e reparo tecidual a fim de prevenir o desenvolvimento
de inflamacdo crénica ou doencas autoimunes (BOADA-ROMERO et al., 2020;
FULLERTON; GILROY, 2016).

Durante o processo eferocitico acontece uma constante comunicao e interacao
entre as células em morte celular e os eferocitos. Se desenvolvem uma série de
eventos tais como o chamado de morte por meio de moléculas liberadas pelas células
mortas; o reconhecimento e englobamento das células mortas pelos eferdcitos, a
ativacao de diferentes vias de sinalizacdo para facilitar a degradacéo da carga, e a
instauracdo de uma resposta imunossupressora sob contextos fisiolégicos (ELLIOTT,;
RAVICHANDRAN, 2016). No entanto, esses acontecimentos orquestrados e
finamente regulados podem sofrer perturbacbes sob contextos patoldgicos,
potencialmente exacerbar a resposta imune, contribuindo na patogénese ou evolucéo
de diferentes doencas. As fases da eferocitose de corpos apoptéticos sdo descritas

abaixo e na Figura 1.
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2.1.1 Procurade células apoptéticas “Flertando com a morte”

A apoptose é um tipo de morte celular programada que pode acontecer através
de duas vias de sinalizacdo. Por um lado, a via intrinseca é ativada por eventos que
alteram a homeostase celular interna como estresse oxidativo, liberacdo de proteinas
mitocondriais no citoplasma ou danos no DNA. Por outro lado, a via extrinseca, é
desencadeada por meio de ligantes (TNF, FASL, TRAIL) além de PAMPs e DAMPs,
gue ativam receptores de morte na membrana celular. A sinalizacéo dessas vias ativa
proteases especificas conhecidas como caspases; assim, sequencialmente as
caspases iniciadoras como caspase 8 (via extrinseca) e caspase 9 (via intrinseca)
clivam e ativam as caspases executoras (caspases 3 e 7 principalmente).
Seguidamente estas ultimas, degradam e/ou ativam multiplas substratos relacionados
a fragmentacdo do DNA, destruicdo de organelas, demolicdo do citoesqueleto,
exposicao de fosfolipidios (fosfatidilserina), e formacao de blebs na membrana, além
dos corpos apoptoticos (ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020; BEDOUI; HEROLD;
STRASSER, 2020, GALLUZZI et al., 2018)

As células apoptoticas anunciam a sua propria presenca liberando diversas
moléculas soluveis ou sinais “encontre-me” (do inglés, find-me signals) que servem
como moléculas quimiotaticas, promovendo assim o deslocamento dos fagocitos
residentes no tecido ou recrutados da circulacdo em direcao as células mortas (POON
et al., 2014). Além disso, durante estagios muito iniciais no apoptose, as caspases
ativam substratos envolvidos na liberacdo seletiva de metabdlitos (secretoma
metabolico apoptdtico) através do canal PANX1 (Plasma membrane channel pannexin
1) essencialmente. Esses metabdlitos contribuem na ativacdo de programas
transcricionais relacionados com a supressao da inflamacao, proliferacdo e reparo
tecidual nos fagoécitos (CHEKENI et al., 2010; MEDINA et al., 2020). Dentro dos
principais sinais “encontre-me”, se destacam os nucleotideos ATP/UTP, quimiocinas
como a fractalquina CX3CL1, e lipideos complexos como lisofosfatidilcolina (LPC) e
esfingosina-1-fosfato (S1P) (LEMKE, 2019; MEDINA; RAVICHANDRAN, 2016).

No entanto, células apoptéticas também podem liberar moléculas para suprimir
a migracdo. Lactoferrina, uma glicoproteina de propriedades anti-inflamatérias é

secretada pelas células apoptéticas para inibir seletivamente a migracdo dos
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neutrofilos, agindo como um sinal “fique longe ou mantenha-se afastado” (do inglés,
Keep away ou Keep out signal) (BOURNAZOU et al., 2009).

2.1.2 Reconhecimento de células apoptéticas  “Prazer em te conhecer, mas...”

Em condicbes fisioldgicas, a topologia e a distribuicdo assimétrica dos
fosfolipidios nas faces da membrana celular sdo sustentadas principalmente pelas
flipasses ATP11A e ATP11C (translocases dependentes de ATP) (NAGATA, 2018).
No entanto, a inducdo de apoptose estimula a ativacdo proteolitica das scramblases
da familia XKR (em especial XKR8), permitindo a constante exposicdo de
fosfatidilserina na face externa da membrana. Fosfatidilserina € um aminofosfolipidio
chave para o reconhecimento das células apoptoticas, atuando como um sinal “me
coma” (do inglés, eat-me signals) (FADOK et al., 2001?; SAKURAGI; KOSAKO;
NAGATA, 2019). Por outro lado, outras moléculas como as proteinas calreticulina
(GARDAI et al., 2005; BIRKLE; BROWN, 2021) ou ICAM-3 (KRISTOF et al., 2013),

podem agir como sinais “me coma” em contextos como estresse celular ou infeccdes.

Em contraposicdo aos sinais que favorecem a eferocitose, existem um grupo
de mediadores que agem como sinais “ndo me coma” (do inglés, don’t eat-me signals),
gue inibem a fagocitose, prevenindo uma eliminacdo celular desnecessaria ou
servindo como mecanismo de evasdo imune (LEMKE, 2019; JAISWAL et al., 2009).
Alguns dos sinais “ndo me coma” incluem: CD47 (MORRISSEY; KERN; VALE, 2020;
OLDENBORG et al., 2000), CD31 ou PECAM-1 (BROWN et al., 2002; VERNON-
WILSON et al., 2007), CD24 (BARKAL et al., 2019), e CD46 (ELWARD et al., 2005).

2.1.3 Ligacéao e internalizacado de células apoptoticas “Um contato fatal”

Uma etapa seguinte na eferocitose compreende a ligacdo direta ou indireta
entre os diversos receptores eferociticos da membrana dos fagécitos e os residuos de
fosfatidilserina ou os outros “sinais me come” exibidos pelas células apoptoéticas. Para
potenciar a interacdo parece ser necessario o estabelecimento de uma plataforma de

receptores de membrana nos fagocitos que favoreca a subsequente sinalizacao
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intracelular e internalizagdo da carga em uma sinapse fagocitica, semelhante a uma
sinapse imunoldgica (BARTH et al., 2017; Ll et al., 2020; RAVICHANDRAN, 2010).

Receptores da familia TIM (T cell immunoglobulin mucin receptor) 1, 3 e 4, além
de BAI1 (Brain-specific angiogenesis inhibitor 1), Stabilin 1, 2, e CD300b/DAP12
podem se ligar diretamente a fosfatidilserina (MURAKAMI et al., 2014). Por outro lado,
0s receptores tirosina cinase da familia TAM (TYRO3, AXL, MERTK) precisam de
proteinas acessoérias como GAS6 (Growth arrest-specific protein 6) e Proteina S para
se ligar ao aminofosfolipidio. Nessa linha, os receptores de integrina aV3, aV5,
necessitam da proteina ponte MFG-E8 (Milk fat globule EGF factor 8) para 0 mesmo
propésito (POON et al., 2014; LEMKE, 2019). Além disso, o receptor LRP1 (LDL-
receptor-related protein 1) (GARDAI et al., 2005) e CD91, um receptor endocitico,
(OGDEN et al., 2001) podem se ligar a calreticulina; o receptor CD14 se liga a ICAM3
(DEVITT et al., 1998; MOFFATT et al., 1999). Vale ressaltar também a presenca de
proteinas soluveis como C1q, C3b, Galectin-3, Annexin-1, entre outras, com funcdes
de opsoninas, as quais se ligam as células mortas sob determinados contextos,
auxiliando na sua eliminacdo (COCKRAM et al., 2021). O reconhecimento das células
apoptoticas ativa os diversos receptores eferociticos estimulando vias de sinalizacao
intracelular especificas para o englobamento, convergindo na ativacdo de pequenas
GTPases como RhoA e Racl. A ativacado de Racl permite a atividade do complexo
Actin-related protein 2/3 (ARP2/3) para polimerizar actina, favorecendo a formacao do
copo fagocitico e internalizagéo da carga e geracdo do fagossomo (PARK et al., 2007,
KIM et al., 2017).

2.1.4 Degradacéao de células apoptéticas “Uma sepultura limpa”

No fagolisossomo, as células mortas sdo processadas, ndo entanto o destino e
funcao posterior dos componentes degradados precisa ser desvendado. Em resposta
a células apoptoticas, macrofagos ativam um programa anti-inflamatorio para prevenir
resposta imunes contra autoantigenos, estimulando a producéo de mediadores anti-
inflamatoérios (TGFB, IL-10, PAF, PGE2) e suprimindo respostas pro-inflamatorias
(TNFa, IL-1B, IL-12, IL-8) (FADOK et al., 2001b; KIM; ELKON; MA, 2004). Na

eferocitose, reguladores associados a homeostase de lipidios (PPARY/d e LXR), além
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da maquinaria para o efluxo de colesterol (ABCA1) séo ativados, sugerindo que o
metabolismo dos lipideos, produto da degradacdo das células apoptéticas no
fagolisossomo, tem um papel na imunotolerancia, como sera melhor explicado no
topico seguinte (A-GONZALEZ et al., 2009).

A sinalizagdo produzida através dos receptores eferociticos estimula também a
ativacdo de diferentes complexos moleculares que contribuem na maturacdo do
fagossomo e degradacdo da carga. Esses complexos moleculares envolvem
componentes da maquinaria de autofagia, que podem ser recrutados diretamente para
a membrana do fagossomo contendo corpos apoptoéticos, culminando na lipidacéo de
proteinas da familia LC3/GABARAP diretamente na membrana do fagossomo, um
processo denominado fagocitose associada a LC3 ou LAP (do inglés, LC3-associated
phagocytosis) (CUNHA et al., 2018; HOOPER et al., 2022; RAIl et al., 2019; FLOREY
et al., 2011). LAP medeia a acidificacdo do compartimento fagolisossomal e
degradacéao das células apoptoticas fagocitadas (RAYMOND et al., 2022). O processo
de LAP sera abordado em detalhe no ponto 2.2. (FLOREY et al., 2011)
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Figura 1. Fases da eferocitose. Sob condi¢gdes normais, inicialmente, as
células apoptoticas (AC) liberam mediadores moleculares (sinais “encontre-me”) que
estimulam a migracao dos eferdcitos até o seu microambiente, tais como quimiocinas
(CX3CL1), nucleotideos (ATP/UTP), lipideos (S1P, LPC) e remové-las. Em seguida,
os eferdécitos reconhecem e se ancoram direta ou indiretamente as ACs por meio da
interacdo entre os diversos receptores eferociticos (TIM4, MERTK, AXL) e,
fosfatidilserina, um fosfolipidio predominante na membrana das AC (sinal “coma-me”).
Posteriormente, a sinalizacdo através desses receptores estimula a internalizacdo das
AC, além de ativar outras proteinas (maquinaria para lipidar LC3) que contribuem na
maduracédo do fagossomo. No final, a fusdo do fagossomo com os lisossomos provoca
a degradacdo da AC, que por sua vez geram lipideos especificos que posteriormente
ativam receptores nucleares de esterdis (PPARS, PPARY, LXR), induzindo a
modulacao darespostaimune em direcédo a um perfil supressor. Adaptado de DORAN;
YURDAGUL; TABAS, Nat Rev Immunol, 2020; BOADA-ROMERUO et al., Nat Rev Mol
Cell Biol, 2020; KAWANO; NAGATA, Int Immunol, 2018. Imagem elaborada no
BioRender.com.

2.2 Umavia ndo candnica da autofagia

A autofagia canbnica ou macroautofagia € um processo catabolico ativado sob
condicbes de estresse como privacdo de nutrientes, deplecdo de fatores de
crescimento, infeccdo ou hipdxia, para promover a sobrevivéncia celular. Durante o
processo, organelas danificadas, agregados proteicos, além de patdégenos
intracelulares, sdo marcados, capturados dentro de uma membrana dupla para sua
posterior degradacédo lisossomica (NAKATOGAWA et al., 2009; KAUR; DEBNATH,
2015). Por outro lado, proteinas relevantes para autofagia participam de outros
mecanismos (referidos como autofagia ndo candnica) envolvidos com funcdes
celulares vinculadas ou ndo a membrana biolégica como a fagocitose (LAP),
endocitose (LANDO), ou macropinocitose (LAM) (GALLUZZI; GREEN, 2019;
HECKMANN et al., 2019; SONDER et al., 2021).

