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RESUMO 
 
Ácidos nucléicos são carreadores essenciais da informação genética dos organismos 

vivos. Sabe-se que o processo inflamatório com lesão tecidual resulta em liberação 

de fragmentos de DNA que podem ativar respostas imunes. A proteína STING 

(STimulator of INterferon Genes) é um importante componente intracelular da 

maquinaria de reconhecimento de DNA citoplasmático, microbiano ou próprio, 

promovendo classicamente a expressão de IFNs do tipo I. Contudo, a sinalização 

STING está majoritariamente associada a respostas imunes inatas, sendo pouco 

explorada em células da imunidade adaptativa. Células TH17 compreendem uma 

subpopulação de linfócitos T CD4 implicada na defesa do hospedeiro contra bactérias 

extracelulares e fungos, mas também por promover inflamação em doenças 

autoimunes. Fatores externos e/ou intrínsecos têm sido descritos por promover 

modificações transcricionais, epigenéticas e pós-traducionais que regulam o estado 

funcional destas células. De fato, as células TH17 têm sido destacadas por 

apresentarem alta plasticidade de acordo com o contexto. Nesse sentido, o objetivo 

deste estudo foi avaliar o papel de STING sobre a plasticidade e potencial patogênico 

de células TH17. Inicialmente, observamos que STING é expresso e funcional em 

células TH17 e sua ativação é capaz de limitar a produção de IL-17A, enquanto 

aumenta a expressão de IL-10 in vitro. Curiosamente, demonstramos que as células 

TH17 não-patogênicas expressam níveis mais elevados de STING do que aquelas 

ativadas em condições patogênicas. De acordo, a atividade de STING acompanha 

reduzida expressão do marcador patogênico Il23r e aumento na expressão de Il10 e 

Cd5l, os quais estão associados ao estado não-patogênico de células TH17. Ainda, 

observamos que os efeitos induzidos por STING ocorrem de forma independente da 

sinalização de IFNs do tipo I. Mecanisticamente, vimos que a produção de IL-10 

induzida por STING requer parcialmente a sinalização do receptor AhR. Em paralelo, 

Rorgt e IRF3 são capazes de interagir entre si, e que a forma ativa de IRF3 encontra-

se no núcleo de células TH17 exclusivamente após ativação de STING. Neste cenário, 

a localização de IRF3 ativado no núcleo coincide com a alta expressão de Rorgt neste 



 

compartimento. De fato, observamos que a sinalização desencadeada por STING 

reduz a ligação de Rorgt à região CNS2 no gene Il17a, que é crucial para a transcrição 

e expressão de IL-17A. Em uma abordagem translacional, observamos que células 

TH17 humanas ativadas com agonistas de STING in vitro recapitulam os efeitos 

observados em células murinas. Portanto, nossos achados revelam um papel 

intrínseco de STING em limitar o programa patogênico de células TH17, propondo-o 

como um importante alvo farmacológico para doenças inflamatórias mediadas por 

células TH17. 

 

Palavras-chave: células TH17. Patogenicidade. STING. AhR. IL-10. Rorgt. IRF3. 
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potential of TH17 cells. 2023. Doctoral Thesis – Ribeirao Preto Medical School, 
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ABSTRACT 
 

Nucleic acids are essential carriers of genetic information in living organisms. It is 

known that the inflammatory process along with tissue damage results in the release 

of DNA fragments that may activate immune responses. The STING protein 

(STimulator of INterferon Genes) is an important intracellular component of the 

microbial or self- cytoplasmic DNA recognition machinery, classically promoting the 

expression of type I IFNs. However, STING signaling is mostly associated with innate 

immune responses, being poorly explored in adaptive immunity cells. TH17 cells 

comprise a subpopulation of CD4 T lymphocytes implicated in host defense against 

extracellular bacteria and fungi, but also in promoting inflammation in autoimmune 

diseases. External and/or intrinsic factors have been described to promote 

transcriptional, epigenetic and post-translational changes that regulate the functional 

state of these cells. In fact, TH17 cells have been highlighted for presenting high 

plasticity according to the context. In this sense, the aim of this study was to evaluate 

the role of STING on the plasticity and pathogenic potential of TH17 cells. Initially, we 

observed that STING is expressed and it is functional in TH17 cells, and its activation 

is able to limit the production of IL-17A, while increasing the expression of IL-10 in vitro. 

Interestingly, we demonstrated that non-pathogenic TH17 cells express higher levels 

of STING than those activated under pathogenic conditions. Accordingly, STING 

activity accompanies reduced expression of the pathogenic marker Il23r and increased 

expression of Il10 and Cd5l, which are associated with the non-pathogenic state of 

TH17 cells. Furthermore, we observed that STING-induced effects occur independently 

of type I IFN signaling. Mechanistically, we noticed that STING-induced IL-10 

production partially requires AhR receptor signaling. In parallel, Rorgt and IRF3 are 

able to interact with each other, and that the active form of IRF3 is found in the nucleus 

of TH17 cells exclusively after activation of STING. In this scenario, the localization of 

activated IRF3 in the nucleus coincides with the high expression of Rorgt in this 

compartment. Indeed, we observed that STING-triggered signaling reduces Rorgt 



 

binding to the CNS2 region in the Il17a gene, which is crucial for transcription and 

expression of IL-17A. In a translational approach, we observed that human TH17 cells 

activated with STING agonists in vitro recapitulate the effects observed in murine cells. 

Therefore, our findings reveal an intrinsic role of STING in limiting the pathogenic 

program of TH17 cells, proposing it as an important pharmacological target for 

inflammatory diseases mediated by TH17 cells. 

 

Keywords: TH17 cells. pathogenicity. STING. AhR. IL-10. Rorgt. IRF3. 
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1.1. A via de sinalização de STING e suas funções  
 

O sistema imune inato compreende a primeira linha de defesa de um 

hospedeiro, reconhecendo infecções microbianas por meio de receptores de 

reconhecimento padrão (Pattern Recognition Receptors; PRRs). Esses receptores 

reconhecem estruturas conservadas importantes para o ciclo de vida dos patógenos 

chamadas de padrões moleculares associadas a patógenos (Pathogen-Associated 

Molecular Patterns; PAMPs), cujo processo desencadeia vias de sinalização 

intracelular que culmina na ativação de fatores de transcrição e produção de citocinas 

para conter a infecção (BRUBAKER et al., 2015). Desta forma a resposta imune inata 

auxilia ainda a geração de uma resposta adaptativa eficiente.  

Uma variedade de PRRs são descritos atualmente, incluindo receptores do tipo 

Toll (TLRs), os similares ao domínio de oligomerização ligante de nucleotídeo (NLRs) 

e do tipo RIG-I (RLRs), os quais diferem quanto ao compartimento celular em que 

estão localizados, bem como a natureza do PAMP e tipo de patógeno que reconhecem 

(KANNEGANTI, 2020). Por exemplo, a entrada da maioria de vírus e bactérias nas 

células hospedeiras ocorre por endocitose, e nesse contexto, os TLRs 3, 7, 8, 9 e 13 

estão localizados em endolisossomos com a finalidade de reagirem a distintos ácidos 

nucleicos derivados destes patógenos (FITZGERALD; KAGAN, 2020). Enquanto isso, 

sensores do tipo RLRs (ex. RIG-I, MDA5 e LGP2) reconhecem RNA de fita única 

(single-stranded RNA; ssRNA) ou dupla fita (double-stranded RNA; dsRNA) liberados 

no citoplasma das células hospedeiras no curso de uma infecção (REHWINKEL; 

GACK, 2020). Logo, considerando que microrganismos invasores utilizam DNA e/ou 

RNA para replicação (ex. vírus), liberando o genoma no citoplasma de células 

hospedeiras, o reconhecimento de ácidos nucleicos surgiu como importante 

mecanismo da imunidade inata para iniciar as respostas antimicrobianas (TAN et al., 

2018). 

Sob condições fisiológicas, as moléculas de DNA em células eucariotas estão 

confinadas ao núcleo e mitocôndrias, e, portanto, o acúmulo de DNA no citoplasma 

pode ser indicativo de infecção. Além disso, eventual estresse e dano celular pode 

acarretar na liberação de DNA próprio do hospedeiro, que passa a atuar como um 

sinal endógeno de perigo ou padrão molecular associado ao dado (damage-

associated molecular pattern; DAMP). Em ambos os casos, DNA citoplasmático 
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próprio ou de origem microbiana são capazes de ativar sensores de DNA no 

citoplasma para induzir respostas imunes robustas (WU; CHEN, 2014). 

Neste cenário, destacam-se duas importantes vias para reconhecimento de 

DNA citoplasmático, as quais envolvem a proteína ausente em melanoma 2 (absent 

in melanoma 2; AIM2) e a ativação do Estimulador de Genes de Interferon (Stimulator 

of Interferon Genes; STING). A ativação de AIM2 por DNA leva ao recrutamento da 

proteína ASC para formação do complexo inflamassoma, desta forma, permite a 

ativação de caspase-1 para maturação e produção de IL-1b e IL-18 por clivagem 

proteolítica, bem como indução de piroptose (KUMARI et al., 2020). Por outro lado, a 

ativação da via de sinalização de STING ocorre principalmente por intermédio de 

sensores de DNA como a GMP-AMP cíclico sintase (cyclic GMP-AMP synthase; 

cGAS), que medeia a produção de dinucleotídeos cíclicos que se ligam ao STING, 

desencadeando a ativação da quinase 1 de ligação à TANK (TANK- binding kinase 1; 

TBK1) e Fator Regulador de Interferon 3 (Interferon Regulatory Factor 3; IRF-3) para 

a produção de interferons (IFN) do tipo I (HOPFNER; HORNUNG, 2020). Embora 

AIM2 tenha um papel importante na imunidade contra patógenos, a resposta mais 

proeminente ao DNA citoplasmático se dá pela indução de IFNs do tipo I (ISHII et al., 

2006; STETSON; MEDZHITOV, 2006). 

A proteína STING (também conhecida como MITA, ERIS ou MPYS), codificada 

pelo gene TMEM173 (Tmem173 em camundongos), foi descrita como essencial para 

a resposta imune inata a ácidos nucleicos (ISHIKAWA; BARBER, 2008; SUN et al., 

2009; ZHONG et al., 2008). STING é expressa em uma variedade de células imunes 

como macrófagos, células dendríticas, células natural killer (NK), e células T e B, bem 

como em células não hematopoiéticas, incluindo células epiteliais, endoteliais e 

neurônios e em diferentes tecidos como coração, pulmão e baço (ANASTASIOU et 

al., 2021; ISHIKAWA; BARBER, 2008; LARKIN et al., 2017; NAZMI et al., 2012; 

SOUZA-FONSECA-GUIMARAES et al., 2013; WALKER et al., 2018). 

STING é uma proteína adaptadora composta por 379 (humano) ou 378 

(camundongo) aminoácidos, que em condições homeostáticas está localizada no 

citoplasma junto ao retículo endoplasmático (RE) na forma de homodímeros 

consistindo de uma região N-terminal, um domínio transmembrana com quatro 

segmentos, uma região conectora, um domínio citosólico de ligação ao ligante (ligand- 

binding domain; LBD) e uma calda C-terminal (C-terminal tail; CTT) (HUANG et al., 

2012; OUYANG et al., 2012; SHANG et al., 2012, 2019; ZHANG et al., 2013). 
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STING pode ser ativado por diferentes sensores de DNA citoplasmáticos, 

incluindo a proteína 16 induzida pelo interferon gama (interferon-gamma inducible 

protein 16; IFI16) (JØNSSON et al., 2017; UNTERHOLZNER et al., 2010), DEAD-box 

helicase 41 (DDX41) (ZHANG et al., 2011b), e cGAS (também conhecida como 

MB21D1), este último sendo amplamente descrito na literatura. cGAS possui um 

domínio catalítico e dois sítios de ligação ao DNA, desta forma, cGAS é capaz de ligar-

se ao dsDNA citoplasmático, o que a torna enzimaticamente ativa para a síntese do 

dinucleotídeo cíclico (cyclic dinucleotide; CDN) cGAMP utilizando ATP e GTP como 

substratos (ABLASSER et al., 2013a; SUN et al., 2013). Recentemente, demonstrou-

se que além de ligar-se e ativar STING intracelular, os CDNs produzidos também 

podem ser exportados para o meio extracelular, os quais atuam como 

imunotransmissores por ativar STING em outras células imunes presentes no 

ambiente (CAROZZA et al., 2020). 

Ao interagir com STING, tanto cGAMP como os outros CDNs c-di-AMP e c-di-

GMP (segundos mensageiros de origem bacteriana) (BURDETTE et al., 2011; 

ISHIKAWA; MA; BARBER, 2009), promovem mudanças conformacionais e a 

oligomerizacão de STING, levando ao seu translocamento do RE para 

compartimentos perinucleares, como o compartimento intermediário RE-Golgi (ER-

Golgi intermediate compartments; ERGICs), o complexo de Golgi, endossomos e 

autofagossomos por meio de um processo dependente de vesículas do complexo II 

de proteínas do envoltório (coat protein complex II; COPII) (DOBBS et al., 2015; 

MUKAI et al., 2016; SAITOH et al., 2009; ZHANG et al., 2019). Ainda, tem sido 

demonstrado que STING pode se ligar diretamente a dsDNA de forma independente 

de outros sensores, entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo pelo qual essa 

interação ocorre (ABE et al., 2013). De todo modo, a ativação de STING é um 

processo chave em resposta ao reconhecimento de dsDNA citoplasmático. 

Com sua ativação e translocamento, STING expõe o domínio CTT que serve 

como sítio de ancoragem para TBK1, a qual é autofosforilada (resíduo S172), promove 

a fosforilação de STING (S366 em humano; S365 em camundongo). Além disso, uma 

outra característica da ativação de STING é a palmitoilação dos resíduos de STING 

nos resíduos C88 e C91 após sua translocação para o complexo de Golgi, cuja 

modificação pós-traducional é descrita como essencial para sinalização de STING 

(MUKAI et al., 2016). Juntamente com a ativação de STING, TBK1 também estimula 

o recrutamento e fosforilação (S396) do fator de transcrição IRF3 (CHEN; SUN; 
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CHEN, 2016; TANAKA; CHEN, 2012; ZHANG et al., 2019), o que promove a 

dimerização de IRF3, seguido de translocação para o núcleo, onde inicia a transcrição 

de genes inerentes à resposta imune inata, com destaque para os IFNs do tipo I (LIU 

et al., 2015; TANAKA; CHEN, 2012). De uma forma menos expressiva, a ativação do 

eixo STING-TBK1 é capaz de recrutar a quinase IκB (IkB kinase; IKK), que por sua 

vez fosforila o inibidor do fator nuclear kB (nuclear factor-κB (NF-kB) inhibitor; IκBa), 

facilitando a ativação e translocamento nuclear de NF-kB para transcrição de genes 

inflamatórios (ABE; BARBER, 2014; DUNPHY et al., 2018). Entretanto, a montagem 

do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 representa a via canônica de ativação de STING. 

Os IFNs do tipo I, com destaque para IFNa e IFNb, são citocinas pleiotrópicas 

que agem de forma parácrina e autócrina por meio de sua ligação a receptores 

heterodímericos IFNAR1 e IFNAR2, culminando na ativação da quinase Janus 1 

(Janus kinase 1; JAK1) e tirosina quinase 2 (tyrosine kinase 2; TYK2) (STARK; 

DARNELL, 2012). Essas quinases promovem a fosforilação dos transdutores de sinal 

e ativadores de transcrição 1 (signal transducers and activators of transcription 1; 

STAT1) e 2 (STAT2), os quais formam heterodímeros e translocam para núcleo, onde 

induzem a expressão de genes estimulados por IFN (IFN stimulated genes; ISGs) 

(SCHNEIDER; CHEVILLOTTE; RICE, 2014; STANIFER; PERVOLARAKI; BOULANT, 

2019). As proteínas codificadas pelos ISGs medeiam diversos mecanismos de 

combate a infecção, como bloqueando a tradução de proteínas virais, impedindo a 

replicação viral e induzindo a degradação de ácidos nucleicos virais além de regular 

quimiotaxia, migração e proliferação celular (CHEN; LIU; CAO, 2017; SCHOGGINS, 

2019). 

Além de promover o estado antiviral na célula, a cascada de sinalização 

induzida por IFN do tipo I compreende ainda outras vias que promovem a expressão 

de efetores antibacterianos, outras citocinas, quimiocinas e moléculas metabólicas, o 

que faz da sinalização mediada pro IFN do tipo I diversa, com funções pro-

inflamatórias e anti-inflamatórias (IVASHKIV; DONLIN, 2014). Por exemplo, IFNs do 

tipo I são descritos por induzir a produção de IL-10, uma potente citocina 

imunossupressora com amplos efeitos em células do sistema imune inato e adaptativo 

(CHANG et al., 2007; JIANG et al., 2016; MCNAB et al., 2014). 

Os estudos iniciais sobre a sinalização de STING apontaram sua importante 

função na defesa do hospedeiro a infecções. Posteriormente, observou-se que em 
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alguns contextos, o acúmulo de DNA próprio citoplasmático devido a disfunções em 

exonucleases que degradam eventual DNA presente no citoplasma ou mutações na 

proteína STING, estaria associado ao surgimento de doenças auto-inflamatórias, 

caracterizada por uma produção excessiva de IFN do tipo I, denominadas 

interferonopatias do tipo I (CROW; STETSON, 2022). O exemplo mais proeminente é 

a rara vasculopatia associada ao STING com início durante a infância (STING-

Associated Vasculopathy With Onset in Infancy; SAVI), que ocorre devido a uma 

mutação de ganho de função de STING que constitutivamente promove produção de 

IFN do tipo I e surgimento de inflamação sistêmica com doença pulmonar intersticial, 

lesões na pele e vasculopatia grave (LIU et al., 2014). Nesse sentido, cientistas 

geraram animais com a mutação N153S em STING (que corresponde a N154S em 

humanos) como modelo experimental de SAVI, os quais compartilham características 

clínicas da doença, entretanto, foi observado que isso ocorre de forma independente 

de IFN do tipo I (LUKSCH et al., 2019; WARNER et al., 2017).  

Considerando os fatos acima, evidências apontam para funções de STING 

independentes da produção de IFNs do tipo I. Por exemplo, recentemente foi 

demonstrado que enquanto animais com deficiência total de STING sucumbem após 

a infecção com HSV-1, camundongos com mutação em STING restrita ao resíduo 

S365 (que é essencial para indução de IFN do tipo I) são resistentes à infecção por 

HSV-1, indicando que STING é crucial para conter a infecção de modo independente 

de IFN do tipo I (YAMASHIRO et al., 2020). STING também participa diretamente de 

processos celulares. Por exemplo, existem evidências de que quando localizado na 

ERGIC, STING promove autofagia, bem como a própria degradação para evitar sua 

ativação excessiva. Isso ocorre por meio do recrutamento e interação com a cadeia 

leve 3 da proteína 1 associada a microtúbulos (microtubule-associated light chain 3; 

LC3), favorecendo a lipidação de LC3 e a formação do autofagossomo. Assim, a 

degradação autofágica subsequente à fusão do autofagossomo e lisossomo auxilia 

na remoção de DNA e vírus do citoplasma (GUI et al., 2019; LIU et al., 2019). 

Adicionalmente, STING está envolvido no controle da proliferação celular, uma vez 

que células tumorais deficientes de STING apresentam antecipação do início do ciclo 

celular e alto grau de instabilidade cromossômica, concomitante com maior ativação 

de quinase dependente de ciclina 1 (cyclin-dependent kinase 1; CDK1), favorecendo 

a tumorigênese (RANOA et al., 2019). 
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Os achados descritos acima demonstram o potencial de STING em mediar vias 

celulares não-canônicas. De fato, apesar da proteína STING ser amplamente 

conservada entre os filos animais, a cauda C-terminal (CTT) que é crucial para 

sinalização que leva a produção de IFNs do tipo I somente está presente em 

vertebrados, o que sugere que as funções de STING vão além da produção dessas 

citocinas (MARGOLIS; WILSON; VANCE, 2017). 

1.2. STING como regulador da resposta imune 
 

Sabe-se que o reconhecimento de DNA próprio pelo sistema imune pode levar 

a quebra de tolerância e promover doenças autoimunes, o que tem levado 

pesquisadores a investigar como o reconhecimento de DNA endógeno está envolvido 

nesse processo (ZHANG et al., 2022). De modo geral, a produção crônica de IFNs do 

tipo I tem sido associado ao desenvolvimento dessas doenças. 

Lúpus eritematoso sistêmico (systemic lupus erythematosus; SLE) é uma 

doença autoimune crônica que se caracteriza pelo acúmulo de anticorpos anti-

nucleares contra ácidos nucleicos próprios, afetando vários órgãos (KAUL et al., 

2016). Tem sido descrito que PBMCs isolados de cerca de 15% de uma coorte de 

pacientes com SLE apresentam níveis elevados de 2’3’-cGAMP, enquanto nenhum 

dos indivíduos do grupo controle expressam esse ativador de STING nos PBMCs (AN 

et al., 2017). Ainda, os PBMCs da maior parte de pacientes com SLE possuem uma 

assinatura de genes induzidos por IFN (CROW, 2014). Por outro lado, estudos 

utilizando animais que desenvolvem SLE espontaneamente (MRL/Lpr) deficientes de 

STING demonstram que a deficiência de STING promove níveis mais altos de auto-

anticorpos, citocinas inflamatórias e glomerulonefrite lúpica em relação aos animais 

WT MRL/Lpr, indicando uma exacerbação da inflamação sistêmica. Isso sugere que 

STING pode funcionar como um regulador negativo na SLE (SHARMA et al., 2015). 

A esclerose múltipla (multiple sclerosis; MS) é uma doença autoimune crônica 

que afeta o sistema nervoso central (SNC), causando neuroinflamação e 

desmielinização. A encefalomielite autoimune experimental (EAE) é um modelo 

animal para MS, no qual camundongos são imunizados com o peptídeo glicoproteína 

da mielina de oligodendrócitos (MOG35-55) e desenvolvem características clínicas que 

se assemelham aos da MS (BIRMPILI et al., 2022). Lemos e colegas (2014) 

demonstraram que a ativação de STING exerce um papel protetor na EAE, uma vez 
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que o tratamento com nanopartículas de DNA (DNPs) ou com o CDN c-di-GMP foram 

igualmente capazes de reduzir os sinais clínicos da doença, acompanhado da baixa 

produção de citocinas inflamatórias (ex. IL-17, IL-6 e IFNg) por esplenócitos  após 

reestimulação antigênica com MOG35-55 in vitro (LEMOS et al., 2014). Neste cenário, 

a ativação de STING foi capaz de induzir a expressão de indoleamina 2,3-dioxigenase 

1 (indoleamine 2,3 dioxygenase; IDO1) em células hematopoiéticas. Esta enzima está 

envolvida com o metabolismo de triptofano, mas também tem se destacado por suas 

funções tolerogênicas, como a regulação negativa da produção de citocinas 

inflamatórias e suprimir a resposta mediada por células T, prevenindo autoimunidade 

(MUNN; MELLOR, 2013). Recentemente, outro estudo demonstrou que a abordagem 

terapêutica com injeção de micropartículas encapsuladas com o CDN cGAMP 

(cGAMP MP) em animais com EAE, culminou na diminuição dos parâmetros clínicos 

e início tardio da doença, por induzir a produção de IL-27 através de mecanismos 

dependentes e independentes de IFNs do tipo I. De acordo, esses efeitos foram 

perdidos em animais que apresentam mutação disfuncional em STING (JOHNSON et 

al., 2021). 

A mucosa intestinal é uma das principais interfaces de interação entre a 

microbiota e o hospedeiro, onde a manutenção da homeostase tecidual se dá pelo 

equilíbrio entre tolerância imunológica aos microrganismos comensais e resposta 

imune contra patógenos (ROOKS; GARRETT, 2016). Logo, alterações por fatores 

ambientais ou desequilíbrio nas respostas imunes podem levar a inflamação intestinal. 

A microbiota intestinal secreta vários metabólitos que controlam esses mecanismos, 

além de serem a fonte de CDNs encontrados no trato gastrointestinal em condições 

fisiológicas (DANILCHANKA; MEKALANOS, 2013; ROOKS; GARRETT, 2016). Nesse 

cenário, Canesso e seus colaboradores (2018) demonstraram que CDNs produzidos 

pela microbiota intestinal são capazes de ativar o eixo STING-IFN do tipo I para 

manutenção da homeostase local. Além disso, os autores observaram que a 

deficiência de STING foi suficiente para o agravamento da colite induzida por dextran 

sulfato de sódio (dextran sulfate sodium; DSS), que foi associada a baixos níveis de 

IL-10 nos linfonodos mesentéricos e concentração aumentada de IL-17 no cólon dos 

animais. Adicionalmente, experimentos utilizando modelo de colite induzida por 

transferência de células T demonstraram que células T CD4+ deficientes de STING 

foram suficientes para induzir inflamação intestinal mais grave (CANESSO et al., 

2018). Em corroboração a estes achados, outro estudo demonstrou que CDNs 
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derivados da microbiota ativam STING em fagócitos mononucleares e induzem a 

produção de IL-10 para prevenir inflamação e promover a homeostase intestinal (AHN 

et al., 2017). 

Embora os estudos destacados acima tenham esclarecido que STING pode 

suprimir respostas inflamatórias, nenhum deles explorou o papel intrínseco desta 

proteína em células T, as quais são essenciais no desenvolvimento e manutenção de 

diversas doenças inflamatórias, incluindo as autoimunes (YASUDA; TAKEUCHI; 

HIROTA, 2019). Ainda, a produção de IFN do tipo I é amplamente associada a função 

de células inatas durante uma resposta antiviral, sendo este aspecto até 

recentemente, pouco explorado em células da imunidade adaptativa (MURIRA; 

LAMARRE, 2016). No entanto, ainda na década de 80, um grupo francês demonstrou 

que a estimulação in vitro de linfócitos T murinos com 10-carboximetil-9-acridanona 

(10-carboxymethyl-9-acridanone; CMA), atualmente conhecido como um ativador de 

STING, induziu a secreção de IFNb por estas células (STORCH et al., 1986). 

Nos últimos anos, alguns estudos revelaram que a estimulação de TCR em 

células T na presença de ácido 5,6-dimetilxantenona-4-acético (5,6-

dimethylxanthenone-4-acetic acid; DMXAA), um agonista sintético de STING, leva a 

expressão de IFNs do tipo I (LARKIN et al., 2017). Contudo, sabe-se que a ativação 

do TCR não é suficiente para que estas células adquiram funções relevantes nas 

respostas imunes, as quais dependem do milieu de citocinas disponíveis no ambiente 

para manterem-se viáveis e adquirirem distintos fenótipos que desempenham funções 

de acordo com o contexto da resposta imune (LUCKHEERAM et al., 2012). Logo, 

embora a ativação de STING possa levar a respostas tolerogênicas ou imunogênicas 

de acordo com a doença e o tipo de celular, ainda não está bem claro sobre o seu 

papel na diferenciação e função de subpopulações de células T.  

1.3. Células TH17 e sua plasticidade 

Os estudos iniciais com foco na biologia de células T CD4 assumiam que após 

maturação e ativação, estas células eram capazes de se diferenciar em 

subpopulações específicas estáveis que exerciam funções de acordo com o tipo de 

resposta imune a ser montada (ABBAS; MURPHY; SHER, 1996; MOSMANN et al., 

1986). Ao longo dos anos percebeu-se que estas células, mesmo após diferenciação, 

são passíveis de alterações transcricionais, epigenéticas e pós-traducionais induzidas 
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por diversos fatores extrínsecos e intrínsecos que afetam sua função (CHANG; 

WHERRY; GOLDRATH, 2014). Atualmente, é aceito que células T possuem uma 

plasticidade que reflete a heterogeneidade de suas funções, entretanto os 

mecanismos que regulam esse processo ainda não estão completamente elucidados. 

Neste contexto, as células TH17 tem sido destaque por sua complexa capacidade de 

transdiferenciação em diferentes estados funcionais de acordo com o contexto 

(STADHOUDERS; LUBBERTS; HENDRIKS, 2018). 
Células TH17 estão implicadas na defesa do hospedeiro em barreiras epiteliais, 

particularmente orquestrando a imunidade contra bactérias extracelulares e fungos, 

bem como na manutenção da homeostase intestinal. Por outro lado, estas células 

também possuem um papel deletério no desenvolvimento de doenças inflamatórias 

autoimunes (BHAUMIK; BASU, 2017; BLASCHITZ; RAFFATELLU, 2010; YASUDA; 

TAKEUCHI; HIROTA, 2019). A diferenciação destas células requer a interação 

cooperativa das vias de sinalização evocadas por IL-6 e TGFb, que direciona uma 

ativação sustentada do transdutor de sinal e ativador da transcrição 3 (Signal 

Transduction and Activation of Transcription 3; STAT3), um dos primeiros fatores de 

transcrição a ser expresso durante a polarização de células TH17, sendo importante 

para a expressão de Il17a, Il17f e Il23r, bem como de Rorc (DURANT et al., 2010; 

YANG et al., 2007; YOSEF et al., 2013). Este último gene codifica o receptor órfão 

relacionado ao ácido retinóico gama t (Retinoic Acid-Related Orphan Receptor (ROR) 

gamma t; RORgt), considerado um fator de transcrição chave para a diferenciação 

destas células (IVANOV et al., 2006). Além disso, um outro membro de da família de 

receptores ROR, o fator de transcrição Rora, age em sinergismo com Rorgt para 

induzir a expressão de citocinas de assinatura TH17 como IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-

22, bem como do receptor IL-23R. Essa cooperação é essencial para o 

comprometimento ao fenótipo TH17, já que células T CD4 deficientes de ambos Rorgt 

e Rora não conseguem se diferenciar em células TH17, enquanto a ausência de 

apenas um desses fatores promove apenas bloqueio parcial da diferenciação (YANG 

et al., 2008b). Adicionalmente, IL-21 é descrita por agir conjuntamente com TGFb para 

geração de células TH17 em humanos (YANG et al., 2008a). 
A citocina pleiotrópica IL-17A promove seus efeitos biológicos por sinalizar 

através do complexo de receptores IL-17RA/IL-17RC expressos em células 

mesenquimais como células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais, mas também 
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células imunes. Essa citocina tem importante papel contra infecções bacterianas e 

fúngicas em mucosas, induzindo a produção de peptídeos antimicrobianos, 

metaloproteinases de matriz, citocinas pro-inflamatórias e quimiocinas (MCGEACHY; 