Na autofagia, complexos moleculares catalisam a conjugacédo de moléculas da
familia LC3/GABARAP (microtubule-associated protein 1 light chain 3a (MAP1LC3A),
38 (MAP1LC3B), 3r (MAP1LC3C), GABA type A receptor—associated protein
(GABARAP), GABARAP-like 1 (GABARAPL1/gecl), e GABARAP-like 2
(GABARAPL2/GATE16) a residuos de fosfatidiletanolamina na membrana de

compartimentos derivados principalmente do reticulo endoplasmatico, dando origem
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a compartimentos de dupla membrana com carga a ser degradada em seu interior. No
entanto, a lipidacdo de LC3 é essencial para processos que ndo necessariamente
dependem da inducéo autofagia (SCHAAF et al., 2016).

A fagocitose associada a LC3, emprega componentes da autofagia candnica,
além de reguladores especificos da via de LAP, para conjugar LC3 (LC3A, LC3B,
GABARAP, GATEL16) na face citosélica do fagossomo (HECKMANN et al., 2017;
AKOUMIANAKI et al., 2021). A diferenca da autofagia candnica, LAP dirige a
degradacdo lisossdmica de particulas engolidas do exterior e ndo é ativada por
deficiéncia de nutrientes (GALLUZZI; GREEN, 2019). Ligantes especificos de
receptores de reconhecimento padrdao (PRR), tais como TLR1/2, TLR2/6, TLR4,
dectin-1, receptor de imunoglobulinas (FCYR) e receptores de células apoptoéticas
(como TIM4) induzem a ativacao de LAP (AKOUMIANAKI et al., 2016; MASUD et al.,
2019).

2.2.1 Maquinaria molecular de LAP

Potencialmente, eventos como o reconhecimento, internalizacdo, ou formacao
do fagossomo levam a ativacao dos complexos moleculares iniciais de LAP (PI3KC3),
e a subsequente sinalizacéo para a formacéao do complexo NADPH oxidase-2 (NOX2)
e os sistemas de conjugacdo de LC3 (HECKMANN et al., 2017).

Rubicon (RUBCN), componente de LAP nao envolvido em macroautofagia, €
requerido para conformar o complexo PI3KC3 (junto a Beclin-1, UVRAG, VPS15 e
VPS34), contribuindo na localizacéo e estabilizacdo desse complexo no fagossomo
(LAPossomo), onde o lipideo quinase VPS34 fosforila os fosfoinositideos na posicéo
3 para produzir fosfatidil-inositol-3-fosfato (PI3P) (FASSY et al., 2017). A constante
atividade de PI3KC3, permite decorar com PI3P a face citosolica do fagossomo que
serve como plataforma para o recrutamento de componentes subsequentes da via de
LAP (HECKMANN et al., 2017).

NOX2 (gp91P"), associado constitutivamente a subunidade p22P"°%, residem
geralmente na membrana plasmatica ou vesiculas intracelulares, as quais se
associam as subunidades citoplasmaticas (p40Phox, p47P"ox e p67P"°X) para estruturar

o0 complexo multiproteico NOX2 (PANDAY et al.,, 2015). No fagossomo, RUBCN
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emprega seu dominio rico em serina (567-625aa) para interagir com p22Phox,
estabilizando o complexo NOX2, além dos dominios CCD (515-550aa) e RUN, para
interagir com Beclin-1 e VPS34 respectivamente, estabilizando PI3KC3. Além disso,
a subunidade p40P"** se liga a PI3P através do seu dominio PX, conseguindo-se a
estabilizacdo de ambos complexos moleculares no fagossomo, fatos importantes para
a continua producdo de PI3P e subsequente producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (HECKMANN et al., 2017). E possivel que o ROS produzido no lume
do fagossomo possa difundir para o citoplasma e atuar como agente sinalizador (SIES;
JONES, 2020) dos sistemas de conjugacéo de LC3 (uma das lacunas que precisam

ser exploradas).

Semelhante a autofagia, LAP utiliza os sistemas de conjugacao tipo ubiquitina,
gue promove modificacdes covalentes nas proteinas através de trés passos: enzimas
com funcdes tipo E1 (ativacéo), E2 (conjugacéo) e E3 (ligacdo) (DAMGAARD, 2021).
No primeiro sistema, ATG7 (E1) e ATG10 (E2) induzem a formagéo do heterodimero
ATG12-ATG5, que em associacdo com ATG16L estruturam o complexo ATG16L (com
propriedade enzimatica E3). No segundo sistema, ATG4 (cisteina protease) cliva LC3
para expor o residuo de glicina no extremo C-terminal requerido para sua posterior
lipidacdo. ATG7 (E1) e ATG3 (E2) contribuem na ativacao e transferéncia de LC3, a
gual é covalentemente lipidado na cabeca polar dos residuos de fosfatidiletanolamina
no fagossomo pelo complexo ATG16L (E3) (BOADA-ROMERO et al., 2020).
Finalmente, LC3 lipidado no LAPossomo pode interagir com a proteina LAMP1 dos
lisossomos, facilitando a fusdo e formacédo do fagolisossomo (FLETCHER et al.,
2018). Os componentes moleculares e os processos da fagocitose associado a LC3

sdo mostrados na Tabela 1 e Figura 2, respectivamente.
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Tabela 1. Requerimentos moleculares da autofagia candnica e LAP.

Componentes requeridos para autofagia canonica e LAP

Componente Complexo / Funcéao
Beclin-1 Complexo Class Il PI3K (PI3KC3)
VPS34 Complexo Class Il PI3K (PI3KC3)
UVRAG Complexo Class Il PI3K (PI3KC3), vesicle sorting
ATG5 Estruturacdo do complexo ATG5-12-16L (funcgéo tipo E3)
ATG12 Estruturacdo do complexo ATG5-12-16L (funcgéo tipo E3)
ATG16L Estruturacdo do complexo ATG5-12-16L (funcgéo tipo E3)
ATG7 Formacao do complexo ATGS—lZ—}EGlL), formacédo de LC3-PE (funcéo tipo
ATG3 Formacao de LC3-PE (funcéo tipo E2)
ATG4 Processamento de LC3

LC3 (LC3A, LC3B,
GATE 16, GABARAP)

Maturagéo e fusdo do LAPossomo com 0s lisossomos

Componentes requeridos para autofagia candnica apenas

Componente Complexo / Funcéao
ULK1 Complexo de Pre-iniciacédo
FIP200 Complexo de Pre-iniciacédo
ATG13 Complexo de Pre-iniciacdo
Ambral Complex Class Il PI3K (PI3KC3)
ATG14 Complex Class Il PI3K (PI3KC3)
WIPI2 Recrutamento de ATG5-12-16L

Componentes requeridos para LAP apenas

Componente Complexo / Funcéao
. Localizacéo e atividade do complex Class Il PI3K (PI3BKC3), estabilizacédo
Rubicon
do complexo NOX2
NOX2 Func&do NADPH oxidase, producéo de ROS, recrutamento do complexo

ATG5-12-16L e sistemas de conjugagéo LC3

Alguns componentes do complexo PI3BKC3 e os sistemas de conjugacdo sao
comuns para autofagia e LAP (verde), ndo entanto Rubicon e NOX2 participam
especificamente de LAP (azul). Proteinas do complexo de pre-iniciacdo e alguns
componentes do complexo PI3CK3 participam especificamente da autofagia
(vermelho) Adaptado de GALLUZZI; GREEN, Cell, 2019.
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Figura 2. Fagocitose associado a LC3 de células apoptoéticas. Apos a
ativacao dos receptores para células mortas como consequéncia do reconhecimento
da fosfatidilserina (PS) nas células apoptéticas, e geracao do fagossomo, (1) se inicia
o recrutamento e formacdo do complexo PI3K de classe Ill (Rubicon — UVRAG —
Beclinl — VPS15 — VPS34) que por meio da atividade kinase da VPS34 fosforila os
fosfoinositideos na posicdo 3 para produzir fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P) na face
citosdlica da membrana do fagossomo. (2) A formacéo de PI3P serve como plataforma
de sinalizacdo molecular e junto a Rubicon permitem recrutar e estabilizar proteinas
do complexo NOX2 para promover a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
no interior do fagossomo. (3) A plataforma de PI3P e ROS sdo necessarios para o
recrutamento dos componentes dos sistemas de conjugacao de LC3. Desse modo a
atividade do complexo ATG16L1 (ATG5-ATG12-ATG16L1) junto a ATG4, ATG7 e
ATG3, lipidam LC3-1l nos residuos de fosfotidiletanolamina (PE) na membrana do
fagossomo. (4) A conjugacédo de LC3-Il contribui na maturacdo dos LAPossomos,
permitindo a sua capacidade de interagir com LAMP1 para se fusionar com 0s
lisossomos, garantindo dessa forma a (5) formacdo do fagolisossomo e
conseguintemente a degradacao do carga. Adaptado de BOADA-ROMERO et al., Nat
Rev Mol Cell Biol, 2020; HECKMANN et al., J Mol Biol, 2017. Imagem elaborada no
BioRender.com.

2.2.2 LAP de células apoptoticas

LAP modula a resposta imune dos macrofagos de acordo com a carga
fagocitadas (BOADA-ROMERO et al., 2020). Durante a eferocitose, LAP é requerido
para uma eficiente degradacdo das células mortas (RAYMOND et al., 2022). A
inducdo de LAP em resposta a células apoptoticas promove respostas anti-
inflamatorias em macrofagos. Nesse sentido, ativacdo de LAP nos macréfagos
associados ao tumor (TAMs), em resposta ao reconhecimento de células apoptoticas
tumorais, promove o estabelecimento da imunotolerancia no microambiente tumoral
suprimindo assim a funcéo de linfocitos T e contribuindo na progressao do cancer. Por
outro lado, deficiéncia em componentes de LAP, como RUBCN, promovem respostas
inflamatorias em células mieldides que promovem a eliminacdo de células tumorais
(CUNHA et al., 2018). Além disso, deficiéncias de LAP estdo associados ao
desenvolvimento de nefrite crbnica espontanea em camundongos envelhecidos
(TONNUS et al., 2022).
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2.3 Eferocitose e sindromes autoimunes

Desordens como a autoinflamacao e autoimunidade caracterizam os extremos
de um espectro de sindromes que envolvem a disfuncéo da resposta imune inata e
adaptativa respectivamente (SZEKANECZ et al.,, 2021). Nesse cenério, doencas
autoinflamatérias manifestam inflamacgé&o crénica sem alterar a tolerancia imune, nem
produzir autoanticorpos especificos. Em contraste, doencas autoimunes exibem perda
da tolerancia imune, reconhecem autoantigenos levando a ativacao de células T e B,
producédo de autoanticorpos e em consequéncia, dano tecidual local e/ou sistémico
(SZEKANECZ et al.,, 2021). No entanto, a influéncia da imunidade induz
manifestacdes mistas, carregando ambas condi¢cbes que podem coexistir durante o
desenvolvimento das diversas patologias (HEDRICH; TSOKOS, 2013). Alteracfes na
eliminacdo de células mortas parece ser um fator desencadeante para diversas
patologias com fundo inflamatério: aterosclerose, diabetes, neurodegeneracéao,
desordens hepaticos, gastrointestinais, pulmonares e autoimunes como lUpus
eritematoso sistémico (BOADA-ROMERO et al., 2020).

A falta de inducdo e/ou 0 excesso sustentado de morte celular (O’ REILLY et
al., 2009; PATANKAR; BECKER, 2020), levam ao acumulo de DAMPs, que
contribuem na inflamacao local, enquanto citocinas liberadas das células mortas
estimulam a reposta imune (VENEREAU; CERIOTTI; BIANCHI, 2015; ZINDEL;
KUBES, 2020). Diante isso, defeitos nas diferentes etapas da eferocitose, tais como o
reconhecimento (LU; LEMKE, 2001; COHEN et al., 2002; RODRIGUEZ-MANZANET
et al., 2010), ou degradacéo dos corpos apoptéticos (RAYMOND et al., 2022, AHN et
al., 2012), induzem inflamagcdo cronica e eventualmente doencas autoimunes
(TONNUS et al.,, 2022). Diversas evidencias demonstram que, animais com
deficiéncias para os receptores eferociticos: TIM4, TYRO3, AXL ou MERTK
apresentam caracteristicas comuns de fendétipo autoimune como: hiperativacdo de
células T e B, producdo de autoanticorpos e deposicdo de imunocomplexos nos
glomérulos renais (LU; LEMKE, 2001; COHEN et al., 2002; RODRIGUEZ-MANZANET
et al., 2010). Além disso, a eferocitose € um processo chave na fase da resolucéo da
inflamacgédo (FULLERTON; GILROY, 2016). Nessa linha, a inflamacé&o crénica parece

estar associada a desregulacdo dos mecanismos resolutivos na tentativa de controlar
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a resposta aguda inicial, as quais sustentam uma resposta imune e de reparo mal
adaptadas (FULLERTON; GILROY, 2016; ZUK; BONVENTRE, 2016).

A inducdo dessas respostas autoimunes em camundongos deficientes em
eferocitose sdo patologias que remetem ao lupus eritematoso sistémico (SLE, do
inglés systemic lupus erythematosus), uma doenca autoimune heterogénea (de
manifestacbes cutdneas, renais, artrites, neurolégicas e gastrointestinais), e
multifatorial (genéticos, imunoldgicos, hormonais, ambientais). SLE, é caracterizada
pela desregulacdo imune, perda da autotolerancia, formacdo autoanticorpos e
deposicao de imunocomplexos que desencadeiam inflamacé&o e danos nos diferentes
tecidos do corpo (KAUL et al., 2016).

A ineficiente eliminacao de células apoptoticas e acumulacéo de debris celular
(DNA, RNA, NETs, proteinas associadas), induzem inflamacdo, atuando como
potentes indutores da imunidade inata, e adaptativa (CHEN; NUNEZ, 2010;
PALUDAN; REINERT; HORNUNG, 2019). O reconhecimento de DNA pelos
receptores endossbmicos e citoplasmaticos induz a producdo e sinalizacdo de
respostas dependentes de IFN do tipo | nas células imunes (assinatura IFN),
principalmente nas células dendriticas plasmacitoides (pDCs) (SONI et al., 2020). A
sinalizacdo de IFN poténcia as fun¢des das células dendriticas mieloides (mDCs),
estimulando a apresentacdo dos autoantigenos aos linfocitos T, além de produzir
BAFF para ativar os linfocitos B. Linfocitos T ativados produzem citocinas: BLyS e IL-
21 para potenciar a producéao e troca de classe dos autoanticorpos além de amplificar
a resposta imune. Esses autoanticorpos reconhecem proteinas nucleares (ANA),
acidos nucleicos (anti-dsDNA) e outras estruturas celulares, estimulando a formacéao
de imunocomplexos, que junto a producao sustentada de IFN do tipo I, contribuem na
progressdo da doenca (KAUL et al., 2016; PISETSKY, 2016; BOSSUYT et al., 2020).
A deposicéo tecidual desses imunocomplexos sustenta a ativagdo da imunidade inata
local e recrutada (células mieloides), como observado nos glomérulos renais,
perpetuando o dano para estabelecer a nefrite lupica (BERGTOLD et al., 2006;
KURIAKOSE et al., 2019).
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2.4 Polarizacdo de macrofagos

A natureza heterogénea, alta plasticidade e amplo espectro de polarizagao
permitem ao macrofago ter um papel significativo na resposta inflamatoria assim como
na modulacao de respostas subsequentes: resolucéo e tolerancia (XUE et al., 2014;
FULLERTON; GILRQY, 2016; LOCATI; CURTALE; MANTOVANI, 2020). O processo
de polarizacdo aborda, como sob determinada localizacdo e periodo especificos o
macroéfago é ativado, mostrando sua capacidade plastica para integrar diversos sinais
diante um contexto particular (MURRAY, 2017). Os extremos desse espectro de
polarizacdo se encontram no perfil pro-inflamatério (capacidade de eliminar
patdgenos, também conhecido como M1) e anti-inflamatorio (capacidade de resolugéo
e reparo tecidual, também conhecido como M2) (MURRAY et al., 2014; WYNN;
VANNELLA, 2016). A presenca da citocina IFNy (resposta do tipo Thl), assim como a
ativacdo de receptores como TLR, IL-1R, TNFR1l promovem a polarizacao
inflamatoria. Isto leva a expressao de genes envolvidos na promocéo da quimiotaxia
(Ccl1, Cxcl2, Ccl5; Ccl3, Cxcl10, Cxcl11, Ccl25, Cx3crl e Ccr7), inflamacéo (ll1a, IlI1b,
116, 1112, Tnfa) e atividade antimicrobiana (Nos2) (MURRAY, 2017). Na presenca de
citocinas como IL-4 ou IL-13 (citocinas pleiotropicas do tipo Th2), que sinalizam pela
dimerizacao da cadeia alfa do receptor de IL-4 (IL-4Ra), os macréfagos desenvolvem
um perfil mais anti-inflamatorio. Esse perfil anti-inflamatério esta associado a
expressao de genes da resposta de reparo tecidual, como Arginase-1 (Argl), Resistin-
like a (Retnla), Receptor de manose (Mrcl, CD206), Chitinase 3-like 3 (Chi3I3),
Programmed cell death 1 ligand 2 (Pdcdllg2) e Macrophage galactose N-acetyl-
galactosamine specific lectin 2 (Mgl2) (WYNN; VANNELLA, 2016, MURRAY, 2017)
(Figura 3). Pela sua plasticidade, multiplos estimulos do microambiente podem
promover diversas respostas nos macrofagos, proporcionando uma ampla variacédo
no seu fenétipo (CUDA; POPE; PERLMAN, 2016). Nesse sentido, as populacdes de
macrofagos podem compartilhar e manifestar caracteristicas entre o perfil M1 e M2,
permitindo-lhes atuar em diferentes processos (metabolismo, adaptacdo ao frio,
desenvolvimento), além da defesa contra patdgenos ou eliminagcédo de debris celular
(OKABE; MEDZHITOV, 2016).

A eferocitose pode induzir um perfil de imunotolerancia, prevenindo a

inflamacg&o para estimular a resolugéo. Por exemplo, a ativacdo do TIM1 bloqueia
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fatores associados com as respostas inflamatorias, suprimindo a producéo de TNF,
IL6 e CCL5 em células epiteliais do rim (YANG et al., 2015). J& os receptores da
familia TAM (AXL e MERTK principalmente) inibem a cascata de sinaliza¢do induzida
pelos TLR (do inglés, Toll-like receptors) em células dendriticas (ROTHLIN et al.,
2007). Por outro lado, a ativacéo de Stabilin 2 promove a sintese de mediadores da
imunossupressédo (PARK et al., 2008). A ativacdo dos receptores nucleares de
esterais, tais como PPAR®, PPARY ou LXR, estimulam a produgéo de citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10 e TGFB, nos macréfagos em resposta a eferocitose (A-
GONZALEZ et al., 2009; MUKUNDAN et al., 2009).

Anti-inflammatory Pro-inflammatory

IL-4/1L-13 IFNy / TNFa / LPS

/ﬁ Pathogen

Apoptotic cell

Polyamines

Apoptotic cell clearance /
Wound healing and tissue repair Pathogen clearance
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Figura 3. Polarizacdo de macrofagos. Esquema dos fenétipos extremos pro-
inflamatoério e anti-inflamatério dentro do espectro de polarizacdo de macrofagos.
Argl: Arginase 1, iINOS: oxido nitrico (NO) sintase induzivel. Adaptado de MURRAY
et al., Immunity, 2014; LOCATI; CURTALE; MANTOVANI, Annu Rev Pathol, 2020.
Imagem elaborada no BioRender.com.

2.5 Ativacéo de STING e resposta dependente de IFN do tipo |

A atividade de diversos sensores endossémicos e intracelulares de &cidos
nucleicos (DNA e RNA), como parte da imunidade inata, regula um rol essencial na
deteccdo de patdégenos intracelulares, assim como na patogénese de diversas
doencas inflamatérias (MCWHIRTER; JEFFERIES, 2020; OKUDE; ORI; KAWAI,
2020). Trés principais receptores encontrados nas células de mamifero foram
descritos, os quais desencadeiam eventos de sinalizagdo induzidos por DNA
citosolico: Toll-like receptor 9 (TLR9), absent in melanoma 2 (AIM2) e cyclic GMP—
AMP synthase (cGAS) (MOTWANI; PESIRIDIS; FITZGERALD, 2019). Dentre desses
sensores, a via de sinalizagcdo cGAS — cGAMP — STING tem emergido como um
mecanismo importante na deteccdo de DNA intracelular (ISHIKAWA; BARBER, 2008;
LI et al., 2013). STING, uma proteina transmembrana do reticulo endoplasmatico,
apresenta principalmente como funcdo candnica a producdo de IFN do tipo I,
demonstrando um rol consideravel em processos como inflamacdo estéril,
autoimunidade, senescéncia e cancer (LI; CHEN, 2018; HOPFNER; HORNUNG,
2020).

O produto de cGAS (cGAMP) induz a ativacdo de STING; o qual recruta as
kinases TBK1 e IkB kinase (IKK) para fosforilar o fator de transcricdo IRF3 e o inibidor
de NFkB (IkBa), os quais ativam a transcrigao de genes que codificam IFN do tipo |
(IFNB) e outras citocinas pré-inflamatérias (IL-6, IL-12, TNFa), respectivamente
(MOTWANI; PESIRIDIS; FITZGERALD, 2019) (Figura 4).

A producéo e sinalizacdo de IFN do tipo | ativa programas transcricionais para
expressar genes estimulados pelo IFN (ISGs), apresentando um rango amplo de
funcdes. ISGs séo requeridos frequentemente para o controle direto da infecgéo por
patogenos, reforcar a resposta de IFN, além de mediar a fina regulagédo negativa da

sinalizacdo de IFN para restabelecer a homeostase celular (SCHNEIDER,;
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CHEVILLOTTE; RICE, 2014). Por conseguinte, a exacerbada capacidade de induzir e
sustentar a ativacdo de STING, pode aumentar o risco no desenvolvimento de
doencas inflamatorias crénicas, autoimunes e metabolicas (DECOUT et al., 2021; LI
et al., 2022; VILA et al., 2022). Deficiéncias em LAP induzem a ativagéo de STING e
producdo de IFN do tipo | em resposta a fagocitose de células apoptéticas nos
macréfagos murinos. Como consequéncia, animais com defeitos para LAP no
compartimento miel6ide reduzem a imunossupressdo no microambiente tumoral,
promovendo a ativacdo de linfécitos T e eliminagdo de tumores de diferentes
imunogenicidades, de forma dependente de STING e da sinalizagéo de IFN do tipo |
(CUNHA et al., 2018). Além da ativacao de STING, defeitos em LAP de células
apoptoticas induz a expresséao de programas pro-inflamatorios (IL- 18 e /16) e aumento
de marcadores associados ao perfil M1 (Nos2, Marco e CD86). Em contrapartida,
marcadores associados a um perfil anti-inflamatorio M2 (como CD206) sao regulados

negativamente em macréfagos deficientes em RUBCN (CUNHA, et al., 2018).
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Figura 4. Ativacdo candnica de STING. (1) Material genético (DNA
principalmente) de diferentes de fontes: exdgenas ou enddgenas pode ser liberado no
meio citoplasmatico e reconhecido pelo sensor citoplasméatico do DNA de dupla fita,
cGAS, iniciando a producao de (2) cGAMP (do inglés, Cyclic dinucleotide 2’,3-cyclic
GMP-AMP) um tipo de dinucleotideo com capacidade de ativar (3) STING. (4) STING
ativado adquire a capacidade de se deslocar em diregcdo ao complexo ERGIC (do
inglés, ER-Golgi intermediate compartment), um compartimento intermediario entre o

reticulo endoplasmatico e Golgi. Em ERGIC, STING pode recrutar TBK1 (TANK-
42



binding kinase 1) a qual se autofosforila e pode fosforilar STING na sua vez. TBK1 sob
a forma fosforilada induz a ativacao de outras proteinas; enquanto fosforila o fator de
transcricao IRF3 (Interferon regulatory factor 3) que apds dimerizar se transloca para
o nucleo (5) onde pode acionar programas de transcricdo de IFN do tipo |, também
ativa o fator NFkB para induzir a transcricdo de um programa proé-inflamatério
principalmente. (6) Finalmente STING pode induzir autofagia em resposta ao estimulo
de cGAMP e continuar trafegando até os lisossomos onde é degradado. Adaptado de
DECOUT etal., Nat Rev Immunol, 2021; PALUDAN; REINERT; HORNUNG, Nat Rev
Immunol, 2019; GUI et al., Nature, 2019. Imagem elaborada no BioRender.com.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Explorar um possivel papel de STING na perda da fung&o anti-inflamatéria em

macrofagos com deficiéncias em LAP durante a eferocitose e no contexto de

desenvolvimento espontaneo de manifesta¢cdes autoimunes em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Caracterizar o desenvolvimento de uma sindrome autoimune em camundongos

envelhecidos deficientes em LAP.

Meta 1: Investigar a producéo de anticorpos antinucleares (ANA) e anti-dsDNA
em animais com deficiéncias para RUBCN (Rubcn™) e ATG5 (Atg5" LysM-Cre*)

em comparacgdo a seus controles.