CUA; GAFFEN, 2019). Por outro lado, a produção excessiva de IL-17A está associada 

a patogênese de doenças inflamatórias crônicas como esclerose múltipla, psoríase e 

artrite reumatoide e doença de Crohn (KUWABARA et al., 2017). Logo, a investigação 

de mecanismos pelos quais regulam a produção de IL-17 pode ser benéfica para o 

desenvolvimento de terapias para doenças inflamatórias crônicas. 
Células T CD4 naive não expressam o receptor de IL-23 (IL-23R), cuja 

expressão apenas ocorre em resposta à IL-6 ao longo da polarização de células TH17 

(IVANOV et al., 2006; MCGEACHY et al., 2007; PARHAM et al., 2002). Constatou-se 

que embora a IL-23 não seja indutora da diferenciação desta subpopulação, essa 

citocina é essencial para expansão, sobrevivência e estabilização de células TH17 

previamente comprometidas com o fenótipo (STRITESKY; YEH; KAPLAN, 2008). De 

modo interessante, polimorfismos em IL23R em humanos estão associados a ao 

desenvolvimento de doenças autoimunes (NAIR et al., 2008). Além disso, estudos 

inicias evidenciaram que a IL-23 é crucial na indução do programa patogênico de 

células TH17. A IL-23 é uma citocina heterodimérica composta por uma subunidade 
própria (p19) juntamente com a subunidade p40, a qual também pode ser 

compartilhada com a p35 para formar a citocina IL-12. O papel da IL-23 no 

desenvolvimento de doenças autoimunes foi evidenciando quando se observou que 

animais deficientes de p19, mas não de p35, eram resistentes ao desenvolvimento da 

EAE (CUA et al., 2003). Posteriormente, por meio de experimentos com transferência 

adotiva de células T, Langrish e colaboradores (2005) demonstraram que linfócitos T 

CD4+ reestimulados com antígeno na presença de IL-23 expandiam, produziam IL-17 

e eficazmente promoviam EAE, enquanto a exposição a IL-12 não induzia 

neuroinflamação (LANGRISH et al., 2005). Logo, assumiu-se que células TH17 

requerem IL-23 para aquisição de suas funções patogênicas (MCGEACHY et al., 

2009). Por exemplo, a sinalização de IL-23 promove função encefalitogênica por 

induzir células TH17 a produzir GM-CSF no SNC, que age em células mielóides para 

amplificação da neuroinflamação (EL-BEHI et al., 2011). 
Nos últimos anos tem sido demonstrado que estas células são um grupo 

heterogêneo que compreende um espectro de estados funcionais, que podem ir de 

um fenótipo com menor ou maior potencial patogênico. Como dito, IL-6 + TGFb são 
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fatores que induzem a geração de células TH17 convencionais (cTH17), também 

denominadas não-patogênicas, por falharem em promover inflamação tecidual 

(BETTELLI et al., 2006; MCGEACHY et al., 2007). Por outro lado, a exposição de 

células T CD4 à combinação IL-6 + IL-1b + IL-23 induz um perfil patogênico (pTH17), 

que se assemelha ao de células TH17 que medeiam o desenvolvimento da EAE 

(GHORESCHI et al., 2010; LEE et al., 2012). Neste aspecto, a aquisição de funções 

patogênicas não ocorre somente pelo aumento da expressão de genes inflamatórios 

associados a resposta TH17 (ex. Il23r, Il17a, Il17f, Tbx21, Csf2), mas também pela 

redução na expressão de genes do módulo regulador (ex. Il10, Il9, Ahr, Maf) 

(GHORESCHI et al., 2010; LEE et al., 2012). 
Utilizando a tecnologia de sequenciamento de RNA de célula única (single-cell 

RNA sequencing; scRNA-seq), um estudo comparou células CD3+CD4+IL-17A/GFP+ 

isoladas de linfonodos (LN) e do SNC de animais com EAE, com células diferenciadas 

em condições para cTH17 e pTH17 in vitro (GAUBLOMME et al., 2015). Neste caso, 

células do LN são consideradas pouco ou não-patogênicas e precursoras de células 

TH17, as quais posteriormente adquirem um perfil efetor altamente patogênico no 

SNC. Neste aspecto, os autores observaram alto grau de similaridade na assinatura 

transcricional entre células diferenciadas em condições patogênicas in vitro com as 

células extraídas do SNC, enquanto células dos LN estão mais relacionadas ao perfil 

de células não-patogênico obtidas in vitro, demonstrando uma trajetória progressiva 

do estado patogênico destas células (GAUBLOMME et al., 2015). Esse achado 

evidencia que a abordagem in vitro, embora limitada, pode auxiliar na identificação de 

alvos que regulam a resposta inflamatória mediada por células TH17. 
Células TH17 possuem complexa plasticidade. Experimentos de fate-mapping 

utilizando animais reporter evidenciaram que durante a neuroinflamação autoimune, 

células TH17 passam a produzir também IFNg, a qual é geralmente associada a 

respostas do tipo TH1 (HIROTA et al., 2011). Estas células foram denominadas 

exTH17, as quais passam adquirir esse fenótipo após estimulação com IL-23. Nesse 

contexto, a presença de IL-23 também é necessária para o desenvolvimento de 

doença inflamatória intestinal (YEN et al., 2006). De fato, tem sido demonstrado que 

a transição de células TH17 para células produtoras de IFNg é fundamental para a 

patogênese da colite experimental (HARBOUR et al., 2015). Omenetti e colegas 

(2019) evidenciaram a complexa heterogeneidade das respostas TH17 ao 
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compararem o perfil de células TH17 do cólon de animais livre de patógenos (germ-

free) reconstituídos com bactérias filamentosas segmentadas, que compõem a 

microbiota comensal (segmented filamentous bacteria; SFB), com animais infectados 

com a bactéria patogênica Citrobacter rodentium, que induz uma reposta inflamatória 

com lesão tecidual (OMENETTI et al., 2019). Os autores observaram que células TH17 

induzidas por SFB tem um perfil homeostático que não induz genes inflamatórios e 

apresentam maior expressão de Il10, enquanto células TH17 induzidas por Citrobacter 

aumentam a produção de IFNg, necessária para o clearance do patógeno. Isso 

evidencia o papel do microambiente para o estado funcional dessa subpopulação. 
A capacidade plástica de células TH17 permite a adequação de suas funções 

aos diferentes estágios do desenvolvimento de uma doença e das necessidades do 

organismo. Evidências demonstram que células TH17 podem ainda adquirir funções 

imunossupressoras que influenciam o desfecho da doença (WU; TIAN; WANG, 2018). 

Nesse cenário, Gagliani e seus colegas (2015) demonstraram em um estudo elegante 

usando ferramentas para fate-mapping, que durante a inflamação intestinal induzida 

por ativação de TCR (com injeções de anti-CD3), bem como o desenvolvimento da 

EAE, células TH17 inflamatórias se transdiferenciam em células produtoras de IL-10+ 

com atividade supressora, auxiliando na resolução da inflamação. Mecanisticamente, 

os autores demonstraram que a sinalização de TGFb induz aumento na expressão do 

receptor de hidrocarbonetos de arila (aryl hydrocarbon receptor; AhR), o medeia a 

produção de IL-10 (GAGLIANI et al., 2015). AhR atua como um fator de transcrição 

ativado por ligantes endógenos e toxinas ambientais, sendo expresso em diferentes 

células imunes e inicialmente descrito por intensificar a diferenciação de células TH17 

(QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Contudo, estudos posteriores 

revelaram seu importante papel na transcrição de Il10 em células T, sendo atualmente 

considerado um marcador de células TH17 não-patogênicas (APETOH et al., 2010; 

LEE et al., 2012). 
Levando em consideração as informações acima, atualmente grupos de 

pesquisa tem buscado alvos que, ao invés de bloquear totalmente respostas TH17, 

possam seletivamente regular a plasticidade entre os estados funcionais destas 

células. Por exemplo, ao analisar o transcriptoma de células cTH17 e pTH17, Wang e 

colaboradores (2015) notaram que células não-patogênicas apresentam uma alta 

expressão da proteína CD5L (AIM), um membro da superfamília de receptores 

scavenger ricos em cisteína que regula o metabolismo de lipídios (WANG et al., 2015). 
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Os autores observaram que a deficiência dessa molécula induz maior expansão e 

conversão de células TH17 para um perfil patogênico durante o desenvolvimento da 

EAE, cujos efeitos foram associados a maior expressão de IL-17A e IL-23R e menor 

de IL-10. Juntamente a estes achados, notou-se que CD5L promove níveis elevados 

de ácidos graxos poli-insaturados (polyunsaturated fatty acids; PUFA) em células 

cTH17, o que afeta a síntese de colesterol. Derivados do colesterol são importante 

fonte para ligantes endógenos de Rorgt, portanto, os autores viram que CD5L restringe 

a disponibilidade desses ligantes e, consequentemente, a atividade transcricional de 

Rorgt (WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Embora a caracterização do espectro 

funcional do fenótipo TH17 tenha avançado nos últimos anos, os mecanismos 

envolvidos nesse processo ainda não estão totalmente elucidados. 
Sabe-se que o processo inflamatório agudo ou crônico é acompanhado por 

liberação de mediadores inflamatórios e moléculas sinalizadoras provenientes da 

lesão tecidual, como DNA e possivelmente CDNs. STING compreende um importante 

eixo para reconhecimento de DNA, cujo papel é extensamente descrito nas respostas 

inatas, mas pouco explorado em células da imunidade adaptativa. STING tem sido 

descrito por induzir tanto respostas imunogênicas como imunorreguladoras, 

dependendo da célula e contexto, e, portanto, essa característica deve ser 

considerada em abordagens terapêuticas. Logo, o entendimento do papel diferencial 

de STING em células imunes, como as células TH17, podem contribuir para criação 

de terapias mais direcionadas e eficazes para doenças inflamatórias. 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Hipótese 
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Levando em consideração as informações descritas anteriormente, a hipótese 

deste estudo é de que STING limita o potencial patogênico de células TH17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

3. Objetivos 
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3.1. Objetivo geral 
 

Avaliar o papel de STING sobre a plasticidade e potencial patogênico de células TH17. 

3.2. Objetivos específicos 

 
I. Analisar a expressão de STING e componentes da sua via clássica de 

sinalização em células TH17 diferenciadas in vitro; 
 

II. Avaliar a expressão diferencial e função de STING em células TH17 geradas sob 

condições convencionais e patogênicas in vitro; 
 
III. Determinar o requerimento de STING para regulação do perfil de células TH17 

por meio do uso de ferramentas farmacológicas e células geneticamente 

modificadas; 
 
IV. Explorar mecanismos moleculares pelos quais STING regula o potencial 

patogênico de células TH17; 
 
V. Verificar se os efeitos da ativação de STING sobre células TH17 murinas são 

recapitulados em células TH17 humanas in vitro. 

 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Material e Métodos 
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4.1. Animais 

Foram utilizados camundongos isogênicos selvagens (Wild Type; WT) da 

linhagem C57BL/6 provenientes do biotério central da Universidade de São Paulo – 

Campus Ribeirão Preto (USP/RP). Camundongos IL-10 KO (B6.129P2-Il10tm1Cgn/J), 

IFNAR KO (B6(Cg)-Ifnar1tm1.2Ees/J), STINGGt (C57BL/6J-Tmem173gt/J), TdTomato 

reporter (Ai14; B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J), Il17a-Cre 

(Il17atm1.1(icre)Stck/J), Prdm1-floxed (B6.129-Prdm1tm1Clme/J), CD4-Cre (Tg(Cd4-

Cre)1Cwi/BfluJ) foram obtidos da The Jackson Laboratories. Camundongos STING 

KO (ISHIKAWA; BARBER, 2008) foram fornecidos pelo Prof. Dr. Sergio Costa Oliveira 

(UFMG, Brasil), e animais AhR KO (FERNANDEZ-SALGUERO et al., 1995) 

fornecidos pelo Prof. Dr. Bernhard Ryffel (CNRS Orleans, França). Os animais 

utilizados nos experimentos foram acondicionados no biotério do Departamento de 

Farmacologia da FMRP-USP, com temperatura ambiente 23-25°C, ciclo claro-escuro 

de 12 horas e acesso livre à comida e água. Camundongos de 8-10 semanas de idade 

e pareados por sexo foram utilizados para experimentação. Os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, com o 

protocolo no 095/2019. 

 

4.2. Ferramentas farmacológicas 

Os seguintes agonistas de STING foram utilizados em culturas de células T 

murinas: DMXAA (3-30 µM), c-di-AMP (3-30 µM), c-di-GMP (3-30 µM) e 2’3’-c-di-

AM(PS)2 (Rp, Rp) (15 µM), todos obtidos pela Invivogen. 2’3’-c-di-AM(PS)2 (Rp, Rp) 

(10 µM) também foi utilizado em cultura de células TH17 humanas. O inibidor de 

STING, C-176 (1 µM), foi obtido pela Sigma-Aldrich. O antagonista de AhR, CH223191 

(30 µM), foi adquirido pela Tocris. 

 

4.3. Cultura de células T murinas in vitro 

Células T CD4 foram enriquecidas a partir de linfonodos e baço de 

camundongos utilizando microbeads anti-CD4 (L3T4) e sistema de separação 
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magnética de células AutoMACS (Miltenyi Biotec) de acordo com as especificações 

do fornecedor. Em seguida, estas células foram submetidas a cell sorting usando o 

equipamento FACSAria III (BD Biosciences) para isolamento de células T CD4 naive 

(CD4+CD62LhighCD44low). As células purificadas foram estimuladas com plate-bound 

anti-CD3e (4 µg/mL) e anti-CD28 (2 µg/mL) (BD Biosciences) em meio IMDM completo 

(10% FBS, L-glutamina, b-mercaptoetanol, penicilina-streptomicina). As células foram 

então cultivadas, a menos que seja indicado o contrário, por 72 h (37°C, 5% CO2) sob 

as seguintes condições de diferenciação: 1 ng/mL rhTGF-b1 (eBioscience) + 25 ng/mL 

rmIL-6 (R&D Systems) para cTH17; 25 ng/mL rmIL-6 + 20 ng/mL rm-IL-1b + 30 ng/mL 

rmIL-23 (todos da R&D Systems) para pTH17; 1 ng/mL rhTGF-b1 para iTreg; 20 ng/mL 

rmIL-12 + 20 ng/mL rmIL-2 (ambos da R&D Systems) para TH1. Para as culturas de 

segundo round, células cTH17 foram obtidas, seguida de estímulo com plate-bound 

anti-CD3e (2 µg/mL) e anti-CD28 (2 µg/mL) (BD Biosciences) na presença de 20 

ng/mL rmIL-23 (R&D Systems) por 48 h. 