Meta 2: Avaliar a deposicdo de imunocomplexos IgG e hipercelularidade

glomerular nos rins de animais com deficiéncias em RUBCN (Rubcn™)

Investigar se o0 desenvolvimento de autoimunidade em camundongos

envelhecidos com deficiéncias para LAP é dependente de STING.

Meta 1: Medir a producédo de autoanticorpos: ANA e anti-dsDNA em animais
Rubcn™ e Stingl”™ ou Atg5" LysM-Cre* e Stingl”™ em comparacdo a seus

controles.

Meta 2: Avaliar a deposicdo de imunocomplexos IgG e hipercelularidade
glomerular nos rins de animais deficientes em RUBCN e STING (Rubcn” e
Sting1”)

Determinar a contribuicdo de STING na perda do perfil anti-inflamatorio nos

macréfagos deficientes em LAP durante a eferocitose.
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Meta 1: Confirmar o perfil de ativagdo de macrofagos deficientes em RUBCN

(Rubcn™) e ATG5 (Atg5” LysM-Cre*) estimulados com células apoptoticas.

Meta 2: Investigar o papel de STING na reducgéo dos niveis de expressao dos
genes assinatura e sinalizagdo da funcdo anti-inflamatdria nos macréfagos
deficientes em RUBCN e STING (Rubcn™ e Stingl”) e ATG5 e STING (Atg5™
LysM-Cre* e Sting1™”)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentagéao

Utilizamos camundongos selvagens das linhagens Rubcn** e Atg5™ LysM Cre
, camundongos geneticamente deficientes para RUBCN (Rubcn™), Atg5 (Atg5f/f LysM
Cre*), e deficientes simultaneamente tanto para RUBCN e STING (Rubcn™ Sting1™)
quanto para ATG5 e STING (Atg5” LysM-Cre™ Sting1™) fémeas, com 6 a 8 semanas
de idade. Os camundongos foram mantidos em condicbes livres de patdgenos
especificos, em um ciclo de 12 horas claro / escuro, ambiente com temperatura
controlada (22 a 25°C) e receberam agua e racdo ad libitum. Conduzimos os
experimentos de acordo com o Comité de Etica em pesquisa animal (CETEA) N°
protocolo 001/2021-1 da Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, da Universidade
de Séo Paulo, SP.

4.2 Diferenciacdo de macrofagos a partir de células da medula 6ssea

Macrofagos derivados a partir de células precursoras da medula 6ssea (BMDM,
do inglés Bone-marrow-derived macrophages) foram utilizados como modelo para os
experimentos in vitro. Obtivemos BMDMs dos fémures e tibias de camundongos que
logo cultivamos em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
1% de penicilina/estreptomicina (100 unidades/mL de penicilina, 10 mg/mL de
estreptomicina), 1% de L-glutamina (200 mM) e M-CSF (concentracao final 20 ng/mL).
Os camundongos foram sacrificados e seus fémures e tibias cuidadosamente
removidos, seccionados em ambiente estéril e lavados com PBS utilizando uma
seringa de 10 mL com agulha hipodérmica 23G x 1 %2 (0.6 x 40 mm) Becton-Dickinson.
As células recém-colhidas foram distribuidas em um volume de 10 mL de meio por
cada placa néo tratada utilizada (100 x 20 mm), sendo incubadas a 37°C com 5% de
CO.. Um total de 10 mL de meio suplementado contendo M-CSF foi adicionado apos
trés dias de cultura. No sétimo dia de cultura as células foram utilizadas nos

experimentos in vitro.
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4.3 Inducdo de apoptose em células Jurkat T

Mantivemos células Jurkat T em meio RPMI1640 1x suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 1% de L-glutamina (200 mM), 1% de piruvato de sédio, 1% de
penicilina/estreptomicina,1% de aminoacidos ndo essenciais e 0.1% de 2-B-
mercaptoetanol. Para a inducdo de apoptose, trocamos 0 meio para adicionar meio
novo na quantidade necessaria para obter 2 x 10%mL e colocamos 10 mL da
suspensao celular na placa de 100 x 20 mm, em seguida removemos a tampa
previamente antes de colocar a placa no equipamento UV Crosslinker Fisher
Scientific, e irradiamos com luz UV a 20mJ/cm?, depois disso as células foram

mantidas durante 6 horas na estufa a 37°C com 5% de CO2.

4.4 Co-cultura de Macrofagos e Células Apoptoticas

Depois do tempo de diferenciacéo para obter BMDMs, descartamos 0 meio e
lavamos a placa com PBS (Gibco), ato continuo mantendo a placa com PBS,
removemos as celulas e coletamos a suspenséo. As células foram centrifugadas para
trocar o PBS e ressuspendidas em DMEM suplementado, apés disso semeadas em
placas de cultura tratadas de 24 pocos na confluéncia de 1 x 108/pogo por 24 horas.
Posteriormente, o meio foi removido para seguidamente adicionar as células Jurkat T
apoptéticas (AJ) que foram previamente ressuspendidas em meio DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino na quantidade necessaria para atingir a
proporcado celular de estimulo (BMDM:AJ de 1:1 até 1:5). As placas foram
centrifugadas para garantir a interacdo das células apoptéticas com os macréfagos e
incubadas pelo tempo planejado de avaliacédo (6, 12 e 20 horas) a 37°C com 5% de
CO.. Apos esse periodo descartamos o sobrenadante e lavamos as placas trés vezes
com PBS para remover o maximo possivel de células apoptoticas que ndo foram

fagocitadas.

4.5 Extracao de RNA.

Adicionamos 350 uL de TRIzol LS (Gibco) em cada poco contendo 1 x 10°

células para coletar o homogenato em tubos eppendorf e imediatamente mantivemos
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em gelo para iniciar com a extracdo. O RNA foi extraido empregando colunas de silica
com o kit Direct-zol RNA Miniprep R2052 (Zymo Research) seguindo as instru¢gdes do
fabricante. O RNA foi eluido em 25 uL de H>O DNase, RNase free e quantificado

através do NanoDropTM 1000 (Thermo Scientific).

4.6 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizado empregando oligo-dT
100uM, dNTPs 10uM, o kit First-strand synthesis transcriptase reversa M-MLV
(Invitrogen), na presenca de inibidor da RNase (RNase OUT Invitrogen) seguindo as
instru¢des do fabricante. O protocolo da PCR usado foi 10 min — 25°C, 50 min — 37°C,
15 min — 70°C. ApOGs a sintese o cDNA foi diluido 5 vezes em agua ultrapura do tipo
Milli-Q.

4.7 gPCR

A PCR em tempo real (QPCR) foi realizada utilizando SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) no termociclador QuantStudio3 Real-Time (Applied
Biosystems), a andlise de expressdo génica foi avaliada pelo método de 2-2ACT
(Kenneth J. Livak). As condicbes da PCR foram: Hold estagio de 50°C — 2 min., 95°C
— 2 min. e 40 ciclos de 95°C — 1 seg. e 60°C — 30 segs. A expressao de mRNA foi
normalizada contra a expressdo dos genes Beta 2 microglobulina (B2m) e

Calreticulina (Calr). Os oligonucleotideos empregados estéo listados na Tabela 2.

4.8 Quantificacao de IL-10

A producéo de IL-10 foi quantificada nos sobrenadantes das co-culturas de
células Jurkat apoptoticas e BMDMs por ensaio imunoenzimatico ELISA utilizando o
kit Opteia™ (BD Biosciences Pharmingen) Cat. No. 555252, seguindo-se as instrugcées

do fabricante.
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Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos para o estudo da expresséo de
genes murino.

Gene Nome Primer Sequéncia 5" — 3’ Referéncia
_ _ Forward TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA
B2m Beta-2 microglobulin PMID: 30245008
Reverse | CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC
Forward GTTTGGTCCGGACATCTGC
Calr Calreticulin HRT Atlas
Reverse | CCGGATATCCTTGTTGATCAGC UNICAMP
Mrcl Forward AAGGCTATCCTGGTGGAAGAA
CD206 Mannose receptor, C type 1 PMID: 25043024
( ) Reverse | AGGGAAGGGTCAGTCTGTGTT
Forward TCTGCATCCCGTTGTTTTGC -
[l-4ra Interleukin 4 receptor alpha PrimerBank ID
Reverse GCACCTGTGCATCCTGAATG 26329959al
Forward | CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG
Argl Arginase 1 PMID: 28714978
Reverse | AGGAGCTGTCATTAGGGACATC
Forward TCTGGTCTCCAGGGTCCTC
Collal | Collagen t%’p.e | alpha 1 PMID: 28495878
chain Reverse GTCTTTGCCAGGAGAACCAG
Macrophage galactose N- | Forward TTCAAGAATTGGAGGCCACT
Mgl2 acetyl-galactosamine PMID: 25043024
specific lectin2 Reverse CAGACATCGTCATTCCAACG
; Forward GAGCCCGAAGCGGACTACTA
Tgfbl Transformlgg gri)wth factor, PMID: 33472955
eta Reverse | TGGTTTTCTCATAGATGGCGTTG
Interferon-induced protein | Forward | GCCTATCGCCAAGATTTAGATGA
Ifitl with tetratricopeptide PMID: 32123171
repeats 1 Reverse | TTCTGGATTTAACCGGACAGCC
: v : Forward | TGAAAGCGTTTAGCCAAAAAAGG
Cxcl10 Chemo"l'.”e (dC 1)80 motif) PMID: 24523323
Igan Reverse AGGGGAGTGATGGAGAGAGG
Guanylate binding protein 7 Forward | TTGAGGAAATGCCAGAGGACCAGT .
Gbp7 Gbp7 PMID: 22795875
(Gbp7) Reverse | GTCTCCACTATTGATAGCATCCACG

49 Estudos em animais envelhecidos

Camundongos machos selvagens (Rubcn** ou Atg5” Cre"), deficientes para os
componentes da maquinaria de LAP: RUBCN (Rubcn”) ou ATG5 (Atg5" Cre*) e com
defeitos simultaneos para RUBCN e STING (Rubcn” Stingl”), ou ATG5 e STING

(Atg5" Cre* Sting1™) envelhecidos até +/- 52 semanas, assim como o seus controles

jovens com 8 a 10 semanas de idade, foram mantidos em condi¢des livres de

patdgenos especificos, em um ciclo de 12 horas claro / escuro, ambiente com
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temperatura controlada (22 a 25°C) e receberam 4gua e racéo ad libitum. Os animais
foram pesados e o sangue total coletado por punc¢éo cardiaca no final do experimento.

Soro, baco e rim foram coletados para as avaliagdes subsequentes.

C57BL/6
Kidney
*Immune complex
’ — _|  deposition (IgG)
*Prepared in
paraformaldehyde
g (H&E stain)
+/- 9 weeks +/- 52 weeks —
(Young mouse) (Old mouse)
+/
Rubcn_/_ | Spleen
Rubcn *weight
Ruben” Sting 1"
Atg5”" Cre -
Atg5”f Cre* Serum

Atg5”* Cre* Sting1”

. *Autoantibodies
— ANA (IF)
Anti-dsDNA (ELISA)
*Leucocytes count
(Morphology and differential
populations)

Figura 5. Estratégia de estudos finais para a avaliacdo de sindrome
autoimune em camundongos. O modelo de sindrome autoimune espontaneo em
animais com deficiéncias hos componentes de LAP é desenvolvido durante semanas.
A caracterizacdo da doenca poderia estar afetada pela variabilidade da sindrome, a
penetrancia incompleta, além de mudancas do microbioma e no microambiente da
gaiola (LEE; CELHAR; FAIRHURST, 2021). Nesse sentido, precisa-se de estudos em
novos grupos de animais com o intuito de obter reprodutibilidade de nossos dados.
Animais envelhecidos e seus controles novos, foram sacrificados para coleta do
sangue, rim e baco. Grafico elaborado com BioRender.com.

4.10 Deteccéo de anticorpos anti-dsDNA

Os anticorpos séricos anti-dsDNA 1gG foram mensurados por ELISA. DNA
timico de bezerro (Sigma, D4522-1MG) foi revestido em uma placa de 96 pocos a 0,5

Mg/mL em PBS1x pH 7,4 durante a noite a 4°C. As placas foram bloqueadas por 1h a
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37°C com 4% BSA — PBS1x pH 7.4, depois lavadas com PBS1x 0,05% Tween-20.
Amostras de soro dos animais foram diluidas (1:40) e adicionadas as placas em
duplicata e incubadas a 37°C por 2h. As placas foram lavadas e posteriormente
incubadas por 1 hora a 37°Ccom o anticorpo secundério Goat Anti-Mouse 1gG(H+L)
conjugado a HRP - anticorpos dirigidos contra IgG total, IgG2a, IgG2b, 1gG3 e IgM de
camundongo (Southern Biotech N° Cat. 1036-05). As placas foram lavadas por ultima
vez, adicionamos solugdo TMB como substrato durante 5 min a temperatura ambiente
e paramos a reacdo com H>SO4 2N. As absorbéncias foram medidas a 405 nm no

espectrofotometro SpectraMax i3 (Molecular Devices) (LIU et al., 2018).

4.11 Determinacao de anticorpos antinucleares (ANA)

Os anticorpos antinucleares foram detectados por imunofluorescéncia indireta.
Laminas revestidas com células Hep-2 (Imuno-COM WAMA Ref: 12100) foram
incubadas com amostras de soro diluidas em PBS1x (1:50) por 30 min. As laminas
foram lavadas e seguidamente incubadas com o anticorpo anti-IgG murino diluido em
BSA1%-PBS1x pH 7.4 (1:750) (Alexa Fluor 488 Ref: A21202) durante 30 min. Duas
imagens de cada amostra foram capturadas usando o microscopio de fluorescéncia
ECLIPSE Ti2 Series com DS-Qi2 camera (Nikon Instruments Inc.) com objetiva 20X,
700 milisegundos de exposicdo e analisadas com o software ImageJ. A intensidade
de fluorescéncia e o padrdo de marcacdo (Nuclear ou citoplasmatico) foram
identificados por dois observadores de forma duplo-cego. (BOES et al., 2000; MAYER
et al., 2020). Avaliacdo de imagens (GENTILETTI et al., 2005; ICAP International
Consensus on ANA Patterns, online desde 19 mai. 2015. Disponivel em

https://www.anapatterns.org. Acesso em: 25 fev. 2022).
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Figura 6. Padrboes de imunofluorescéncia utilizados para detectar
anticorpos antinucleares (ANA) pela marcacdo em células Hep2. Soro dos
animais selvagens (Rubcn** ou Atg5™ Cre’), com deficiéncias para LAP (Rubcn™ ou
Atg5" Cre*) e deficiéncias simultaneas para LAP e STING (Rubcn” Sting1™ ou Atg5"
Cre* Sting1™) foram incubados com células Hep-2 e avaliados por imunofluorescéncia.
Diversos padrées nucleares e citoplasmaticos foram observados nas diferentes
amostras. Padrdo nuclear: (A) homogéneo, (B) perinuclear ou anel, (C) nucleolar;
padrao citoplasmatico: (D) homogéneo ou pontilhado fino, (E) pontilhado, (F)
filamentar. Barra escala: 20um.

4.12 Marcacao de imunocomplexos IgG no rim

O rim direito (quatro camundongos por cada genotipo) foi coletado e fixado em
uma solucdo de paraformaldeido 4% pH 7.4 durante 24h, depois processados em
etanol e xilol, incluidos em parafina, seccionados com espessura de 6 um. Realizamos
a desparafinizacdo e reidratacdo dos tecidos e usamos o tampéo citrato de sodio
(10mM citrato de sdodio, 0.05% Tween-20, pH 6.0) para a recuperacdo antigénica

induzida por calor e bloqueamos a peroxidase endégena com a solugédo 3% H>0, em
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metanol absoluto durante 30 min. Para bloquear o tecido, adicionamos a solugéo
BSA2% - PBS1x por 45 min e depois dos lavados, incubamos com o anticorpo
biotinilado anti-IgG murino diluido (1:400) em BSA1% - PBS1x (BA-9200-1.5 Vector
Laboratories) por 1h. A solucdo VECTASTAIN Elite ABC-HRP reagent, peroxidase
(PK-7100 Vector Laboratories) foi colocada por 30 min em cada tecido e ap6s dos
lavados, incubamos com a solugéo reveladora de diaminobenzidina (DAB) Sigma
FAST (D4293). As laminas foram coradas com hematoxilina e montadas. As imagens
dos tecidos foram adquiridas com o microscépio Scanscope Olympus BX61VS com o
objetivo de 40x. O software OlyVIA e ImageJ (Tool box IHC) foram empregados para
a observacéo e andlise das imagens. Uma avaliacdo randémica de 80 glomérulos por
cada gendtipo foi realizada para estimar os niveis de deposi¢cao de imunocomplexos
19G.

4.13 Determinacao da area glomerular

A patrtir do rim direito (quatro camundongos por cada genotipo) fixado em uma
solucdo de paraformaldeido 4% pH 7.4 por 24 horas, desidratado em etanol, xilol e
embebido em parafina, foram seccionados os tecidos com uma espessura de 6 pm.
Realizamos uma coloracdo com hematoxilina-eosina para facilitar a observacéo e
reconhecimento de estruturas teciduais. Adquirimos as imagens dos tecidos com o
microscopio Scanscope Olympus BX61VS sob 40X de aumento. O software OlyVIA e
ImageJ foram empregados para a observacéo e analise das imagens. Uma avaliacéao
randdémica de 80 glomérulos por cada gendtipo foi realizada para estimar a média da

area glomerular.

4.14 Contagem e classificacdo diferencial de leucocitos

Adicionamos 50 uL de sangue total recém coletados para os tubos K:EDTA
(Becton Dickinson), as amostras anticoaguladas foram diluidas 1:25 em solucéo
lisante (Turk) e mantidas a temperatura ambiente por 5 min. Realizamos uma
contagem celular convencional na camara de Neubauer. Utilizando 4 uL de sangue

total, preparamos os esfregagcos sanguineos; as laminas foram fixadas com metanol
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absoluto (100°) por 3 min e seguidamente cobertas com corante Giemsa 10% durante
20 min. Avaliamos 200 células por esfregaco as quais foram classificadas como

linfocitos, neutrofilos, monocitos, eosinoéfilos e basofilos.

4.15 Anélise Estatistica

Utilizamos o programa GraphPad Prism, version 8, fabricado por GraphPad
Software Inc. (USA), nas andlises dos dados. A analise estatistica foi realizada pelo
teste T Student ndo-pareado bilateral ou ANOVA uma via (para n > 2). Diferencas da

hipotese nula foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0.05 (*)
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5 RESULTADOS

5.1 Camundongos envelhecidos deficientes em RUBCN ou ATG5 produzem
autoanticorpos independente de STING.

O desequilibrio entre a inducdo de morte e/ou eliminacdo de células mortas
pode favorecer a disponibilidade de autoantigenos os quais tem capacidade para
desencadear a resposta imune (ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020). Ademais,
processos celulares como apoptose aberrante e outras formas de morte celular:
necroptose, piroptose, NETose, contribuem na exposicao de DAMPs, propagando e
conduzindo a persisténcia da inflamagédo (ANDERTON; WICKS; SILKE, 2020). Nesse
contexto, a incapacidade de exposicdo de fosfatidilserina das células apoptoticas
(KAWANO; NAGATA, 2018a), alteracbes nos diversos receptores eferociticos (LU;
LEMKE, 2001; COHEN et al., 2002; RODRIGUEZ-MANZANET et al., 2010), assim
como na degradacao das células mortas pelos fagocitos (RAYMOND et al., 2022),
induzem o desenvolvimento de uma sindrome autoimune em modelos murinos.
Especificamente, animais deficientes em MERTK, AXL e DNase I, desenvolvem
espontaneamente autoanticorpos ao longo do processo de envelhecimento
(WATERBORG et al., 2018; AHN et al., 2012).

Baseado nas observacdes dos estudos in vivo apontadas acima, inicialmente
decidimos explorar as consequéncias das deficiéncias de LAP, e se, deficiéncias em
componentes da via, especificamente em RUBCN ou ATG5, estdo associados ao
desenvolvimento espontaneo de autoimunidade (Figura 5). No caso de RUBCN,
utilizamos animais com ablac&o genética global pelo sistema CRISPR/Cas9 (Rubcn™
). Para ATG5, utilizamos animais deficientes no compartimento celular mieloide, pelo
sistema de recombinacdo Cre-LoxP para ATG5 (Atg5” LysM-Cre*, denominado Cre*
daqui em diante). A partir do soro desses animais envelhecidos até cerca de 56

semanas avaliamos a producao de autoanticorpos.

Andlise por deteccdo de anticorpos antinucleares (ANA) no soro por
imunofluorescéncia indireta revelou que animais idosos Rubcn™ e Atg5” Cre* exibiram
um aumento na producéo de anticorpos antinucleares (ANA) em comparagdo com

animais selvagens Rubcn** e Atg5™ Cre™ (Figura 7A e 7B). Além disso, a deteccio
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de anticorpos contra o DNA (anti-dsDNA) por ELISA revelou que camundongos
deficientes para RUBCN (Rubcn”") possuiram uma tendéncia ao aumento dos niveis
de anticorpos contra o DNA em comparacdo a individuos controle. Ja& o0s

camundongos com deficiéncias para ATG5 (Atg5”" Cre*) tiveram um aumento

significativo de anti-dsDNA no soro em comparacdo com camundongos Atg5” Cre-
(Figura 7C e 7D).

Adicionalmente, analisamos se o0 aumento na producéo de autoanticorpos em
animais Rubcn” e Atg5” Cre* em camundongos envelhecidos é dependente de
STING. Para isso, utilizamos camundongos envelhecidos e duplamente deficientes
para ambas vias: LAP e STING (Rubcn’ Stingl” e Atg5" Cre* Stingl™), e seus
respectivos controles selvagens (Rubcn** e Atg5" Cre’). Observamos que animais
com deficiencia de STING em camundongos Rubcn” (Rubcn”  Stingl™),
apresentaram porcentagem de ANA semelhante aos grupos de camundongos com
defeitos para LAP apenas (Figura 8A). Contudo, o grupo de camundongos idosos
com deficiéncia dupla em RUBCN e STING (Rubcn” Stingl”), apresentou niveis de
anti-dsDNA semelhante aos camundongos selvagens (Rubcn**) (Figura 8C),
enquanto os camundongos envelhecidos com defeitos simultaneos para ATG5 e
STING (Atg5" Cre* Sting1”), exibiram um perfil de producéo de anti-dsDNA parecido
com os camundongos idosos com defeitos para ATG5 (Atg5” Cre*) apenas (Figura
8D).

Esses resultados demonstram que animais deficientes em componentes da via
de LAP (RUBCN e ATG5) produzem autoanticorpos no processo de envelhecimento,

e essa producdo nao é consistentemente dependente de STING.
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Figura 7. Camundongos envelhecidos deficientes em RUBCN ou ATG5
produzem autoanticorpos independente de STING. (A - D) detecgdo de
autoanticorpos: ANA e anti-dsDNA em amostras de soro de (A e C) camundongos
Rubcn™, Rubcn” e Rubcn” Stingl” envelhecidos até +/-52 semanas, e (B e D)
camundongos Atg5™ Cre-, Atg5" Cre*, Atg5™ Cre* Stingl” envelhecidos até +/- 56
semanas e seus respectivos controles: camundongos jovens de +/- 9 semanas,
mantidos no biotério da Faculdade Medicina de Ribeirdo Preto, USP. (A e B) Os
gréficos de barras representam a porcentagem da distribuicdo dos padrdes de
anticorpos antinucleares (ANA) detectados por imunofluorescéncia nos animais com
defeitos em RUBCN, além de RUBCN e STING (A), sendo nuclear (vermelho escuro),
citoplasmatico (vermelho claro) e ndo especifico / negativo (branco); assim como nos
animais com defeitos para ATG5, além de ATG5 e STING (B), sendo nuclear (verde
escuro), citoplasmatico (verde claro) e ndo especifico / negativo (branco) os padrdes
encontrados. (C e D) quantificacdo de imuglobulinas (1g) totais anti-dsDNA por ELISA.
Camundongos de +/- 9 semanas foram empregados como controles jovens para todas
as avaliacbes. Dados representativos de um experimento independente s&o
mostrados e expressados como a média + SEM (erro padrdo da média). O nivel de
significancia foi calculado usando o Teste T de Student, comparando as medias de
cada genotipo deficiente em relagdo ao genotipo competente, considerando-se
diferenca estatistica significativa quando p<0.05.

5.2 A deficiéncia de STING reduze a patologia renal nos camundongos

envelhecidos deficientes em RUBCN

Complicacdes associadas a SLE envolvem processos inflamatérios em
diferentes tecidos, sendo o rim um dos 6rgaos frequentemente afetados (KAUL et al.,
2016). Nefrite lupica € uma forma de glomerulonefrite produzido pela deposicédo de
autoanticorpos, imunocomplexos e proteinas do complemento, nos glomérulos
(ANDERS et al.,, 2020), induzindo na sua vez infiltracdo de células imunes e

provocando injuria renal.