 

4.4. Cultura de células TH17 humanas in vitro 

Bolsas de sangue de indivíduos saudáveis foram fornecidas pelo hemocentro 

Transfusionszentrale Universitätsmedizin Mainz, Alemanha. Células Mononucleares 

do Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas por meio de centrifugação por gradiente 

de densidade usando BioColl® Trennlösung (Bio&SELL GmbH). Células T CD4 naive 

humanas (CD4+CD45RA+CD45RO-) foram purificadas utilizando o EasySep Human 

Naive CD4+ T Cell Isolation Kit (Stemcell Technologies). Após purificação, estas 

células foram estimuladas com plate-bound anti-CD3e (5 µg/mL) e anti-CD28 solúvel 

(2 µg/mL) (ambos da Biolegend) em meio X-VIVO 15 (Lonza) por 5 d (37°C, 5% CO2), 

sob as seguintes condições de diferenciação: 2 ng/mL rhTGF-b1 + 50 ng/mL rhIL-6 + 

20 ng/mL rh-IL-1b + 50 ng/mL rhIL-23 + 40 ng/mL rh-IL-21 (todas obtidas da 

Peprotech) e 10 nM NaCl. 
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4.5. Citometria de fluxo 

Para marcação intracelular de citocinas, células T foram estimuladas com forbol 

12-miristato 13- acetato (PMA) (50 ng/mL; Sigma-Aldrich) e ionomicina (500 ng/mL; 

Sigma-Aldrich) na presença de um inibidor do transporte de proteínas contendo 

monensina (GolgiStop 1.5 mg/mL; BD Biosciences) em meio IMDM completo ou X-

VIVO 15 por 4 h (37°C, 5% CO2). Para marcação de moléculas de superfície, as 

células foram inicialmente incubadas com um corante fixável de viabilidade celular 

(1:3000, Fixable Viability Dye eFluor™ 780; Invitrogen) para excluir células mortas, 

seguida de incubação com anticorpos monoclonais conjugados à fluorocromo contra 

os marcadores indicados. Posteriormente, as células foram fixadas e permeabilizadas 

utilizando um kit de fixação/permeabilização (Foxp3 Fixation/Permeabilization Kit; 

Invitrogen) de acordo com as especificações do fornecedor. A marcação dos alvos 

intracelulares foi então realizada na sequência utilizando anticorpos monoclonais 

conjugados à fluorocromo. As células foram então lavadas, ressuspendidas em 1X 

PBS e adquiridas em citômetro de fluxo (FACSVerse ou FACSCanto II; BD 

Biosciences ou CytoFLEX S; Beckman Coulter Life Sciences). Os dados obtidos foram 

analisados usando o software FlowJo™ v10 (BD Biosciences). 

Os seguintes anticorpos foram utilizados para citometria de fluxo: rat anti-

mouse CD4-FITC (clone RM4-5); rat anti-mouse CD4-PerCP-Cy5.5 (clone RM4-5); rat 

anti-mouse CD4-APC (clone RM4-5); rat anti-mouse CD44-APC (clone IM7); rat anti-

mouse CD62L-PE (clone MEL-14); rat anti-mouse IL17A-BV421 (clone TC11-18H10); 

rat anti-mouse IL-17A-PE (clone TC11-18H10); rat anti-mouse IL-17A-APC (clone 

TC11-18H10); rat anti-mouse IL-10-APC (clone JES5-16E3); rat anti-mouse IL-10-

BV421 (clone JES5-16E3); mouse anti-mouse Rorgt-AF647 (clone Q31-378); mouse 

anti-mouse Rorgt-PerCP-Cy5.5 (clone Q31-378); rat anti-mouse IL-10-PE (clone 

JES5-16E3); rat anti-mouse IFNg-FITC (clone XMG1.2); mouse anti-human Foxp3-

eFluor 450 (236A/E7); mouse anti-human-PE-Cy7 (eBio64DEC17); mouse anti-

human CD4-FITC (SK3 (SK-3)). 
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4.6. Extração de RNA e Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa em 
Tempo Real (RT-qPCR) 

A extração de RNA total de células TH17 foi realizada usando o kit RNeasy 

Isolation Kit (Qiagen) de acordo com as instruções de fabricante. A concentração de 

RNA total foi determinada usando o equipamento NanoDrop (ThermoFisher 

Scientific). Em seguida, foi realizada a conversão de 500 ng de RNA total a cDNA 

usando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). A RT-

qPCR foi realizada utilizando o sistema de fluorescência SYBR-green® Master Mix e 

o equipamento stepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Cada 

reação teve um volume final de 10 µL, dos quais continha: 5 mL de SYBR-green®, 0,5 

µL de primers (forward + reverse), 3,5 µL de água ultra-pura DNase/RNase-free e 1 

µL de cDNA. A expressão gênica foi determinada em relação a Gapdh, que foi usado 

como controle endógeno e o fold change calculado de acordo com o método 

comparativo de “cycle threshold” (2–ΔΔCT). Os heat maps de expressão gênica 

mostrados nesse estudo foram gerados usando o software Morpheus (disponível em: 

https://software.broadinstitute.org/morpheus). As médias das replicatas foram 

calculadas e a expressão gênica correlacionada com a intensidade da cor, 

normalizado por linha (row min, row max). Os seguintes primers foram utilizados nesse 

estudo:  

Camundongo 

Il23r fwd: 5’-GCCAAGAAGACCATTCCCGA-3’ 

Il23r rev: 5’-TCAGTGCTACAATCTTCTTCAGAGGACA-3’ 

Il17a fwd: 5’-GCTCCAGAAGGCCCTCAG-3’ 

Il17a rev: 5’-CTTTCCCTCCGCATTGACA-3’ 

Il22 fwd: 5’-CAGCTCCTGTCACATCAGCGGT-3’ 

Il22 rev: 5’-AGGTCCAGTTCCCCAATCGCCT-3’ 

Ifnb1 fwd: 5’-CAGCTCCAAGAAAGGACGAAC-3’ 

Ifnb1 rev: 5’-GGCAGTGTAACTCTTCTGCAT-3’ 

Maf fwd: 5’-AGCAGTTGGTGACCATGTCG-3’ 

Maf rev: 5’-TGGAGATCTCCTGCTTGAGG-3’ 
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4.7. Western Blot e imunoprecipitação  

RIPA Buffer® (Sigma-Aldrich) contendo coquetel de inibidores de protease e 

fosfatase (Cell Signaling) foi utilizado para obtenção de lisado celular. As 

concentrações de proteínas foram determinadas por meio método de BCA 

(Bicinchoninic Acid Protein Assay; Sigma-Aldrich). Amostras de lisado celular foram 

Ahr fwd:5’-CAAATCAGAGACTGGCAGGA-3’ 

Ahr rev: 5’-AGAAGACCAAGGCATCTGCT-3’ 

Ahrr fwd: 5’-ACAGGGCAGACATTGTGGTT-3’ 

Ahrr rev: 5’-CCTGAGGCACAGACATGAAG-3’ 

Cd5l fwd: 5’-GAGGACACATGGATGGAATGT-3’ 

Cd5l rev: 5’-ACCCTTGTGTAGCACCTCCA-3’ 

Cyp1a1 fwd: 5’-GTTCTTGGAGCTTCCCCGAT-3’ 

Cyp1a1 rev: 5’-CTGACACGAAGGCTGGAAGT-3’ 

Il10 fwd: 5’-ATAACTGCACCCACTTCCCA-3’ 

Il10 rev: 5’- GGGCATCACTTCTACCAGGT-3’ 

Gapdh fwd: 5’-CATCTTCTTGTGCAGTGCCA-3’ 

Gapdh rev: 5’-CGGCCAAATCCGTTCAC-3’ 

Tmem173: IDT assay ID Mm.PT.58.7864131.g 

Gapdh: IDT assay ID Mm.PT.39a.1 

 
Humano 

IL23R fwd: 5’-AACAGCAATGTTGTGAAAATGC-3’ 

IL23R rev: 5’-AGGCTTGTGTTCTGGGATGA-3’ 

IL17A fwd: 5’-ACCAATCCCAAAAGGTCCTC-3’ 

IL17A rev: 5’-GGGGACAGAGTTCATGTGGT-3’ 

IFNB1 fwd: 5’-GCTTGGATTCCTACAAAGAAGCA-3’ 

IFNB1 rev: 5’-ATAGATGGTCAATGCGGCGTC-3’ 

IL10 fwd: 5’-GCCTAACATGCTTCGAGATC-3’ 

IL10 rev: 5’-CTCATGGCTTTGTAGATGCC-3’ 

GAPDH fwd: 5’-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3’ 

GAPDH rev: 5’-AGGGGTCTACATGGCAACTG-3’ 
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incubadas com tampão de amostra Laemmli (Bio-Rad) contendo b-mercaptoetanol e 

submetidas à desnaturação (95 °C, 5 min). Para separação por eletroforese, 10 µg de 

proteína de cada amostra foi aplicada em gel pré-moldado 4-20% Mini-PROTEAN 

TGX (Bio-Rad) e então transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando o 

pacote de transferência Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). As membranas foram incubadas 

com tampão de bloqueio (0.1% TBS-Tween20 + 5% leite em pó desnatado) por 1 h, 

T.A. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos primários contra 

alvos de interesse diluídos em solução 0.1% TBS-Tween20 + 5% BSA (overnight; 4 

ºC). Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-fosfo-IRF3(S396) (clone D6O1M; 

1:500), anti-IRF3 (clone D83B9; 1:1000), anti-fosfo-TBK1(S172) (clone D52C2; 1:500), 

anti-TBK1 (clone D1B4; 1:1000), anti-fosfo-STING(S365) (clone D8F4W; 1:500), anti-

STING (clone D2P2F; 1:1000), Anti-fosfo-STING(Ser366) (clone E9A9K; 1:1000) 

(todos obtidos da Cell Signaling), anti-AhR (policlonal; 1:3000) (Enzo Life Sciences) e 

anti-Rorgt (clone EPR20006; 1:1000) (Abcam). bactina ou GAPDH (1:1000; Cell 

Signaling) foram utilizados como controle endógeno. Os anticorpos primários foram 

detectados com apropriados anticorpos secundários conjugados à HRP (Sigma-

Aldrich; 1:5000), que foram incubados com as membranas por 2 h T.A. Em seguida, 

as membranas foram reveladas com o reagente ECL prime (GE Healthcare) e os 

sinais de quimiluminescência registrados pelo sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Os 

dados foram analisados utilizando o software Image Lab (Bio-Rad). Para extração das 

frações citoplasmática e nuclear foi utilizado o kit NE-PER (ThermoFisher Scientific), 

de acordo com as recomendações do fornecedor. GAPDH e nucleofosmina (NPM) 

(ambos 1:1000; Cell Signaling) foram usados como controles endógenos 

citoplasmático e nuclear, respectivamente.  

A imunoprecipitação foi realizada usando o kit Pierce co-IP (ThermoFisher 

Scientific), seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, anti-Rorgt (clone 

EPR20006; Abcam) foi imobilizado em resina de acoplamento AminoLink Plus. 

Quantidades iguais das amostras de lisado celular foram pre-cleared, e em seguida 

incubadas com resina acoplada ao anticorpo anti-Rorgt (overnight; 4 ºC). O 

imunoprecipitado foi eluído e posteriormente as análises de Western Blot foram 

realizadas como descrito acima. 
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4.8. Ensaio de Imunoprecipitação da Cromatina (ChIP) 

Os ensaios de ChIP foram realizados utilizando o kit MAGnify™ Chromatin 

Immunoprecipitation System (Life Technologies). De forma sucinta, células TH17 

foram cultivadas por 72 h na ausência (meio) ou presença de agonista de STING. Em 

seguida, 4,5 ´ 106 células foram incubadas com 1% formaldeído metanol-free 

(ThermoFisher Scientific) por 10 min, T.A. para fixação das proteínas associadas à 

cromatina (cross-linking). O processo foi interrompido pela adição de glicina (0.125 M) 

por 5 min. As amostras foram lavadas e ressuspendidas em tampão de lise contendo 

inibidores de protease e fosfatase. Logo, as amostras foram submetidas à sonicação, 

para obtenção de fragmentos de cromatina (shearing) entre 200- a 500-bp. Para isso, 

foi utilizado o sistema de sonicação Bioruptor Plus (Diagenode), nas seguintes 

condições: 14 ciclos, 30 seg ON, 30 seg OFF, high setting. Em seguida, os complexos 

cromatina-proteína foram submetidos à imunoprecipitação usando 5 µg de anti-Rorgt 

(clone AFKJS-9; Invitrogen) ou controle IgG que foram previamente acoplados à 

beads magnéticas Protein A/G Dynabeads™ (Invitrogen) overnight, sob rotação, 4 ºC. 

Posteriormente, o cross-linking foi revertido (decrosslinking) e o DNA resultante foi 

eluído e purificado de acordo com as instruções do fornecedor. Após a purificação, o 

DNA foi usado para análise de qPCR utilizando iQ™SYBR Green real-time PCR kit 

(Bio-Rad) e primers específicos para a região CNS2 do gene Il17a (ZHANG; MENG; 

STROBER, 2008), cujas sequências são: Il17a CNS2 fwd: 5’-

CCGTTTAGACTTGAAACCCAGTC-3’ e Il17a CNS2 rev: 5’-

GTACCTATGTGTTAGGAGGCGC-3’. Os dados foram calculados (2-(DCT IP − DCT controle)) 

e apresentados como Fold Enrichment em relação ao controle IgG. 

 

4.9. Análise da taxa de consumo de oxigênio (OCR) 

A taxa de OCR, que reflete a OXPHOS mitocondrial, foi determinada através 

do analisador de Fluxo Extracelular XF96 Seahorse Bioscience (Agilent). Células TH17 

foram coletadas e ressuspendidas em meio Seahorse XF RPMI 1640 suplementado 

com 2,5 mM de glicose, 1 mM de piruvato e 2 mM de L-glutamina. Microplacas 

Seahorse XF96 foram previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich) 
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overnight, 4 ºC. Em seguida, as placas foram lavadas e as células plaqueadas em 

uma densidade de 1,5 ´ 105 células/poço, seguido de incubação por 1 h, 37 ºC e na 

ausência de CO2. Posteriormente, as células foram submetidas ao protocolo do teste 

de Mito Stress, que consiste na adição sequencial de 1 µM de oligomicina, 1.5 µM de 

carbonil cianeto-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona (carbonyl cyanide 4-

(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; FCCP) e 0.5 µM de rotenona/antimicina A (todos 

da Sigma-Aldrich). As medidas de cada experimento foram realizadas em triplicata. 

Os parâmetros foram calculados da seguinte forma: Respiração basal: OCR antes da 

oligomicina - OCR após rotenona/antimicina A; Respiração máxima: OCR após FCCP 

- OCR após rotenona/antimicina A; Produção de ATP: respiração basal - valor mínimo 

de OCR após oligomicina.  

 

4.10. Análise estatística 

Análise de variância ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pós-teste de 

Tukey foram utilizadas para comparações múltiplas. Para se comparar dois grupos de 

variáveis não-pareadas, foi utilizado o teste t de Student. Para os experimentos com 

células TH17 humanas, os grupos foram comparados utilizando teste t de Student 

pareado. Os dados foram expressos como Média ± E.P.M., sendo representativos de 

2-4 experimentos independentes. Diferenças estatísticas foram consideradas quando 

P < 0,05. As análises estatísticas e confecção gráfica foram realizadas através do 

programa estatístico GraphPad Prism 8.0. 
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5.1. STING é expressa em células TH17 e sua ativação regula o perfil de 
citocinas 

 

A via de sinalização de STING tem recebido importante atenção nos últimos 

anos por ser um fator chave no reconhecimento de DNA citoplasmático, associada 

majoritariamente a respostas antimicrobianas, sendo seu papel intrínseco pouco 

explorado em células da imunidade adaptativa, como as células T (LI; WILSON; KISS-

TOTH, 2017). Inicialmente, investigamos se STING é expresso e funcional em células 

TH17 diferenciadas in vitro. Observamos que tanto células T CD4 naive como células 

submetidas a ativação de TCR (TH0) expressam mRNA para STING (Tmem173), 

entretanto em menores níveis quando comparada com a expressão gênica de STING 

em células diferenciadas sob condições direcionadas ao perfil TH17 (Figura 1A). Em 

corroboração, avaliamos os níveis proteicos de STING ao longo da diferenciação 

destas células e observamos que sua expressão aumenta progressivamente, 

atingindo um pico em 72 h após o início da cultura (Figura 1B).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Expressão de STING em células TH17. A) Células T CD4 naive foram isoladas de animais 
C57BL/6 e ativadas apenas com anti-CD3/anti-CD28 (TH0) ou submetidas a condições de diferenciação 
de células TH17 (IL-6+TGFb). Após 48 h foram coletadas para análise da expressão de Tmem173 por 
RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold 
change calculado em relação ao grupo naive. B) Células TH17 foram cultivadas e coletadas em 
diferentes tempos (0–72 h) para avaliação temporal da expressão de STING por Western Blot. b-actina 
foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados são representativos de dois 
experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram 
determinados por ANOVA de uma (A) seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 
 

 

Em seguida, nos perguntamos se a via clássica de ativação de STING, que 

culmina na formação do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 (Figura 2A), também ocorre 

em células TH17. Para isto, utilizamos a droga 5,6-Dimethylxanthenone-4-acetic acid 
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(DMXAA), um agonista sintético de STING murino (PRANTNER et al., 2012). 