Como consequéncia de nosso achado anterior, pressupomos que a geragao de
autoanticorpos poderia provocar a forma¢ao imunocomplexos (IC) e se depositar nos

tecidos, principalmente no rim. A vista disso, decidimos investigar a deposicao de IC
de IgG nos glomérulos dos camundongos Rubcn™ envelhecidos, e se essa deposicdo

poderia ser dependente de STING. Coletamos o0s rins de animais com

aproximadamente 56 semanas, esses tecidos foram processados e imersos em
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parafina para ser seccionados. Apds prévia desparafinizacdo os tecidos foram

submetidos a imunomarcacao para deteccao de IgG total por imuno-histoquimica.

Constatamos que camundongos com deficiéncias em LAP (Rubcn”)
apresentaram significativamente maior deposicdao de IC de IgG nos glomérulos
quando comparados com os animais selvagens (Rubcn**) (Figura 8A e 8B). De forma
importante, percebemos que os animais com deficiéncias para ambas vias (Rubcn™

Sting1”"), apesar de produzirem autoanticorpos (Figura 7), exibiram uma menor
deposicao de IC de IgG, mostrando quantidades de imunomarcacao semelhantes aos

camundongos selvagens (Rubcn**) (Figura 8A e 8B).

A deposicao de imunocomplexos nos glomérulos facilitaria o desenvolvimento
de injuria renal, cujo processo esta determinado ao local de deposicdo das
imunoglobulinas, especificidade antigénica, ativacdo do complemento e resposta
inflamatoria (WEENING et al., 2004). Para avaliar se a deposicdo de IC estaria
associada a evidéncia de injaria renal, analisamos padrdes de hipercelularidade
glomerular; caracteristica de injuria renal previamente exploradas em modelos
murinos (BOES et al., 2000; KURIAKOSE et al., 2019). Por conseguinte, aplicamos
uma coloragcdo de hematoxilina-eosina (H&E) nos tecidos e posteriormente

mensuramos a média do tamanho dos glomérulos para cada grupo de animais.

Percebemos que a média de tamanho dos glomeérulos dos camundongos com

deficiéncias para RUBCN (Rubcn™) foi significativamente maior comparada com a

média dos outros grupos: camundongos competentes (Rubcn™*) (Figura 8A e 8C).
Similar as andlises de deposicéo de IC de IgG camundongos duplamente deficientes
(Rubcn” Stingl”) possuiram, na média, tamanho similar aos de camundongos

selvagens (Figura 9A e 9C). Nosso achado sugere um aumento de hipercelularidade

glomerular associada a deficiéncia de RUBCN dependente de STING.

Em conjunto esses dados demonstram que defeitos em STING associado a
deficiéncia de RUBCN reduzem a deposicao de imunocomplexos e hipercelularidade
nos glomérulos, o que poderia contribuir na protecdo do desenvolvimento de um

possivel dano tecidual.
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Figura 8. A deficiéncia de STING reduz sinais de patologia renal nos
camundongos envelhecidos com defeitos em RUBCN. (A-C) Marcagé&o por imuno-

histoquimica para avaliacdo dos depésitos de imunocomplexos IgG total nos
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glomérulos, e histologia renal baseada na colora¢do H&E para mensuracao da média
do tamanho dos glomérulos dos camundongos Rubcn**, Rubcn” e Ruben™ Sting1”-
envelhecidos até +/-52 semanas. Imagens representativas dos glomérulos séo
mostradas (Barra escala: 20um). Dados representativos de um experimento
independente sdo mostrados e expressados como a média + SEM (erro padrédo da
média). O nivel de significancia foi calculado usando analise de variancia ANOVA de
uma via, considerando-se diferenca estatistica significativa quando p<0.05(*).

5.3 Deficiéncia em RUBCN estd associada a reducdo de peso nos

camundongos envelhecidos.

Diversas doencas ou condi¢cdes de estresse eventualmente podem induzir
mudancas no estado de saude dos animais (PEIXOTO DA SILVA et al., 2020; WANG
et al., 2016). Alem disso, avalia¢cdes da condigao fisica, comportamento, peso, sao
indicadores uteis no monitoramento da satde do animal (ULLMAN-CULLERE; FOLTZ,
1999). Nesse sentido, 0 menor consumo de alimento e agua sugeriria complicacdes
na saude, provocando perda de peso nos animais (REDGATE; DEUTSCH; BOGGS,
1991), parametro que usamos na avaliacdo do desenvolvimento da sindrome

autoimune.

Observamos que camundongos envelhecidos RUBCN deficientes (Rubcn™)
exibiram um menor ganho de peso comparado com os camundongos selvagens
(Rubcn*). Essa reducéo foi atenuada em animais com dupla deficiéncia em RUBCN
e STING (Ruben”- Stingl™) (Figura 9A). No entanto, camundongos com deficiéncias

5 f/f

para ATG5 no compartimento mieloide (Atg Cre*) nao exibiram diferenca no ganho

de peso em comparacdo com os camundongos selvagens (Atg5™" Cre’), o que também
néo foi alterado nos animais com deficiéncia dupla de ATG5 e STING (Rubcn”~ Sting1-

"y (Figura 9A). Esses resultados sugerem que um defeito sistémico na autofagia nao-
candnica dependente de RUBCN possa alterar a condicdo fisica dos camundongos

envelhecidos, além das suas fun¢des associadas a LAP no compartimento mieloide.

Apesar da reducdo de peso nos animais deficientes para RUBCN, néo
observamos diferenca no peso do bago — indicador de lupus ativo (LEE, et al., 2021;

SEAVEY, et al., 2011) — ou no numero de leucécitos circulantes, o que também néo
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foi observado nos animais com deficiéncias para ATG5, nem com deficiéncia dupla

em ATG5 e STING (Figura 9B-9F). Esses achados sugerem que, apesar de

detectarmos autoanticorpos, esses animais ndo desenvolvem um fenotipo autoimune
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Figura 9. Camundongos envelhecidos deficientes para RUBCN
apresentaram reducao do peso, contudo, ndao exibiram esplenomegalia ou
leucocitose. Camundongos Rubcn™*, Rubcn™ e Ruben™ Stingl” envelhecidos até +/-
52 semanas e, Atg5" Cre-, Atg5" Cre*, Atg5" Cre* Stingl” envelhecidos até +/- 56
semanas e seus respectivos controles jovens de +/- 9 semanas, foram mantidos em
condicdes livres de patégenos especificos, em um ciclo de 12 horas claro / escuro,
ambiente com temperatura controlada (22 a 25°C) e receberam &gua e racédo ad
libitum no biotério da Faculdade Medicina de Ribeirdo Preto, USP. (A) O peso dos
animais e (B) o peso do bago foi obtido por meio de uma balanca digital. (C-F) A
contagem de leucdcitos circulantes e classificacdo diferencial foram realizados por
métodos convencionais: camara de Neubauer e estudo de esfregaco sanguineo,
respectivamente. Dados representativos de um experimento independente sé&o
mostrados e expressados como a média + SEM (erro padrdo da média). O nivel de
significancia foi calculado usando analise de variancia ANOVA de uma via,
considerando-se diferenca estatistica significativa quando p<0.05(*).

Nossos resultados in vivo sugerem que STING (e, por consequéncia,
sinalizacdo de IFN do tipo | mediada por esse sensor), ndo possui uma contribuicao
predominante para a producao de autoanticorpos em animais deficientes em RUBCN
ou ATGb. Ainda assim, é possivel que a ativacdo de STING associada a defeitos em
LAP (CUNHA et al., 2018) possa causar a perda do perfil anti-inflamatério dos
macrofagos no processo de eferocitose. Uma vez que 0 excesso de resposta
inflamatoria por macrofagos pode contribuir para desencadear inflamacéo crénica e
contribuir para o dano tecidual associado ao desenvolvimento de quadros
autoinflamatérios e autoimunes. Por isso, nessa segunda parte da dissertacao,
investigamos se, em um contexto eferocitico, STING contribui para a perda de funcéo
anti-inflamatéria em macrofagos deficientes em LAP (especificamente, no

componente RUBCN).
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5.4 BMDM com deficiéncias em RUBCN apresentam reducéo da resposta anti-

inflamatdria no contexto da eferocitose.

Inicialmente, buscamos confirmar, como demonstrado anteriormente (CUNHA
et al., 2018), que defeitos nos componentes da via de LAP reduzem a capacidade de
sinalizacdo que induz uma resposta anti-inflamatéria, além de marcadores assinatura

M2 nos macréfagos murinos.

Para isso, obtivemos macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) a partir
de camundongos selvagens (Rubcn™ LysM-Cre’) e com ablacdo de RUBCN no
compartimento mieldide (Rubcn” LysM-Cre*). Preparamos um ensaio de eferocitose;
previamente induzimos apoptose em células Jurkat T por meio da irradiacdo UV (20
mJ/cm?) e conservacdo até as 6 horas na cultura (5% CO2, 37°C). Depois disso as
células apoptoticas foram co-cultivados com os macrofagos murinos durante periodos
especificos (6, 12, e 20h). Finalmente, realizamos uma analise de PCR em tempo real

(gPCR) para avaliar os niveis de expressao dos genes de interesse.

CD206 (Mrcl), um marcador assinatura M2, opera como receptor de
eliminacao, interagindo com glicoproteinas sulfatadas e manosiladas geradas em
certas condicbes patoldgicas, prevenindo a inflamacédo excessiva, e induzindo
imunotolerancia (SUZUKI et al., 2018). BMDM selvagens (Rubcn®f Cre”) exibiram um
aumento na expressao, que foi sustentado até as 20 horas do estimulo. Observamos,
como demonstrado anteriormente (CUNHA et al., 2018), que macréfagos com
deficiéncias em RUBCN (Rubcn” Cre*) ndo aumentaram os niveis de expressao para

Mrcl a partir das 12 horas (Figura 10A)

IL4Ra é um receptor que contribui na sinalizacdo do perfil anti-inflamatorio, a
sua ativacdo envolve a fosforilacdo de STAT6, induzindo a transcricio de genes
assinatura M2 (Mrcl, Argl, Retnla, Chil3) (GORDON; MARTINEZ, 2010; BOSURGI et
al., 2017). Ademais, a integracao da sinalizacédo entre eferocitose e IL-4 amplificam a
regulacdo positiva de genes anti-inflamatoérios e de reparo, ligando a remocéo de
células apoptdticas a resolucéo da inflamacdo (BOSURGI et al., 2017). Similarmente
ao observado para Mrcl, BMDM selvagens (Rubcn” Cre’) apresentaram aumento na
transcricdo de ll4ra a partir das 6 horas, sustentado até as 20 horas. Por outro lado,

BMDM deficientes (Rubcn® Cre*) mantiveram os niveis basais de expressdo
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parecidos aos BMDM néo estimulados (Figura 10B). Posto que a sinalizacdo em
resposta a ativacdo de IL4Ra controla a polarizacao anti-inflamatoria de macrofagos,
esses resultados confirmam que LAP é requerido para modular a funcdo anti-

inflamatdria de macréfagos em resposta as células apoptéticas.
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Figura 10. BMDM com deficiéncias em RUBCN apresentam reducao da
resposta anti-inflamatdria no contexto da eferocitose. (A e B) Analise de gPCR
para avaliar a expressao génica de Mrcl e ll4ra em BMDM selvagens (Rubcn” Cre)
e deficientes para RUBCN (Rubcn™ Cre*) néo tratados (Cntrl), ou co-cultivados com
células Jurkat T apoptéticas (AC) na proporcéao de 1:1 (BMDM / AC) durante 6, 12 e
20 horas. Dados representativos de dois experimentos independentes sao mostrados
e expressados como a média + SEM (erro padrdo da média) de BMDM por triplicata.
O nivel de significancia foi calculado usando o Teste T de Student, considerando-se
diferenca estatistica significativa quando p<0.05 (*).

5.5 A fagocitose de células apoptéticas induz uma resposta de IFN do tipo |
em BMDM deficientes em RUBCN.

Previamente, foi demonstrado que, em resposta a células apoptéticas, a
deficiéncia de RUBCN causa a producao de IFN do tipo | e expressdo de genes de
estimulados pelo de IFN (ISG), dependente de STING, nos macrofagos murinos

(CUNHA et al., 2018). Para confirmar esses resultados, utilizamos BMDM de animais

selvagens (Rubcn**), deficientes para RUBCN (Rubcn™) e BMDM com defeitos
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simultaneos para LAP e na via de STING (Rubcn” Sting1”). Realizamos uma anélise
de expressdo génica por qPCR para avaliar os niveis de expressdo de genes

induziveis pelo IFN (Ifitl, Cxcl10, Gbp7) em resposta a células apoptéticas.