Observamos que a adição do agonista em culturas de células TH17 levou a 

fosforilação de STING (S365), da quinase TBK1 (S172), bem como do fator de 

transcrição IRF3 (S396) (Figura 2B), demonstrando que a ativação de STING 

normalmente desencadeia a clássica cascata de sinalização para produção de IFNs 

do tipo I em células TH17.  

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. A cascata de sinalização clássica de STING é funcional em células TH17. A) 
Representação esquemática da formação do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 induzida por agonistas 
de STING. B) Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para TH17 (IL-6+TGFb) 
na ausência (meio) ou presença de DMXAA (10 µM) e coletadas após 72 h para Western Blot. b-actina 
ou GAPDH foram utilizados como controle endógeno de expressão proteica. Dados são representativos 
de pelo menos dois experimentos independentes. 

 

A via de sinalização de STING é desencadeada como resposta ao 

reconhecimento DNA. Embora STING possa se ligar a moléculas de DNA diretamente 

como um sensor (ABE et al., 2013), essa proteína adaptadora é principalmente ativada 

por CDNs, que são segundos mensageiros produzidos em bactéria ou células de 

mamíferos (BURDETTE et al., 2011; SUN et al., 2013). Neste sentido, ao adicionar os 

dinucleotídeos cíclicos c-di-AMP e c-di-GMP sobre cultura de células TH17, 

percebemos que a ativação de STING reduziu a população de células produtoras de 

IL-17A, enquanto parte destas células deu origem a uma população produtora de IL-

10, uma citocina anti-inflamatória pleiotrópica (Figura 3). Além disso, o agonista 

sintético DMXAA promoveu efeitos similares aos dos CDNs quando comparados ao 

grupo controle (meio).  
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Figura 3. A ativação de STING promove alterações no perfil de citocinas produzidas por células 
TH17. Células T CD4 naive foram diferenciadas em células TH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou 
presença de diferentes concentrações de DMXAA, c-di-GMP ou c-di-AMP por 72 h. A expressão 
intracelular de IL-17A e IL-10 foi avaliada por citometria de fluxo. Dados são representativos de pelo 
menos dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores 
de P foram determinados por ANOVA de uma via, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

Logo, assumindo que células TH17 produtoras de IL-10 são descritas por 

regular a inflamação, ao invés de promovê-la (MCGEACHY et al., 2007), 

hipotetizamos que STING está associado a um perfil de células TH17 com menor 

potencial inflamatório. 

 

5.2. A expressão e a atividade de STING estão inversamente associadas ao 
potencial patogênico de células TH17  

 

Nos últimos anos, estudos tem consolidado protocolos de polarização de 

células TH17 utilizando diferentes combinações de citocinas in vitro, com a finalidade 

de possibilitar a investigação de fatores associados a patogenicidade de células TH17 

(GAUBLOMME et al., 2015). Assim, utilizamos IL-6+TGFb para diferenciação de 

células TH17 convencionais com perfil não-patogênico (cTH17) (BETTELLI et al., 2006; 

MCGEACHY et al., 2007), enquanto a combinação de IL-6+IL-23+IL-1b foi usada para 

geração de células patogênicas (pTH17) (GHORESCHI et al., 2010).  

Ao compararmos os dois fenótipos de células TH17 ao longo do processo de 

diferenciação, observamos que células geradas em condições não-patogênicas 

apresentam uma maior a expressão gênica de Tmem173 após 48 h de cultura, 
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enquanto células pTH17 apenas apresentam um pequeno aumento transiente nos 

níveis de mRNA de Tmem173 em 48 h, que é rapidamente revertido em 72 h (Figura 
4A). Vale ressaltar que em 48 h e 72 h os níveis de expressão de Tmem173 em células 

pTH17 já são mais baixos que os encontrados em células cTH17 nos mesmos tempos. 

Em corroboração a esses achados, percebemos que os níveis proteicos de STING 

também estão aumentados em células cTH17, em comparação com células pTH17 

(Figura 4B), demonstrando que sua expressão é inversamente associada a 

patogenicidade destas células.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. A expressão de STING é reduzida em células TH17 com maior potencial patogênico. A) 
Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) ou pTH17 
(IL-6+IL-23+IL-1b) e coletadas em diferentes tempos (24, 48 e 72 h) para análise da expressão de 
Tmem173 por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por 
Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo controle (cTH17 24 h). B) Células cTH17 e pTH17 
WT e STING KO foram coletadas após 72 h para análise dos níveis proteicos de STING por Western 
Blot. b-actina foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados são representativos 
de dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de 
P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 
 

Os dados anteriores demonstram que a ativação de STING aumenta a 

produção de IL-10 e reduz a expressão de IL-17A por células em diferenciação para 

o perfil TH17. Para validação dos efeitos observados com os ligantes de STING, 

cultivamos células T CD4 naive deficientes de STING (STING KO) sob condições 

cTH17 e pTH17. Com isso, mais uma vez observamos que a ativação de STING induz 

redução de IL-17A não só em células cTH17, mas também em células pTH17, 

acompanhada de aumento na produção de IL-10 (Figura 5A e B). De fato, esses 

efeitos ocorrem de forma dependente de STING, uma vez que eles não foram 

observados em células STING KO expostas ao DMXAA. De modo interessante, 
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notamos ainda que a ausência de STING torna as células, em ambas condições, mais 

propensas a produção de IL-17A, sugerindo que STING desempenha um papel 

intrínseco nestas células. Concomitante a esses achados, observamos uma maior 

expressão de IL-10 após a ativação de STING não só em cultura de células cTH17, 

mas também nas culturas diferenciadas no fenótipo pTH17, embora em níveis mais 

baixos (Figura 5A e B). Contudo, esse aumento na expressão de IL-10 foi perdido na 

ausência de STING, demonstrado que STING está envolvido nesse fenômeno. 
 

 
 

Figura 5. STING regula o potencial patogênico de células TH17. Células T CD4 naive WT ou STING 
KO foram cultivadas em condições polarizantes para A) cTH17 (IL-6+TGFb) ou B) pTH17 (IL-6+IL-23+IL-
1b) na ausência (meio) ou presença ou ausência de DMXAA por 72 h e a expressão intracelular de IL-
17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. 
Dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Valores de P foram 
determinados por ANOVA de duas vias (A e B), seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 
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Em corroboração a estes achados, observamos ainda que 48 h após o início 

das culturas de ambos perfis cTH17 e pTH17, houve um aumento nos níveis de mRNA 

de Il10 e redução de Il23r (Figura 6), os quais são considerados marcadores de 

células TH17 com perfil regulador (não-patogênico) e inflamatório (patogênico), 

respectivamente. Mais uma vez, esses efeitos ocorreram de forma dependente de 

STING. Nossos achados demonstraram claramente que STING regula a produção de 

IL-17A e IL-10 em ambos os perfis de células TH17 avaliados. Embora células pTH17 

passem a produzir IL-10 após a ativação de STING, os níveis são baixos. Portanto, 

para estudarmos os mecanismos pelos quais STING regula o fenótipo TH17 utilizamos 

células cTH17 na maioria dos experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6. STING regula a expressão de genes associados ao perfil TH17. Células T CD4 naive WT 
ou STING KO foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) ou pTH17 (IL-6+IL-
23+IL-1b) na ausência (meio) ou presença ou ausência de DMXAA por 48 h para análise da expressão 
de Il10, Il23r e Il17a por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os valores do CT foram 
normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo controle, meio WT. Dados são 
representativos de dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± 
E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo pós-teste de Tukey. 
*P < 0,05. 

 

Em seguida, buscamos avaliar se a inibição farmacológica de STING recapitula 

os efeitos vistos com células STING KO. Para isto, utilizamos a droga C-176, 

recentemente descrita como um potente inibidor seletivo de STING (HAAG et al., 

2018). De fato, observamos que a inibição de STING foi capaz de reverter os efeitos 

induzidos pelo agonista de STING, elevando novamente os níveis de IL-17A e 

abolindo os de IL-10 (Figura 7).  
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Figura 7. A inibição farmacológica de STING recapitula os efeitos obtidos com sua deleção 
gênica. Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na 
presença de C-176 (1 µM) overnight, seguido da adição de DMXAA por 72 h. A expressão intracelular 
de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados são representativos de dois experimentos 
independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados 
por ANOVA de uma via, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

Analisamos ainda o impacto da inibição farmacológica de STING sobre o perfil 

transcricional de células TH17 que foram submetidas a ativação de STING. 

Inicialmente, vimos que de fato a ativação de STING induz a expressão de Ifnb1 em 

células TH17, que foi revertida com a inibição de STING (Figura 8). Esse achado 

valida a abordagem farmacológica empregada nesses experimentos. Nesse cenário, 

observamos que C-176 foi capaz de reverter a redução na expressão dos marcadores 

inflamatórios Il17a e Il23r induzidos pela ativação de STING, enquanto reverteu o 

aumento nos níveis de mRNA para os marcadores não-patogênicos Il10 e Cd5l, este 

último sendo um regulador do metabolismo lipídico associado a células TH17 com 

perfil regulador (Figura 8) (WANG et al., 2015). 
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Figura 8. A inibição farmacológica de STING reverte os efeitos de sua ativação sobre o perfil 
transcricional de células TH17. Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para 
cTH17 (IL-6+TGFb) na presença de C-176 (1 µM) overnight, seguido da adição de DMXAA por 72 h. As 
células foram coletadas para análise da expressão de Ifnb1, Il17a, Il23r Il10 e Cd5l por RT-qPCR. Para 
análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado 
em relação ao grupo controle (meio). Dados são representativos de dois experimentos independentes. 
Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de 
uma via, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

Além de células deficientes de STING e do inibidor seletivo, utilizamos ainda 

células T CD4 de animais STINGGt (Goldenticket), que possuem uma mutação 

(substituição I199N) na proteína STING, tornando-a inativa (SAUER et al., 2011). 

Percebemos que estas células, quando diferenciadas em perfil TH17, se comportaram 

de modo similar às células deficientes de STING, uma vez que os efeitos sobre a 

expressão IL-17A e IL-10 induzidos pelo ligante de STING foram abolidos (Figuras 
9). 

 

Figura 9. Mutação na proteína STING impede sua atividade em regular a expressão de IL-17A e 
IL-10 em células TH17. Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 
(IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. A expressão intracelular de IL-17A 
e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados são representativos de pelo menos dois experimentos 
independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados 
por ANOVA de duas vias, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

5.3. A expressão de IL-10 mediada por STING em células TH17 é parcialmente 
dependente da sinalização de AhR 
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inflamação intestinal (AHN et al., 2017), entretanto, o mecanismo pelo qual STING 

induz a expressão de IL-10 não foi explorado. Após sua ativação, STING desencadeia 

uma cascata de sinalização que culmina na produção de IFNb (ISHIKAWA; BARBER, 

2008). Sabe-se que IFNb induz a expressão de IL-10 e redução das respostas 

inflamatórias mediadas por células TH17 (RAMGOLAM et al., 2009; ZHANG et al., 

2011a). Logo, nos perguntamos se a ativação de STING estaria regulando o perfil 

TH17 por meio da sinalização de IFNb, que ocorre via receptores IFNAR.  

Inicialmente, observamos que células deficientes de IFNAR tem maior 

capacidade de se diferenciarem em células TH17, sugerindo um papel intrínseco 

dessa sinalização. De fato, percebemos que já que existe uma expressão basal de 

Ifnb1 durante a diferenciação destas células, entretanto, a ativação de STING induziu 

um aumento substancial na expressão desse gene (Figura 10A). Todavia, 

observamos que a adição de DMXAA induziu redução dos níveis de IL-17A e aumento 

da expressão de IL-10 de forma similar em células WT e IFNAR KO (Figura 10B). 

Estes achados sugerem que, embora IFNb seja descrito como um regulador negativo 

de células TH17, a ativação de STING parece induzir mecanismos independentes de 

IFNb para regulação deste fenômeno.   

 

 

Figura 10. A expressão de IFNb aumenta após ativação de STING, mas não é responsável pela 
regulação do fenótipo TH17. A) Células T CD4 naive WT ou STING KO foram cultivadas em condições 
polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. As células 
foram coletadas para análise da expressão de Ifnb1 por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, 
os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo controle 
(WT meio). B) Células T CD4 naive de animais WT e IFNAR KO foram cultivadas em condições 
polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. A expressão 
intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados são representativos de pelo menos 
dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P 
foram determinados por ANOVA de duas vias (A e B), seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 
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Levando em conta que a ativação de STING induz a expressão de IL-10 por 

células TH17, decidimos investigar os mecanismos envolvidos neste processo. A 

proteína 1 de maturação induzida por linfócitos B (Blimp-1), codificada pelo gene 

Prdm1, é um repressor transcricional descrito por promover a expressão de IL-10 em 

células TH1 e células TH17 (quando expostas à IL-27) (HEINEMANN et al., 2014; 

NEUMANN et al., 2014). Para investigar se a produção de IL-10 mediada por STING 

em células TH17 requer Blimp-1, cultivamos células T CD4 naive WT ou Blimp-1-

deficientes (CD4-Cre Prdm1fl/fl) sob condições polarizantes para TH17 com DMXAA. 

Curiosamente, a ausência de Blimp-1 não afetou a expressão de IL-10 induzida por 

STING em células TH17, descartando o papel de Blimp-1 neste processo (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Blimp-1 não é necessário para a produção de IL-10 induzida por STING em células 
TH17. Células T CD4 de camundongos WT (Prdm1fl/fl) e Blimp-1-deficientes (CD4-Cre Prdm1fl/fl) foram 
cultivadas sob condições de cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. 
A expressão intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados são representativos 
de dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de 
P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

AhR é um fator de transcrição ativado por ligante (ex. compostos xenobióticos 

ou ligantes endógenos), e foi descrito por auxiliar a geração de células TH17 

(QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Além disso, o AhR também pode 

cooperar com o fator de transcrição cMaf para induzir a produção de IL-10 em células 

TR1 (APETOH et al., 2010; XU et al., 2009). Nesse contexto, avaliamos a expressão 

de Maf e Ahr em células TH17 ativadas com o ligante de STING, e não percebemos 

alterações significativas nos níveis de mRNA destes fatores de transcrição. Por outro 

 
 
Figure S2. Blimp-1 is not required for STING-induced IL-10 production in TH17 cells. Related to Figure 3. Naive 

CD4 T cells from WT (Prdm1fl/fl) and Blimp-1-deficient (CD4-Cre Prdm1fl/fl) mice were cultured under cTH17-

polarizing conditions in the presence or absence of 10 µM DMXAA for 72 h, followed by flow cytometric analysis (n = 

3-5). Data are representative of two independent experiments and shown as mean ± SEM. *P < 0.05 as determined by 

two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. 
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lado, notamos que a ativação de STING induziu aumento na expressão dos genes 

Cyp1a1 e Ahrr, os quais são readouts da atividade transcricional de AhR (Figura 12). 