Os nossos dados séo consistentes com o que foi achado previamente (CUNHA
et al., 2018), confirmando que macréfagos com deficiéncias em RUBCN (Rubcn™)
apresentam um aumento significativo na expressao dos genes estimulados pelo IFN
(ISG) Ifitd, Cxcl10, Gbp7 (Figura 11A-11C), em resposta ao estimulo com células
apoptoticas. A expressao das ISGs foi reduzida nos macréfagos com dupla deficiéncia
em RUBCN e STING (Rubcn”™ Stingl”). Isso reforca a ideia que defeitos em LAP
(RUBCN especificamente) induzem ativacdo de respostas inflamatorias, como as
dependentes de interferon do tipo I, nos BMDM estimulado com células apoptoticas in

vitro.
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Figura 11. A fagocitose de células apoptéticas induz uma resposta de IFN
do tipo | em BMDM deficientes em RUBCN. Analise qPCR para avaliar a expressao
génica dos genes estimulados pelo IFN do tipo | (ISGs): (A) Ifitl, (B) Cxcl10, e (C)
Gbp7 em BMDM Rubcn**, Ruben” e Ruben™ Stingl” n&o tratados (Cntrl) ou tratados
com células Jurkat apoptoticas (AC) na proporcéo de 1:3 (BMDM / AC) por 20h. Dados
representativos de dois experimentos independentes sdo mostrados e expressados
como a média + SEM (erro padrdo da média) de BMDM por triplicata. O nivel de
significancia foi calculado usando a andlise de variancia ANOVA de uma via,
considerando-se diferenca estatistica significativa quando p<0.05 (*).
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5.6 A perda da polarizagdo M2 nos BMDM com deficiéncias em RUBCN é
independente de STING.

Baseado nos resultados acima, investigamos o papel de STING na regulacao

da polarizacdo M2 nos BMDM com deficiéncias especificas em LAP (Rubcn™). Para

+/+

isto utilizamos BMDM obtidos a partir de camundongos selvagens (Rubcn™™) e

deficientes para LAP (Rubcn™), além de BMDM duplamente deficientes, em LAP e na

via de STING (Rubcn™ Sting1™). Esses macréfagos foram estimulados com células
Jurkat T apoptéticas por 20 horas para logo efetuar uma avaliagdo dos niveis de
expressao para 0s genes associados com a assinatura M2 (Mrcl, Argl, Mgl2, Collal,
Tgfbl). Adicionalmente, queriamos entender, se STING podia modular a capacidade
de sinalizacdo através do receptor de IL-4 (IL-4Ra), por conseguinte, avaliamos os
niveis de expressao génica daquele receptor (ll4ra). Os estudos de expressédo génica

foram realizados usando PCR em tempo real.

Encontramos que macréfagos com deficiéncias em RUBCN (Rubcn™)
estimulados com células apoptoéticas exibiram uma tendéncia a diminuicdo na
producédo de transcritos Mrcl (Figura 12A). Além disso, houve uma diminuicéo
significativa na expressao de outros genes associados com o perfil M2 (Collal, Mgl2,
Argl, Tgfbl) (Figura 12B-12E). Ademais, observamos também uma propensao a
reducdo nos niveis de transcricdo para ll4ra (Figura 12F), sugerindo que LAP de
células apoptoticas age na regulacao da sinalizacdo M2. No entanto, essa modulacao
foi independente de STING, como € mostrado nos macrofagos com defeitos para
ambas vias (Rubcn™ Stingl™) (Figura 12A-12F). Esses dados demonstram que a
ativacdo de STING ndo estad associada com a regulacdo negativa do perfil anti-
inflamatorio nos macréfagos que apresentam deficiéncias em LAP (RUBCN

especificamente) durante a fagocitose de células apoptéticas.
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Figura 12. STING néo regula a perda da polarizacdo M2 no processo de
eferocitose nos macréfagos deficientes em RUBCN. (A-F) Andlise de gPCR para
avaliar a expressdo de genes associados ao perfil M2 (Mrcl, Collal, Mgl2, Argl,
Tgfbl) e ll4ra em BMDM Ruben™, Rubcen” e Ruben” Stingl™ néo tratado (Cntrl) ou
tratado com células Jurkat apoptoéticas (AC) na proporgcao de 1:3 (BMDM / AC) por
20h. Dados representativos de dois experimentos independentes sdao mostrados e
expressados como a média + SEM de BMDM por triplicata. O nivel de significancia foi
calculado usando analise de variancia ANOVA de uma via, considerando-se diferenca
estatistica significativa quando p<0.05 (*)
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5.7 Deficiéncias em RUBCN reduz os niveis de IL-10 nos BMDM durante a

eferocitose.

A producdo e liberacdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-
também estdo associadas com a resposta produzida durante a eferocitose de células
apoptoticas estéreis pelos macréfagos sendo dependentes da ativacdo de LAP
(HECKMANN et al., 2017; BOADA-ROMERO et al., 2020)). Além disso, IL-10 auxilia
na moderacdo da gravidade de processos inflamatérios a fim de evitar danos
excessivos nos tecidos, limitando a resposta imune, favorecendo a resolucéo para
restabelecer a homeostase (FULLERTON; GILROY, 2016)).

Sob a mesma abordagem experimental aplicado nos nossos experimentos in
vitro anteriores, nos questionamos se a reducao da producéo de IL-10 em macrofagos
deficientes em RUBCN era dependente de STING. Para isso, coletamos o0s
sobrenadantes das co-culturas mantidas durante 20 horas entre os BMDM e células

Jurkat apoptéticas. Depois disso, realizamos um ensaio de ELISA quantitativo para a
dosagem de IL-10. Observamos que os macrofagos com deficiéncias em LAP (Rubcn®
") exibiram niveis reduzidos de IL-10 em comparacdo aos macréfagos selvagens

(Rubcn**) (Figura 13A). Concordando com os resultados anteriores, a redugéo na

secrecio de IL-10 em macrofagos Rubcn” néo foi revertida pela deficiéncia em STING
(Figura 13A).

Coletivamente, nossos dados demonstram que a regulacdo negativa da
polarizacdo anti-inflamatéria nos macrofagos deficientes em LAP no contexto da

eferocitose ocorre independente da ativacdo de STING.
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Figura 13. Deficiéncia em RUBCN reduz os niveis de IL-10 nos BMDM
durante a eferocitose. (A) Quantificacdo de IL-10 no sobrenadante dos BMDM
Rubcn**, Rubcn” e Ruben™ Stingl” néo tratados (Cntrl) ou tratados com células
Jurkat apoptéticas (AC) na propor¢do de 1:3 (BMDM / AC) por 20h. Dados
representativos de dois experimentos independentes sdo mostrados e expressados
como a média + SEM de BMDM por triplicata. O nivel de significancia foi calculado
usando analise de variancia ANOVA de uma via, considerando-se diferenca estatistica
significativa quando p<0.05 (*).

5.8 BMDM deficientes para ATG5 exibem reducao daresposta anti-inflamatéria

no contexto eferocitico.

Aléem de RUBCN, nos perguntamos se a deficiéncia em outros componentes da
via de LAP também provocam alteracdes no perfil de polarizacdo M2, e qual seria 0
papel de STING nesse cenario, na fagocitose de células apoptdticas. Para este
propdsito utilizamos BMDM obtidos de camundongos selvagens (Atg5" Cre’) e com
deficiéncias especificas para ATG5 (Atg5" Cre*) nas células do compartimento
mielodide (LysM-Cre), um componente da via de LAP abaixo de RUBCN na cascata de
sinalizacdo. Também utilizamos BMDM com defeitos simultaneos para LAP e na via
de STING (Atg5" Cre* Sting1”). Tratamos esses macro6fagos em um co-cultura com
células Jurkat apoptoéticas durante 20 horas para finalmente avaliar a expressao

génica por gPCR para Mrcl e ll4ra.

Constatamos que macrofagos com deficiéncias em ATG5 (Atg5” Cre")
similarmente exibiram uma reducao significativa na expresséo dos genes Mrcl e ll4ra
em resposta a células apoptéticas ao ser comparados com os BMDM selvagens
(Atg5" Cre’). Da mesma forma como observado para RUBCN, STING nio esta
associado com a perda da polarizacao anti-inflamatéria em macrofagos deficientes em
ATGS5 evidenciado nos BMDM com defeitos para as duas vias (Atg5" Cre* Sting1™)
(Figura 14A e 14B).

Em conjunto, esses achados confirmam que deficiéncias isoladas em diferentes
componentes na via de LAP (RUBCN ou ATG5 aqui avaliados) alteram a modulacéo
da funcéo anti-inflamatéria dos macréfagos primarios murinos derivados da medula
0ssea, processo que na sua vez acontece independentemente da ativacéo de STING
durante a fagocitose de células apoptaticas.
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Figura 14. Deficiéncias em ATG5 induz reducdo da resposta anti-
inflamatéria independente de STING nos BMDM durante a eferocitose. (A e B)
Anélise de gPCR para avaliar a expressdo dos genes Mrcl e ll4ra em BMDM Atg5"
Cre’, Atg5” Cre*, Atg5™ Cre* Stingl” n&o tratados (Cntrl) ou tratados com células
Jurkat apoptoticas (AC) na proporcdo de 1:3 (BMDM / AC) por 20h. Dados
representativos de dois experimentos independentes sdo mostrados e expressados
como a média + SEM de BMDM por triplicata. O nivel de significancia foi calculado
usando analise de variancia ANOVA de uma via, considerando-se diferenca estatistica
significativa quando p<0.05 (*)
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6 DISCUSSAO

A partir de modelos murinos, sabe-se que deficiéncias em autofagia né&o-
canbnica mediadas por RUBCN provocam patologias de carater autoinflamatorio ou
autoimune, como acumulo de dano hepatico e nefrite crénica (TONNUS et al., 2022),
desenvolvimento de doencas neurolégica similar ao Alzheimer (HECKMANN et al.,
2019), dermatites (SIL et al., 2020) e fibrose hepatica ndo-alcéolica (HECKMANN et
al., 2019; SIL et al., 2020; WAN et al., 2020). Além disso, deficiéncia em LAP exacerba
a susceptibilidade a infeccbes (AKOUMIANAKI et al., 2016; M et al., 2020), e favorece
a imunidade antitumoral (CUNHA et al.,, 2018). Nesse estudo demonstramos a
deficiéncia em RUBCN, componente de LAP, causa o aparecimento de fendtipos
autoimunes em camundongos envelhecidos, como producéo de autoanticorpos, ainda
gue ndo haja indicios de desenvolvimento de doenca autoimune sistémica grave.
STING néao foi essencial na producao de autoanticorpos, no entanto a sua delecéo
suprimiu o desenvolvimento de dano renal nos camundongos envelhecidos com
deficiéncias para RUBCN. Resultados similares foram obtidos para camundongos
deficientes em ATG5, que também participa de LAP, especificamente no
compartimento mieldide. Além disso, encontramos que STING né&o participa na perda
da funcéo e sinalizacdo anti-inflamatéria nos macréfagos deficientes em RUBCN ou

ATG5 em resposta a eferocitose de células apoptoticas.

Nosso estudo abordou inicialmente a participacdo de STING no
desenvolvimento de fenétipos autoimunes em animais deficientes para LAP. A nossa
caracterizacdo do modelo de autoimunidade nos camundongos idosos com delecfes
em RUBCN ou ATGS5 identificou um aumento na producéo de autoanticorpos, além da
deposicao de imunocomplexos nos glomérulos (avaliado apenas para RUBCN). Estes
dados concordam com avaliacdes prévias em humanos, indicando que alteracées na
maquinaria de LAP: NOX2 (RUPEC et al., 2000), RUBCN (ASSOUM et al., 2013),
ATG5 (INTERNATIONAL CONSORTIUM FOR SYSTEMIC LUPUS
ERYTHEMATOSUS GENETICS (SLEGEN) et al., 2008), estdo associadas a doencas
autoimunes e neurodegenerativas. Enquanto nossos resultados destacam a
importancia de RUBCN na supressao de uma sindrome autoimune, um estudo recente
aponta o contrario. Empregando animais com propensao a lupus (B6.Slel.Yaa e

MRL.Fas") deficientes para RUBCN, ressaltam a funcdo de NOX2, porém
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desconsideram o requerimento de RUBCN na via de LAP (GORDON et al., 2022).
Uma possivel explicacdo seria que o fundo genético com propensao a lipus como a
perda da funcéo do gene Fas ou a maior expresséo do TLR7 nos animais MRL.Fas"
e B6.Slel.Yaa, respectivamente, possa comprometer a funcédo de RUBCN (LEE et al.,
2021).