Confirmamos ainda que o aumento da expressão destes genes ocorreu de forma 

dependente de STING. 

 

Figura 12. Ativação de STING em células TH17 induz aumento na atividade de AhR. Células T CD4 
naive WT e STING KO foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na 
ausência (meio) ou presença de DMXAA por 48 h. As células foram coletadas para análise da 
expressão de Maf, Ahr, Cyp1a1 e Ahrr por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os valores 
do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo controle (WT meio). 
Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Dados são representativos de pelo menos dois 
experimentos independentes. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo 
pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

Ao compararmos a expressão de AhR em diferentes subpopulações de células 

T CD4, observamos que de fato a expressão de AhR é maior em células cTH17, 

enquanto células pTH17 apresentam baixa expressão desse fator de transcrição 

(Figura 13A). De modo interessante, percebemos que a alta expressão de AhR em 

células não-patogênicas coincide com a alta expressão de STING nestas mesmas 

células (Figura 13A). Uma vez que AhR é um marcador de células com baixo 

potencial patogênico, nossos resultados corroboram com a ideia de que a expressão 

de STING também pode ser atribuída ao perfil não-patogênico de células TH17. 

Nossos achados demonstraram também que a deficiência de STING está relacionada 

à baixa expressão de AhR em células TH17 (Figura 13B), o que mais uma vez sugere 

uma função intrínseca de STING sobre o fenótipo destas células. 

Analisamos ainda a expressão de AhR ao longo da diferenciação de células 

TH17 após ativação de STING. Não observamos diferenças substanciais até 72 h, 
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quando sua expressão foi reduzida (Figura 13C), possivelmente por degradação 

proteossômica que ocorre subsequente a sua intensa atividade transcricional 

(DAVARINOS; POLLENZ, 1999). Portanto, hipotetizamos que STING pode cooperar 

com AhR para indução do programa não-patogênico em células TH17. 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 13. A expressão de AhR e STING estão associados ao perfil com menor potencial 
patogênico. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para diferentes 
subpopulações por 72 h, seguida da análise de expressão proteica de STING e AhR por Western Blot. 
B) Células T CD4 naive WT e STING KO foram cultivadas em condições de diferenciação para cTH17 
(IL-6+TGFb) ou pTH17 (IL-6+IL-23+IL-1b) por 72 h e a expressão proteica de STING avaliada por 
Western Blot. C) Células cTH17 foram cultivadas na ausência (meio) ou presença de DMXAA e 
coletadas em diferentes tempos (0, 12, 24, 48 e 72 h) para análise da expressão proteica de AhR por 
Western Blot. b-actina foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados são 
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. 

 

Considerando a maior atividade de AhR diante ativação de STING em células 

TH17, nos perguntamos se a ativação de STING estaria promovendo a expressão de 

IL-10 via ativação de AhR. Para isto, utilizamos o antagonista de AhR CH223191 sobre 

células TH17 cultivadas na presença ou ausência do ativador de STING. Notamos que 

a ativação de STING mais uma vez reduziu e aumentou a expressão de IL-17A e IL-

10, respectivamente. Como esperado, o antagonista de AhR per se foi capaz de 

reduzir a expressão de IL-17A, cujo efeito é comparável àquele promovido pela 

ativação de STING (Figura 14A). De modo interessante, observamos que a inibição 

de AhR, sobre a ativação de STING, causou redução substancial na capacidade de 

produção de IL-10 induzida por STING em células TH17 (Figura 14A). Em 

corroboração, observamos redução na expressão gênica de Il17a e Il23r após 

ativação de STING, como demonstrado anteriormente. Por outro lado, o aumento nos 

níveis de mRNA de Il10 induzida pela ativação de STING foi substancialmente 

revertida na presença do antagonista de AhR (Figura 14B). Adicionalmente, o 
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aumento na expressão de Cyp1a1 e Il22 (ambos readouts da ativação de AhR) 

induzidos por STING foi drasticamente reduzido com a inibição de AhR, o que valida 

nossa abordagem experimental em inibir a sinalização de AhR (Figura 14B). Além 

disso, observamos que todos os efeitos visualizados nos dados de citometria de fluxo 

bem como nas análises de expressão gênica, ocorreram de forma dependente de 

STING, já que foram perdidos em células STING KO (Figura 14A e B). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. AhR controla a expressão de IL-10 induzida pela ativação de STING em células TH17. 
A) Células T CD4 naive WT e STING KO foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-
6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA, CH223191 (30 µM) ou a combinação de DMXAA 
+ CH223191 por 72 h. A expressão intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. B) 
As células foram coletadas para análise da expressão de Il17a, Il23r, Il10, Il22 e Cyp1a1 por RT-qPCR. 
Para análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change 
calculado em relação ao grupo controle (meio). Dados estão representados em heat map. Dados são 
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como 
Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pós-teste 
de Tukey. *P < 0,05. 

 

Posteriormente, decidimos confirmar estes achados por meio do uso de células 

deficientes de AhR. Para isto, cultivamos células TH17 WT e AhR KO na presença ou 

ausência do ativador de STING e avaliamos a expressão de genes associados ao 

fenômeno observado. No geral, notamos que a ativação de STING sobre células AhR 

KO recapitulou os efeitos obtidos com o bloqueio farmacológico com CH223191 
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(Figura 15). Vale ressaltar que a deficiência de AhR não afetou a expressão de Ifnb1. 

Além disso, os altos níveis de expressão de Il10 induzidos pela ativação de STING 

em células WT foram amplamente perdidos na ausência de AhR (Figura 15). 

 

 

Figura 15. A expressão de Il10 induzida por STING é drasticamente reduzida em células TH17 
deficientes de AhR. A) Células T CD4 naive WT e AhR KO foram cultivadas em condições polarizantes 
para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. As células foram 
coletadas para análise da expressão de Ifnb1, Cyp1a1, Il22, Il17a, Il23r e Il10 por RT-qPCR. Para 
análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado 
em relação ao grupo controle (WT meio). Dados são representativos de pelo menos dois experimentos 
independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados 
por ANOVA de duas vias, seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

Sabe-se que células TH1 apresentam apenas uma leve expressão de AhR 

(Figura 13A) (QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Ao analisar os efeitos 

da ativação de STING sobre células TH1, observamos nenhuma alteração na 

produção de IL-10, embora uma leve redução na frequência de células produtoras de 

IFNg tenha sido percebida (Figura 16). Coletivamente, os dados acima indicam que a 

indução de IL-10 a partir da ativação de STING em células TH17 ocorre de forma 

parcialmente dependente de AhR. 

 

 

 

 

 

Figura 16. A ativação de STING não altera a expressão de IL-10 em células TH1. Células T CD4 
naive foram cultivadas em condições polarizantes para TH1 (IL-12+IL-2) na ausência (meio) ou 
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presença de DMXAA por 72 h. A expressão intracelular de IFNg e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. 
Dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os resultados estão 
expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados por teste t de Student. *P < 0,05. 

Vale ressaltar que em ambas abordagens, usando o antagonista e células 

deficientes de AhR, notamos que a ativação de STING, em sinergismo com a inibição 

da atividade de AhR, amplificaram a redução na expressão de Il17a e Il23r, quando 

comparada aos seus efeitos separadamente. De fato, esse achado vai ao encontro de 

trabalhos na literatura que demonstram o envolvimento de AhR na geração de células 

TH17 (QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Logo, isso sugere que STING 

é capaz de regular a atividade de AhR sobre a transcrição de Il10, sem afetar seu 

papel na regulação de Il17a. Isso sugere que STING pode modular a produção de IL-

17A e IL-10 por mecanismos distintos.  

5.4. A ativação de STING reduz a atividade transcricional de Rorgt  
 

Estudos demonstram que por meio do seu receptor (IL-10R), a IL-10 é capaz 

de reduzir a diferenciação e função inflamatória de células TH17 (HUBER et al., 2011; 

ZHANG et al., 2011a). Logo, nos perguntamos se a IL-10 produzida a partir da 

ativação de STING in vitro poderia afetar a expressão de IL-17A de maneira 

autócrina/parácrina. Para isso, utilizamos células T CD4 naive WT e IL-10 KO e as 

diferenciamos em perfil TH17 na presença ou ausência de DMXAA. Curiosamente, 

observamos que a redução na expressão de IL-17A após a ativação de STING foi 

mantida em células IL-10 KO (Figura 17A). Ainda, o tratamento com o agonista de 

STING reduziu os níveis de mRNA de Il23r e Il17a também em células deficientes de 

IL-10 (Figura 17B), sugerindo que STING regula o potencial patogênico de células 

TH17 independente do papel anti-inflamatório da IL-10 sobre estas células. 
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Figura 17. A IL-10 induzida pela ativação de STING não atua no mecanismo pelo qual STING 
reduz a patogenicidade de células TH17. A) Células T CD4 naive WT e IL-10 KO foram cultivadas em 
condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. 
A expressão intracelular de IL-17A avaliada por citometria de fluxo. B) As células foram coletadas para 
análise da expressão de Il10, Cd5l, Il17a, Il23r, e Ifnb1 por RT-qPCR. Para análises de expressão 
gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo 
controle (WT meio). Dados estão representados em heat map. Dados são representativos de pelo 
menos dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores 
de P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 

A diferenciação e função de células TH17 requer a atividade do fator de 

transcrição Rorgt  (IVANOV et al., 2006; LEE et al., 2012; YANG et al., 2008b). 

Contudo, observamos que após a ativação de STING, a produção de IL-17A é 

reduzida, enquanto a expressão de Rorgt é mantida em níveis similares, sugerindo 

que STING regula a atividade deste fator de transcrição sem alterar sua expressão 

(Figura 18A e B). 
 

Figura 18. Ativação de STING não altera a expressão de Rorgt. A) Células T CD4 naive foram 
cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de 
DMXAA por 72 h. A expressão intracelular de IL-17A e Rorgt avaliada por citometria de fluxo. B) Células 
foram coletadas após 72 h para análise dos níveis proteicos de Rorgt por Western Blot. b-actina foi 
utilizada como controle endógeno de expressão proteica. Dados são representativos de dois 
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experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram 
determinados por teste t de Student (A). *P < 0,05. 
 

Além disso, avaliamos se STING pode reduzir o potencial patogênico de células 

TH17 terminalmente diferenciadas. Para isso, expusemos células TH17 totalmente 

diferenciadas (100% de células T Rorgt+) à IL-23 em um segundo round de cultura. 

Sabe-se que a IL-23, além de manter o fenótipo TH17, promove a patogenicidade 

dessas células (MCGEACHY et al., 2009). Observamos que a ativação de STING 

causou diminuição dos níveis de mRNA de Il17a e Il23r, que conferem funções 

inflamatórias a estas células. Por outro lado, a expressão gênica dos marcadores de 

perfil não-patogênico Il10 e Cd5l foi aumentada (Figura 19A). Nesse cenário, 

buscamos avaliar ainda o impacto da inibição de STING em células TH17 totalmente 

diferenciadas expostas à IL-23 na presença do agonista de STING. De modo 

interessante, observamos que o bloqueio de STING com C-176 reverteu o efeito de 

sua ativação em reduzir a capacidade de produção de IL-17A em células 

terminalmente diferenciadas expostas à IL-23. Por outro lado, os níveis de Rorgt 

permaneceram inalterados (Figura 19B). Logo, esses dados sugerem que a ativação 

de STING reduz a atividade transcricional de Rorgt, mas não sua expressão e 

diferenciação de células TH17. 
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Figura 19. A ativação de STING regula negativamente o programa inflamatório de células TH17 
terminalmente diferenciadas expostas à IL-23. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em 
condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) por 72 h, seguida de reestimulação in vitro com IL-23 
na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 48 h. Células foram coletadas para avaliação da 
expressão de Ifnb1, Il17a, Il23r, Il10 e Cd5l por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os 
valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relação ao grupo controle 
(meio). B) Células cTH17 foram cultivadas e reestimuladas como descrito em A na presença ou 
ausência de C-176 por 48 h. Dados são representativos de pelo menos dois experimentos 
independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados 
por teste t de Student (A) ou ANOVA de uma via (B), seguida pelo pós-teste de Tukey. *P < 0,05. 

 
Sabe-se que a ativação de STING culmina classicamente na expressão de 

IFNb, após a fosforilação de IRF3 por TBK1 (LI; WILSON; KISS-TOTH, 2017). Existe 

na literatura evidência de que IRF3 é capaz de interagir e regular negativamente a 

função de Rorgt em células T CD8+ (YSEBRANT DE LENDONCK et al., 2013). Logo, 

nos perguntamos se a ativação de IRF3 seria o mecanismo pelo qual STING regula a 

atividade de Rorgt sobre a expressão de Il17a.  

Por meio de experimentos de imunoprecipitação, confirmamos que IRF3 e 

Rorgt formam um complexo em células TH17, mas que a ativação de STING não 

alterou a magnitude dessa associação (Figura 20A). Ao avaliar o status de ativação 

de IRF3, por meio da identificação da fosforilação do resíduo S396, observamos que 

após a ativação de STING os níveis de fosfo-IRF3 estavam aumentados e restritos ao 

núcleo das células TH17, que coincidiu com a alta expressão de Rorgt neste 

compartimento celular (Figura 20B). Além disso, a presença de fosfo-IRF3 nuclear 

depende da sinalização de STING, já que células STING KO não recrutaram IRF3 

para o núcleo diante a ativação da via (Figura 20C). Esses achados sugerem que o 

eixo IRF3-Rorgt ocorre em células TH17, e possivelmente regula funções 

transcricionais nestas células. 
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Figura 20. IRF3 interage com Rorgt em células TH17. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em 
condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. 
Estas células foram lisadas e submetidas a imunoprecipitação usando anti-Rorgt ou controle IgG, 
seguido de Western Blot usando anti-IRF3. GAPDH foi utilizado com controle endógeno de expressão 
proteica B) Células cTH17 cultivadas na ausência (meio) ou presença de DMXAA foram submetidas a 
separação de frações citoplasmática e nuclear para análise de fosfo-IRF3, IRF3 e Rorgt por Western 
Blot. C) Fração nuclear de células cTH17 WT e STING KO foi obtida para análise de fosfo-IRF3, IRF3 
e Rorgt por Western Blot. GAPDH e nucleofosmina (NPM) foram utilizados como controle endógeno 
citoplasmático e nuclear, respectivamente. Dados são representativos de pelo menos dois 
experimentos independentes. 
 

A ligação de Rorgt na região não codificadora conservada (conserved 

noncoding sequence 2; CNS2) é necessária para remodelamento da cromatina e 

transcrição de Il17a em células TH17 (WANG et al., 2012). Com o objetivo de avaliar 

se a ativação de STING afeta a função transcricional de Rorgt, realizamos o ensaio de 

imunoprecipitação de cromatina (ChIP) e analisamos o recrutamento de Rorgt para a 

região CNS2 do gene Il17a. Notavelmente, o tratamento com agonista de STING 

reduziu a capacidade de Rorgt de se ligar à região CNS2 de Il17a em células TH17 

(Figura 21A), possivelmente via ativação de IRF3, o qual interage com Rorgt. 

Para reforçar os achados descritos acima, geramos camundongos Il17a-Cre 

TdTom+, cujas células emitem fluorescência da proteína TdTomato apenas a partir do 

momento em que há indução do programa de transcrição de Il17a. Assim, esse 

sistema reflete o status da atividade transcricional sobre Il17a. Nesse sentido, 

observamos que os agonistas de STING reduziram a frequência de células TH17 IL-

17A-TdTom+ in vitro em comparação com o controle, mais uma vez indicando que a 

sinalização downstream da ativação de STING reduz a transcrição de Il17a (Figura 
21B). Por cell sorting, isolamos células IL-17A-TdTom+ a partir de culturas TH17 e 

vimos que a ativação de STING reduziu os níveis de mRNA de Il23r enquanto a 

expressão de Il10 foi substancialmente aumentada. Como esperado, estas células 
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apresentaram maior expressão de Ifnb1 em relação ao controle, indicando ativação 

de STING (Figura 21C). Isso demonstra que após a ativação de STING, células que 

ativaram o programa TH17 em algum momento de seu desenvolvimento passam por 

uma reprogramação direcionada a um fenótipo menos patogênico, o que corrobora 

com a ideia de que STING funciona como um “interruptor” do estado funcional destas 

células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 21. A ativação de STING limita a expressão de IL-17A por reduzir a atividade transcricional 
de Rorgt. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) 
na ausência (meio) ou presença de DMXAA por 72 h. Células foram coletadas e submetidas ao ensaio 
de ChIP para Rorgt seguido de análise por RT-qPCR da região CNS2 do gene Il17a em células cTH17. 
Fold enrichment normalizado pelo controle IgG. B) Análise de citometria de fluxo de células cTH17 IL-
17A-TdTom+ cultivadas na ausência (meio) ou presença de DMXAA ou c-di-AM(PS)2(Rp,Rp) (15 µM) 
por 72 h. C) Expressão de Ifnb1, Il10 e Il23r em células IL-17A-TdTom+ cTH17 tratadas com DMXAA 
por RT-qPCR. Para análises de expressão gênica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; 
Fold change calculado em relação ao grupo controle (meio). Dados são representativos de pelo menos 
dois experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P 
foram determinados por teste t de Student (A); ou ANOVA de uma (B) ou duas (C) vias, seguida pelo 
pós-teste de Tukey (B). *P < 0,05. 

 

Portanto, esses dados confirmam que a ativação de STING, além de mediar a 

produção de IL-10 via AhR, reduz o comprometimento destas células com o fenótipo 

TH17 por limitar a atividade transcricional de Rorgt. 
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5.5. Impacto da ativação de STING no metabolismo oxidativo de células TH17 
 

Nos últimos anos, várias evidências indicam a importância do metabolismo 

celular na regulação da diferenciação e função de células TH17 (PAPADOPOULOU; 

XANTHOU, 2022). Várias vias e processos metabólicos como glicólise, oxidação de 

ácidos graxos (fatty acid oxidation; FAO) e fosforilação oxidativa compõem 

assinaturas metabólicas que desempenham papéis diferenciais de acordo com o 

estado funcional e tipo celular (JUNG; ZENG; HORNG, 2019). Logo, buscamos avaliar 

se a ativação de STING altera o estado bioenergético de células TH17. Por meio de 

um analisador de fluxo extracelular, vimos que células TH17 cultivadas na presença 

de agonistas de STING promoveram maiores taxas, basal e máxima, de consumo de 

oxigênio (Oxygen consumption rate; OCR), incluindo aumento da síntese de ATP 

(Figura 22). Esses dados inferem que a ativação de STING acompanha aumento do 

metabolismo mitocondrial de células TH17, entretanto, se esse fenômeno é 

consequência direta ou indireta da ativação de STING ainda deve ser avaliado. 

 

 

 
Figura 22. STING promove aumento nas taxas de fosforilação oxidativa em células TH17. Células 
T CD4 naive foram cultivadas em condições polarizantes para cTH17 (IL-6+TGFb) na ausência (meio) 
ou presença de DMXAA ou c-di-AM(PS)2(Rp, Rp) por 72 h. Em seguida, análise de fluxo extracelular 
foi realizada para mensurar a taxa de consumo de oxigênio (OCR). Dados são representativos de 
quatro experimentos independentes. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de 
P foram determinados por ANOVA de uma via, seguida pelo pós-teste de Tukey (B). *P < 0,05. 
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5.6. Os efeitos da ativação de STING são recapitulados em células TH17 
humanas  

 

Como abordagem translacional, investigamos os efeitos da ativação de STING 

em células TH17 humanas obtidas in vitro. Para isso, padronizamos a diferenciação 

de células TH17 a partir de células T CD4 naive oriundas de PBMC de doadores 

saudáveis. Para ativação de STING, utilizamos o agonista c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp) 

(também conhecido como MIW815 ou ADU-S100), que é um ligante natural de STING 

modificado quimicamente para garantir estabilidade superior aos demais CDNs e que 

possui uma estrutura similar a de CDNs endógenos em humanos, mas que também 

funciona para ativação de STING murino (CORRALES et al., 2015). 

Inicialmente, induzimos a diferenciação de células TH17 humanas na presença 

do ligante de STING e avaliamos o status de ativação da cascata de sinalização de 

STING. Assim como nossos dados com células murinas, vimos que a ativação de 

STING em células TH17 humanas também induziu a fosforilação de STING (resíduo 

S366 em humanos) (Figura 23A), bem como a do fator de transcrição downstream 

dessa via, IRF3 (S396) (Figura 23B). Esses dados sugerem que STING também induz 

a formação do sinalossoma em células TH17 humanas. 

 
Figura 23. A cascata de sinalização de STING é funcional em células TH17 humanas. Células T 
CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudáveis e foram cultivadas em condições 
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polarizantes para TH17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1b+TGFb) na ausência (meio) ou presença de c-
di-AMP(PS)2(Rp, Rp) (10 µM) e coletadas após 5 d. Células foram lisadas, seguido de análise da 
expressão proteica de A) Fosfo-STING e STING (n = 6 doadores) e B) Fosfo-IRF3 e IRF3 (n = 5 
doadores) por Western Blot. b-actina foi utilizada como controle endógeno de expressão proteica. 
Dados são representativos de pelo menos dois experimentos independentes; os experimentos foram 
agrupados no gráfico. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram 
determinados por teste t de Student (pareado). *P < 0,05. 

 

De modo interessante, observamos que a adição de c-di-AMP(PS)2 (Rp, Rp) 

sobre as culturas de células TH17 levou a redução na expressão de IL-17A, o que 

reproduz nossos achados em células murinas (Figura 24A). Vimos ainda que após a 

ativação de STING, a produção de IL-17A foi comprometida provavelmente devido a 

redução da atividade transcricional de Rorgt, mas não por afetar a diferenciação 

destas células, já que a expressão de Rorgt permanece comparável entre os dois 

grupos (Figura 24B). Logo, a atividade imunoreguladora de STING em células TH17 

ocorre tanto em camundongos como em humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. A ativação de STING em células TH17 humanas reduz a produção de IL-17A sem alterar 
a expressão de Rorgt. Células T CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudáveis 
e foram cultivadas em condições polarizantes para TH17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1b+TGFb) na 
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ausência (meio) ou presença de c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas após 5 d. A) Expressão intracelular 
de IL-17A (n = 6 doadores) e B) IL-17A e Rorgt (n = 8 doadores) foi analisada por citometria de fluxo. 
Dados são representativos de três experimentos independentes; os experimentos foram agrupados no 
gráfico. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram determinados por 
teste t de Student (pareado). *P < 0,05. 

 

Além dos achados acima, analisamos a expressão gênica de marcadores 

associados ao perfil patogênico de células TH17. Em corroboração à maior expressão 

de fosfo-STING e fosfo-IRF3 (Figura 23), vimos que os níveis de mRNA de IFNB1 

também aumentaram em células TH17 expostas ao ligante de STING, o que reflete 

ativação da via (Figura 25). Acompanhado a este achado, vimos que os transcritos 

de IL17A e IL23R foram substancialmente reduzidos com a ativação de STING. 

Embora a expressão de IL10 tenha se demonstrado variável, observamos uma 

tendência direcionada ao aumento dos níveis de mRNA de IL10 após a ativação de 

STING (Figura 25). Esses achados juntamente aos anteriores, confirmam que STING 

também reduz a patogenicidade de células TH17 humanas, conferindo potencial 

importância clínica a este fenômeno. 

 

Figura 25. A ativação de STING reduz a expressão de IL17A e IL23R em células TH17 humanas. 
Células T CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudáveis e foram cultivadas em 
condições polarizantes para TH17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1b+TGFb) na ausência (meio) ou 
presença de c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas após 5 d para avaliação de expressão gênica de 
IFNB1, IL17A, IL23R e IL10 por RT-qPCR (n = 5 doadores). Para análises de expressão gênica, os 
valores do CT foram normalizados por GAPDH; Fold change calculado em relação ao grupo controle 
(meio). Dados são representativos de dois experimentos independentes; os experimentos foram 
agrupados no gráfico. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. Valores de P foram 
determinados por teste t de Student (pareado). *P < 0,05. 
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Sabe-se que células TH17 também são capazes de transdiferenciar em células 

T reguladoras (Treg) Foxp3+ sob diferentes circunstâncias, envolvendo vias de 

sinalização, metabólicas e modificações epigenéticas (DOWNS-CANNER et al., 2017; 

OBERMAJER et al., 2014). Nesse contexto, ao avaliarmos a expressão de Foxp3+ em 

culturas TH17 humanas expostas ao ligante de STING, notamos que concomitante à 

redução de células IL-17A, houve um aumento da população de células Foxp3+, 

indicando conversão em células Treg (Figura 26). Em conjunto, nossos resultados 

apontam para STING como um regulador negativo de respostas inflamatórias 

mediada por células TH17. 

 

 

 

 

Figura 26. STING induz conversão de células TH17 humanas em células Treg (Foxp3+). Células T 
CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudáveis e foram cultivadas em condições 
polarizantes para TH17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1b+TGFb) na ausência (meio) ou presença de c-
di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas após 5 d. Expressão intracelular de IL-17A e Foxp3 (n = 6 doadores) 
foi analisada por citometria de fluxo. Dados são representativos de dois experimentos independentes; 
os experimentos foram agrupados no gráfico. Os resultados estão expressos como Média ± E.P.M. 
Valores de P foram determinados por teste t de Student (pareado). *P < 0,05. 
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  Células TH17 compreendem uma subpopulação de linfócitos T CD4 descrita 

por ter um papel protetor em resposta a infecções fúngicas e outros patógenos, mas 

também conhecida por mediar o processo inflamatório em doenças autoimunes. Nos 

últimos anos diversos trabalhos têm evidenciado que fatores extrínsecos e intrínsecos, 

como vias de sinalização, componentes do metabolismo celular e modificações 

epigenéticas regulam o programa transcricional destas células, conferindo a estas, 

heterogeneidade de suas funções e alto grau de plasticidade para transdiferenciar 

entre perfis menos e mais inflamatório (STADHOUDERS; LUBBERTS; HENDRIKS, 

2018). No presente estudo, demonstramos que STING, um membro chave da 

maquinaria de reconhecimento de DNA citoplasmático, atua como um regulador 

negativo do estado patogênico de células TH17. Isso traz novas perspectivas sobre 

funções não-canônicas de alvos previamente considerados cruciais para respostas 

imunes inata, em células da imunidade adaptativa. 

 Embora sensores da imunidade inata sejam pouco explorados em células T, 

estudos recentes têm provado o envolvimento dessas moléculas nas respostas 

imunes induzida por estas células.  Nesse sentido, NLRP12, membro dos receptores 

NLR, foi recentemente descrito por atenuar respostas mediadas por células TH17 via 

inibição da ativação de STAT3. Neste aspecto, foi demonstrado que animais Nlrp12-/- 

desenvolvem uma forma exacerbada de artrite experimental, caracterizada por 

intensa resposta TH17 (PRADO et al., 2020). Adicionalmente, tem sido demonstrado 

que outro membro dessa família de receptores, o NLRP1, limita a diferenciação e 

função de células TH17 nos estágios iniciais do diabetes tipo I (COSTA et al., 2021). 

Outro grupo reportou que o sensor inato AIM2, geralmente associado a montagem e 

ativação de inflamassoma no compartimento mielóide, possui um papel intrínseco e 

independente de inflamassoma em induzir a oxidação de lipídios em células Treg, 

favorecendo a estabilidade e função supressora dessas células (CHOU et al., 2021). 

Esses achados revelam que moléculas originalmente inerentes a respostas inatas 

podem apresentar versatilidade funcional de acordo com o tipo celular. 

 IL-6 e TGFb são indutores essenciais para geração de células TH17 

convencionais, as quais são ineficazes em promover inflamação (BETTELLI et al., 

2006; MCGEACHY et al., 2007). Por outro lado, embora IL-23 não estimule a 

diferenciação de células TH17, essa citocina tem um papel fundamental para indução 

de um programa inflamatório em células TH17, denominadas patogênicas (LANGRISH 

et al., 2005; MCGEACHY et al., 2009). Nossos resultados demonstram que células 
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TH17 expressam STING (Tmem173), e que sua ativação, inesperadamente, levou a 

redução na expressão de IL-17A e aumento na produção da citocina anti-inflamatória 

IL-10 por estas células. Em corroboração, vimos que a expressão de Il23r, que codifica 

IL-23R e é fundamental para aquisição de funções inflamatórias, tem sua expressão 

reduzida após a ativação de STING. Desta forma, assumimos que STING controla o 

programa patogênico TH17. De fato, a deficiência de STING per se, causou um 

aumento na produção de IL-17A por estas células, sugerindo que STING está sendo 

ativado durante a ativação/diferenciação in vitro. Especulamos que ácidos nucleicos 

liberados por células que eventualmente morrem ao longo do processo de ativação 

são potenciais ligantes endógenos para ativação de STING em nossas condições 

experimentais. Nesse aspecto, Imanishi e colegas (2014) demonstraram que ácidos 

nucleicos podem induzir diretamente a diferenciação de células TH2 e amplificação de 

processos alérgicos (IMANISHI et al., 2014). Além disso, sabe-se que o eventual 

estresse celular induz a liberação de DNA mitocondrial, o qual foi previamente 

demonstrado ativar a via de sinalização de STING (WEST et al., 2015). Esses tópicos 

são de nosso interesse e necessitam de futuras investigações. 

 Um dos mecanismos observados nesse estudo é a habilidade de STING induzir 

a produção de IL-10 por células TH17. IL-10 desempenha seus efeitos supressores 

em células da imunidade inata e adaptativa para limitar a inflamação e manter a 

homeostase tecidual, e sua expressão envolve circuitos regulatórios que dependem 

do contexto em que a célula se encontra (ZHANG; KUCHROO, 2019). Vários fatores 

de transcrição estão associados a expressão de IL-10, incluindo Blimp-1 e AhR. 

Nossos dados demonstram que Blimp-1 é dispensável para a produção de IL-10 

induzida por STING em células TH17, mas por outro lado, mostramos que AhR é 

majoritariamente responsável pela expressão de IL-10 induzida pela ativação de 

STING nestas células. 

Blimp-1 é crucial para produção de IL-10 em células TH1 após estimulação com 

IL-12 e IL-27 em contexto de infecção por Toxoplasma gondii (NEUMANN et al., 2014). 