Por outro lado, nossos achados mostram que a funcdo de STING parece nao
ser relevante para a producao de autoanticorpos nos animais envelhecidos deficientes
na maquinaria de LAP. Isso sugere que uma falha na degradacéo de células mortas e
provavel sinalizacdo de IFN do tipo | dependente de STING, nado esta ligada com a
hiperativacéo de linfocitos B e producéo de autoanticorpos na autoimunidade. O papel
de STING no desenvolvimento de sindromes autoimunes ainda € controverso. Nesse
sentido, um estudo constatou que deficiéncia sistémica na via cGAS — STING, e
IFNAR néo afetou a resposta dos linfocitos B auto-reativos, sugerindo que a ativacao
dos linfocitos B seria através do BCR via endocitose (GREEN et al.,, 2021).
Paradoxalmente, o papel protetor de STING foi provado num modelo de [Gpus murino
(MRL.Fas®) apontando aumento dos imunomarcadores ANA, hipertrofia linfoide,
nefrite lapica, assinatura de IFN, nos animais deficientes apenas para STING
(SHARMA et al., 2015). Aléem disso, a deficiéncia nos componentes da via cGAS —
STING, exacerbou a severidade da doenca ao invés de resgata-la num modelo de
lGpus induzido por TMPD (pristane) e MRL.Fas®. (MOTWANI et al., 2021). Outro
estudo demonstrou que a sinalizacdo de STING contribui no desenvolvimento de
autoimunidade, mediado pelas células dendriticas em animais com propensao a lupus
(FCGR2B deficientes) (THIM-UAM et al., 2020). Ademais, camundongos com
deficiéncias na DNase Il endolisossomal apresentam interferonopatia dependente de
STING, sugerindo que o material genético pertencente a célula morta dentro do
fagossomo nao seja degradado, induzindo ativacdo de STING. (AHN et al., 2012). A
explicagcdo ante esses achados controversos sobre o papel de STING na
autoimunidade pode estar voltada aos diversos fundos genéticos nos diferentes
modelos de lapus influenciando de maneira muito especifica na patogénese da

doenca.

Por outro lado, curiosamente, nossos achados demonstram que a deficiéncia
de STING suprimiu a deposicdo de imunocomplexos e hipercelularidade nos

glomérulos renais apesar da presencia de autoanticorpos, prevenindo um potencial
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dano renal nos animais idosos deficientes para LAP. Nesse cenério, a producdo de
autoanticorpos e deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos ndo seriam
suficientes para o desenvolvimento de nefrite lupica (CLYNES; DUMITRU; RAVETCH,
1998; BERGTOLD et al., 2006). E necessario a infiltragdo glomerular dos mondcitos
patrulhadores (KURIAKOSE et al., 2019) e/ou o reconhecimento dos imunocomplexos
depositados nos glomérulos, pelos fagécitos mononucleares, resultando na inducao
da glomerulonefrite nos camundongos com propensdo a sindrome autoimune
(BETHUNAICKAN et al.,, 2011). Potencialmente os propulsores da inflamacéo
glomerular — (fag6citos mononucleares, importantes em estagios proliferativos iniciais)
— dispensariam a geracao de autoanticorpos e imunocomplexos — (funcdo dos
linfocitos B auto-reativos, necessarios em estagios tardios) — na progressao da nefrite
(KURIAKOSE et al., 2019). No nosso modelo de autoimunidade, complementarmente
a deposicdo de imunocomplexos, é possivel que STING ativado nas populacbes
celulares residentes como macréfagos e células dendriticas, e mondocitos
patrulhadores favoreca a inflamacdo glomerular (SAHU et al.,, 2014; MARIA;
DAVIDSON, 2017). Esse cenario pro-inflamatorio poderia ser revertido na deficiéncia
de STING, nos animais com defeitos ha maquinaria de LAP. Como STING suprime a
deposicdo de imunocomplexos € um evento que precisa ser explorado futuramente.
Embora o nosso estudo de hipercelularidade glomerular seja um indicador sugestivo
de dano renal (KURIAKOSE et al., 2019; BOES et al., 2000), € essencial um estudo
anatomopatolégico, além de mensurar marcadores da funcéo (creatinina, ureia sérica)
e lesdo renal (proteindria) para validar o desenvolvimento de injuria renal crbénica
dependente de STING em animais deficientes em RUBCN (TONNUS et al., 2022).

Nossos achados sobre a producdo de autoanticorpos e desenvolvimento de
patologia renal estdo correlacionados com 0 menor ganho do peso nos camundongos
deficientes para RUBCN, condicao que foi moderada na deficiéncia de STING. Nesse
contexto, a alteracdo na condicdo fisica atribuida a doenca renal poderia ser
consequéncia da ativacdo de STING associada a ineficiente degradacéo de células
mortas. Esses dados estédo alinhados com um recente estudo, revelando que a injuria
renal aguda nos animais com defeitos em RUBCN, seria parcialmente revertida na
menor disponibilidade de células necroptéticas (TONNUS et al., 2022). Contudo, nao
observamos diferengas no ganho do peso nos animais com deficiéncia para ATG5 no

compartimento mieloide, nem com deficiéncias simultaneas (ATG5 e STING),
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considerando a hipétese que a falha no ganho de peso nao seria causada apenas pela

sindrome autoimune.

Esplenomegalia (indicador de IUpus ativo) e aumento de populacdes
mononucleares reativas sado indicadores considerados no desenvolvimento de
sindrome autoimune murino (LEE; CELHAR; FAIRHURST, 2021; SEAVEY; LU;
STUMP, 2011). No nosso modelo de autoimunidade, ndo observamos hipertrofia do
baco, nem linfocitose no sangue periférica em qualquer um dos diferentes genétipos
antes ja4 avaliados. Nao obstante, um estudo mais rigoroso, incluindo a
imunofenotipagem dos esplendcitos assim como nos leucocitos do sangue periférica,
permitiria uma melhor caracterizacdo da doenca. Interessantemente, foi reportado que
camundongos fémeas com deficiéncias para RUBCN apresentaram atrofia do baco,
porém tiveram aumento de linfécitos no sangue; ja os machos, ndo exibiram
diferencas desses parametros (TONNUS et al., 2022). Os autores deixaram em aberto
as possiveis razfes. Portanto, podemos considerar que a inconsisténcia entre os
achados prévios da literatura, assim como entre 0s nossos, estariam relacionados
além dos diversos modelos de autoimunidade; a outros fatores como 0 sexo,
microbiota e ambiente (RUFF; GREILING; KRIEGEL, 2020).

Nossa abordagem seguinte focou na exploracdo mecanistica do papel de
STING na perda da funcédo anti-inflamatéria nos macréfagos da medula (BMDM) com
defeitos na maquinaria de LAP. Sob o contexto da eferocitose, percebemos que
STING ndo participa da regulacdo negativa do perfil anti-inflamatério dos BMDM
deficientes para LAP. Partindo de um sistema in vitro, nossos achados comprovaram
dados de estudos prévios, demonstrando que a maquinaria de LAP estimula
programas relacionados as resposta anti-inflamatérias (CUNHA et al.,, 2018).
Adicionalmente, a sinalizacdo que controla a polarizacao anti-inflamatéria por meio do
receptor IL4-Ra (BOSURGI et al., 2017), também foi modulada positivamente por LAP.
Em contraste, os BMDM com delecao sistémica de RUBCN, ou delecdo condicional
de ATG5 mostraram perda significativa da resposta anti-inflamatoria, provavelmente
a consequéncia da ineficiente degradacao das células apoptéticas. Portanto, nossos
resultados corroboram as evidéncias do papel da via de LAP (aqui avaliados pelo
RUBCN e ATG5 apenas) no estabelecimento da imunotolerancia na eferocitose
(CUNHA et al., 2018; SIL et al., 2020).
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Além disso, nossos resultados expuseram a perda de marcadores associados
a funcdo anti-inflamatéria nos BMDM LAP-deficientes. NOs observamos que o0s
macréfagos com deficiéncias para RUBCN apresentaram uma resposta dependente
de IFN do tipo | (Ifitl, Cxcl10 e Gbp7) dependente de STING, como demonstrado
anteriormente (CUNHA, et al., 2018). Estudos predecessores sobre a eferocitose de
células apoptéticas tém estabelecido a caracteristica resposta anti-inflamatéria
(FADOK et al., 2001b; KIM; ELKON; MA, 2004). Em consonancia com esses estudos,
deficiéncias nos componentes de LAP induzem um perfil pré-inflamatério nos
macréfagos (CUNHA et al., 2018). A partir de uma analise de transcriptdmica, foi
revelado que TAMs (macréfagos associados ao tumor) e BMDM deficientes para
RUBCN apresentam aumento da expresséo de genes do perfil pro-inflamatorio e da
via de sinalizacdo de IFN do tipo | (STING, IRFs, ISGs) em resposta a células
apoptoéticas (CUNHA et al., 2018). Portanto, se defeitos na via de LAP provocam
degradacéao ineficiente das células mortas, induzem uma resposta pro-inflamatoria,
ativam STING e estimulam genes dependentes de IFN do tipo | (CUNHA et al., 2018);
potencialmente STING poderia estar regulando a perda da funcdo anti-inflamatéria
nesses macrofagos. Nao obstante, nossos achados refutam tal papel para STING.
Conseguimos comprovar que no contexto da eferocitose, BMDM com deficiéncias em
RUBCN perderam o programa anti-inflamatério e de reparo (Mrc1, Collal, Mgl2, Argl,
Tgfbl), secretaram menos IL-10, além de perder a capacidade de controlar a
sinalizacdo M2 (menor expressdo de ll4ra). A regulacdo negativa desses genes
produto do defeito na via de LAP (RUBCN) néo foi revertida pela delecdo de STING.

Embora tenhamos conseguido atingir os nossos objetivos, nossos dados
evidenciam que STING tem um papel diferente ao que nds pensavamos. Portanto,
mecanisticamente, durante a eferocitose, a perda da funcdo anti-inflamatéria dos
BMDM deficientes para LAP (RUBCN ou ATG5) seria regulado por complexos
diferentes do STING ou da sinalizacdo dependente de IFN. Nesse cendério, seria
importante conhecer os fatores que regulam a via de LAP a fim de poder modular as
respostas imune subsequentes, abrindo potenciais panoramas para o tratamento de
doencas inflamatérias ou autoimunes. Além da producédo de IFN do tipo I, outras
fungBes como inducgéo de autofagia ou morte celular sdo atribuidas a STING (ZHANG;
KANG; TANG, 2021). Ainda que STING né&o contribua para a reducéo de perfil anti-

inflamatério em macrofagos deficientes em componentes da via de LAP, sera
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interessante explorar quais defeitos na degradacdo das células apoptéticas (LAP)
levariam a ativacao de STING, se essa ativacdo é dependente ou independente de
CcGAS (sensor de DNA que produz cGAMP), e sob quais contextos onde existe

alteracoes da eferocitose seria adequado ativar ou inibir STING.
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7 CONCLUSAO

De forma conjunta, nossos estudos revelam que, para nosso modelo de
autoimunidade espontanea, STING nédo é essencial na producao de autoanticorpos,
nao obstante, a sua delecdo pode reduzir a deposicdo de imunocomplexos e
hipercelularidade no glomérulo, protegendo contra um possivel dano tecidual (Figura
15). Mecanisticamente, STING ndo participa da perda do perfil anti-inflamatério nos
BMDM deficientes em LAP no contexto da eferocitose in vitro (Figura 16). Nesse
sentido, sob a nossa metodologia e desenho experimental avaliado, STING
apresentaria funcées diferentes ao que nés hipotetizamos no nosso trabalho. Apesar
disso, o uso de animais envelhecidos com defeitos na degradacéo de células mortas
(RUBCN e ATG5 aqui avaliados) pode servir como referéncia para estudos de
sindrome autoimune espontaneo. Por outro lado, partindo de um contexto eferocitico,
sugerimos explorar qual mecanismo induz a ativacdo de STING, assim como outros
possiveis fatores que restringem a expressdo do perfil anti-inflamatério nos
macrofagos deficientes em LAP. Conhecer esses mecanismos permitira identificar

potenciais alvos moleculares a fim de modular a resposta inflamatdria em cenarios

especificos.
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Figura 15. Resumo gréafico dos principais achados in vivo. Deficiéncias em
RUBCN nos animais envelhecidos induzem uma sindrome autoimune caracterizado
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pela producdo de autoanticorpos séricos e deposi¢cdo de imunocomplexos IgG nos
glomérulos renais. Nesse contexto, a producdo de autoanticorpos dispensou da
funcdo de STING, no entanto, a sua delecao reduziu os depdsitos de imunocomplexos
IgG, como mostrado nos animais com deficiéncias para RUBCN e STING. Imagem
elaborada no BioRender.com.
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Figura 16. Resumo grafico dos principais achados in vitro. BMDM com
deficiéncias em componentes especificos da via de LAP (RUBCN ou ATGb5)
apresentam regulacdo negativa dos marcadores associados com a funcédo e
sinalizacdo da resposta anti-inflamatéria, além da reducédo de IL10, processo que
acontece de forma independente da ativacdo de STING no contexto da eferocitose.
Imagem elaborada no BioRender.com.
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