Adicionalmente, Heinemann e colaboradores (2014) demonstraram que células 

comprometidas ao perfil TH17 quando expostas à IL-27, passam a produzir IL-10 de 

maneira dependente de Blimp-1 (HEINEMANN et al., 2014). Esses estudos revelam 

que IL-27 é importante indutora da expressão de Blimp-1, a qual é perdida na 

presença de TGFb. Por outro lado, a presença de TGFb promove a expressão de AhR, 

que está associado a geração de células TR1 IL-10+ (APETOH et al., 2010; 
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VELDHOEN et al., 2008). Os fatos descritos dão suporte a ideia de que células TH17, 

devido sua plasticidade, são capazes de alterar seu perfil transcricional de acordo com 

o microambiente, por exemplo, podendo adquirir diferentes mecanismos para 

expressão de IL-10.  

Os trabalhos de Neumann et al., (2014) e Heinemann et al. (2014), juntamente 

aos nossos achados, provam que AhR é expresso quase que exclusivamente por 

células TH17, enquanto que células TH1 expressam altos níveis de Blimp-1. 

Curiosamente, demonstramos que a ativação de STING não medeia a produção de 

IL-10 em células TH1, o que soma ao fato de que Blimp-1 não é um efetor downstream 

da ativação de STING necessário para produção de IL-10. Curiosamente, mostramos 

que a alta expressão de STING está associada aos maiores níveis de AhR em células 

cTH17. Nesse cenário, AhR se mostrou essencial para a expressão de IL-10 induzida 

por STING em células TH17, uma vez que a inibição ou deficiência de AhR reverteu 

quase que completamente a produção de IL-10. Contudo, não podemos descartar 

mecanismos adicionais nesse processo. Por exemplo, STING também pode ativar NF-

kB, que é amplamente descrito por induzir a expressão de citocinas inflamatórias, mas 

que também foi demonstrado mediar a produção de IL-10 em macrófagos (SARAIVA 

et al., 2005). Se a ativação de STING pode regular a expressão de IL-10 via indução 

de NF-kB em células TH17 ainda é desconhecido. 

Tem sido demonstrado que AhR pode promover a diferenciação de células Treg 

e TH17 de acordo com o ligante, indicando que AhR pode mediar funções reguladoras 

dependendo do contexto (QUINTANA et al., 2008). De fato, AhR tem sido amplamente 

associado a produção de IL-10 em determinados tipos celulares, incluído células TR1-

exTH17, além de ser considerado um marcador de células TH17 não-patogênicas 

(APETOH et al., 2010; GAGLIANI et al., 2015; LEE et al., 2012). Nossos experimentos 

evidenciam claramente que a via de AhR é induzida diante a ativação de STING, 

observada pelo aumento na expressão de Cyp1a1 e redução da expressão proteica 

de AhR em tempos tardios das culturas in vitro, que provavelmente ocorre devido a 

degradação proteossômica subsequente à sua ativação (DAVARINOS; POLLENZ, 

1999).  

Uma das limitações desse estudo é que não conseguimos desvendar o 

mecanismo pelo qual STING induz a ativação de AhR. Embora uma possível interação 

física entre STING-AhR não possa ser excluída, acreditamos que pelo fato de AhR 

ser um fator de transcrição ativado por ligante, é plausível hipotetizarmos que STING 
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pode ativar AhR, indiretamente, por induzir a produção de agonistas endógenos. 

Nesse cenário, sabe-se que vias do metabolismo do triptofano, tanto a via das 

quinureninas como a via da serotonina, são descritas por gerarem metabólitos que 

agem como agonistas de AhR e que são pouco exploradas quanto aos seus papéis 

intrínsecos em células T (GUTIÉRREZ-VÁZQUEZ; QUINTANA, 2018). De fato, esse 

tópico é atualmente alvo de nossas investigações. 

Em corroboração com os nossos achados, foi recentemente demonstrado que 

células B reguladoras (Breg) produzem IL-10 e IL-35 de modo dependente da ativação 

de STING como mecanismo de reduzir as funções efetoras inflamatórias de células 

NK no microambiente tumoral (LI et al., 2022). Embora em contextos distintos, esse 

achado juntamente aos nossos resultados e de outros grupos (AHN et al., 2017; 

CANESSO et al., 2018), confirmam que STING é capaz de induzir respostas 

imunorreguladoras. De fato, é sabido que células B respondem a diversos estímulos 

produzindo IL-10, cuja produção está associada a uma maior taxa de metabolismo 

mitocondrial oxidativo (OXPHOS) (CATALÁN et al., 2021; ZHU et al., 2022).  

A dependência metabólica diferencial entre os estados funcionais de células 

TH17 ainda é um tópico pouco explorado. Omenetti e colaboradores demonstraram 

que células TH17 homeostáticas induzidas pela microbiota comensal, apresentam um 

perfil quiescente, dependendo essencialmente de OXPHOS para suas demandas 

metabólicas, enquanto células TH17 inflamatórias induzidas pelo patógeno Citrobacter 

rodentium apresentam atividade metabólica intensa, incluindo altas taxas de glicólise 

(OMENETTI et al., 2019). Ao comparar dados de scRNA-seq de células cTH17 e 

células pTH17, Wagner e colegas (2021) observaram que células com perfil menos 

patogênico apresentam uma maior expressão de componentes da FAO, que está 

diretamente associada a OXPHOS (WAGNER et al., 2021). Neste cenário, 

observamos que a ativação de STING em células TH17 induz a aquisição de um perfil 

não-patogênico acompanhado de um aumento substancial no consumo de oxigênio, 

que é um reflexo de maiores taxas de OXPHOS. De maneira geral, FAO e OXPHOS 

são processos que têm sido associados a funções imunossupressoras, como àquelas 

mediadas por células Treg (HOWIE et al., 2017; MICHALEK et al., 2011). Entretanto, a 

atribuição de vias metabólicas ao fenótipo e funções de células T é algo complexo e 

que devem ser consideradas como processos dinâmicos que ocorrem de acordo com 

o contexto (BRAUN, 2021). Logo, ainda não está claro se a reprogramação metabólica 

direcionada à OXPHOS observada após a ativação de STING é causa ou 
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consequência da perda do potencial patogênico de células TH17 e merece 

investigações adicionais. 

A sinalização clássica de STING culmina na fosforilação e subsequente 

migração de IRF3 para o núcleo das células, onde promove a expressão de IFNs do 

tipo I (TANAKA; CHEN, 2012). Sabe-se que IFNb age diretamente em células TH17, 

através de seu receptor IFNAR, limitando a função inflamatória destas células 

(RAMGOLAM et al., 2009; ZHANG et al., 2011a). No presente estudo, vimos que o 

sinalossoma formado após a ativação de STING é funcional em células TH17 e 

culmina na expressão de Ifnb1, contudo, notamos que a sinalização de receptores 

IFNAR é dispensável para a redução dos níveis de IL-17A induzida por STING.  

De modo interessante, De Lendonck e colaboradores (2013) demonstraram 

que IRF3 pode conter a expressão de IL-17A em células T CD8+ por interagir 

diretamente com Rorgt e limitar seu recrutamento para a região CNS2 do gene Il17a 

(YSEBRANT DE LENDONCK et al., 2013). De fato, a ligação de Rorgt a esta região 

enhancer é crucial para dar início a transcrição de Il17a (WANG et al., 2012). Nossos 

resultados de imunoprecipitação confirmaram que em células TH17, IRF3 forma um 

complexo com Rorgt e que a ativação de STING não tem impacto nessa interação 

física. Sabe-se que a fosforilação de IRF3 é essencial para sua atividade transcricional 

no núcleo, onde forma complexos com os coativadores CBP/p300 para promover a 

transcrição de genes alvos (CHEN et al., 2008). Nesse sentido, observamos que após 

ativação de STING, a forma ativa/fosforilada de IRF3 estava quase que 

exclusivamente presente na fração nuclear de células TH17, que curiosamente 

coincide com os altos níveis de expressão de Rorgt no mesmo compartimento celular. 

Em corroboração, a deficiência de STING aboliu a localização de fosfo-IRF3 nuclear, 

indicando a importância de STING nesse processo. 

Vale ressaltar que observamos níveis basais de IRF3 inativo no núcleo de 

células TH17 células. De fato, IRF3 está presente no citoplasma na sua forma 

monomérica em um estado inibitório, porém, devido a presença constitutiva de sinais 

de localização e exportação nuclear, IRF3 mesmo inativo consegue transitar entre 

ambos compartimentos. Contudo, apenas a forma ativa desempenha atividade 

transcricional (KUMAR et al., 2000; ZHU et al., 2015). Nossos experimentos com 

ensaio de ChIP confirmaram que a ativação de STING em células TH17 limita a ligação 

de Rorgt à região CNS2 do gene Il17a, cujo achado é corroborado por estudo prévio 
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(YSEBRANT DE LENDONCK et al., 2013). Levando os fatos anteriores em 

consideração, é possível que somente a forma ativa de IRF3 nuclear seja necessária 

para inibir a atividade transcricional de Rorgt sobre a região CNS2 do gene Il17a após 

a ativação de STING. Nossos achados também demonstram que a ativação de STING 

acompanha redução na expressão de Il23r, um outro alvo de Rorgt essencial para o 

programa patogênico de células TH17 (CIOFANI et al., 2012; GHORESCHI et al., 

2010; XIAO et al., 2014). Entretanto, se a ativação de STING reduz a expressão de 

Il23r por limitar diretamente a ligação de Rorgt à região promotora de Il23r ou por um 

mecanismo indireto ainda não foi explorado. 

O papel intrínseco de STING na biologia de células T é pouco descrito. 

Evidências demonstram que a sinalização de STING pode induzir efeitos anti-

proliferativo e pro-apoptótico em células T submetidas apenas a ativação do TCR in 

vitro (CERBONI et al., 2017; GULEN et al., 2017; LARKIN et al., 2017). Contudo, além 

do sinal de ativação via TCR, sabe-se que o milieu de citocinas tem implicações 

importantes sobre a sobrevivência, diferenciação e funções das células T. Nesse 

contexto, a citocina IL-6 que é crucial para geração e função de células TH17, foi 

descrita por promover sobrevivência e prevenir morte de células T sem interferir no 

processo de ativação (ADKINS et al., 1996; AYROLDI et al., 1998). Logo, isso sugere 

que o efeito pro-apoptótico induzido por STING pode ser contrabalanceado por sinais 

de sobrevivência induzidos por citocinas em células T de acordo com o contexto em 

que estão inseridas, especialmente em doenças inflamatórias crônicas. De fato, a 

contribuição de STING para processos celulares intrínsecos, como morte celular, 

proliferação, diferenciação, produção de citocinas e metabolismo, parece mudar de 

acordo com o tipo de célula imune, o que requer estudos adicionais. 

Nos últimos anos, STING tem ganhado atenção devido a diversidade de 

funções biológicas que pode exercer (LI; WILSON; KISS-TOTH, 2017). Atualmente, 

sabe-se que além de se ligar ao STING endógeno, os CDNs produzidos por células 

viáveis podem ser transferidos e transportados para ativação de STING em células 

adjacentes. Ablasser e colegas (2013) foram os primeiros a demonstrar que junções 

comunicantes, que são canais intercelulares formados por proteínas conexinas, 

medeiam a transferência de cGAMP para células vizinhas como forma de amplificar a 

atividade antiviral (ABLASSER et al., 2013b). Além disso, estudo mais recente tem 

mostrado que células tumorais são capazes de produzir e exportar continuamente 
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moléculas de cGAMP para o meio extracelular, as quais atuam como sinal de perigo 

para células imunes do microambiente (CAROZZA et al., 2020).  

Recentemente, alguns estudos revelaram que CDNs podem ainda ser 

importados por células vizinhas ou distantes através de transportadores, como o 

LRRC8, SLC19A1 e SLC46A2, os quais possuem especificidade diferentes de acordo 

com a espécie e tipo celular, incluindo células imunes (CORDOVA et al., 2021; LAHEY 

et al., 2020; LUTEIJN et al., 2019; RITCHIE et al., 2019; ZHOU et al., 2020). Nesse 

cenário, Concepcion e colegas (2022) demonstraram que o transportador LRRC8C é 

altamente expresso por células T, nas quais medeia a importação de cGAMP e 

ativação de STING (CONCEPCION et al., 2022). De modo interessante, a deficiência 

de LRRC8C em células T promoveu maior eficiência de resposta antiviral mediada por 

células T contra influenza A, além de causar exacerbação da neuroinflamação 

autoimune no modelo de EAE. Curiosamente, nestes experimentos os autores 

demonstraram que células T deficientes de LRRC8C infiltrantes do CNS de animais 

com EAE apresentavam maior habilidade em produzir IL-17A. Esses dados vão ao 

encontro da ideia de que o dano tecidual e o processo inflamatório acompanham a 

liberação e produção de ligantes de STING, os quais podem ser importados por 

células imunes adjacentes. Uma das limitações do presente estudo é a falta de 

experimentação in vivo para avaliar a função intrínseca de STING em células TH17 

em um contexto de doença. Entretanto, o estudo mencionado anteriormente 

juntamente aos nossos achados in vitro, evidenciam que a ativação de STING em 

células T (especificamente células TH17) promove reprogramação para um perfil 

menos patogênico, com menor potencial em produzir mediadores inflamatórios. Isso 

foi ainda corroborado por Zhao e colaboradores (2019), os quais mostraram que a 

deficiência de STING per se induziu aumento no infiltrado de células TH17 no 

pâncreas, exacerbação da inflamação e indução de fibrose em modelo de pancreatite 

crônica em camundongos (ZHAO et al., 2019). De modo interessante, o tratamento 

com anti-IL17A em animais STING KO foi suficiente para reverter os parâmetros 

clínicos da doença. Isso evidencia o papel da IL-17A no desenvolvimento da 

pancreatite crônica e que a ativação de STING pode ser uma potencial estratégia 

terapêutica para a inflamação mediada por células TH17. 

Em uma abordagem translacional, investigamos se a ativação de STING regula 

o potencial patogênico em células TH17 humanas. Para isso utilizamos c-di-

AM(PS)2(Rp, Rp), também conhecido como ADU-S100 e MIW815, um análogo de 
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CDNs naturais resistente a degradação por fosfodiesterases e que, em relação aos 

CDNs não modificados, possui maior afinidade de ligação e potência para ativar 

STING tanto de camundongos como de humanos (CORRALES et al., 2015). Nossos 

resultados demonstraram que a ativação de STING inibe a capacidade de produção 

de IL-17A em células TH17 humanas sem alterar a expressão de Rorgt, além de reduzir 

os níveis de mRNA de IL23R. Isso recapitula os efeitos observados em células 

murinas. Os efeitos da ativação de STING sobre a expressão de IL10 em células TH17 

humanas se demonstraram inconclusivos, possivelmente devido a diferenças na 

dinâmica de diferenciação in vitro entre células murinas e humanas. Por exemplo, é 

provável que o timepoint ideal pra avaliação da expressão de IL10 em células TH17 

humanas seja outro, além disso, é possível também que as condições utilizadas para 

geração de células TH17 humanas in vitro não sejam ideais para expressão de IL-10. 

Por outro lado, vimos que c-di-AM(PS)2(Rp, Rp) promoveu a conversão de células IL-

17A+ em células Treg Foxp3+, sugerindo que STING medeia amplos efeitos 

imunossupressores em células TH17, não somente pela conversão em células T 

produtoras de IL-10, mas também em células Treg. Futuros experimentos poderão 

auxiliar na descoberta de mecanismos que regulam essa transdiferenciação. 

Ensaios pré-clínicos com injeções intratumorais de ADU-S100 demonstraram 

importante atividade antitumoral por aumentar a ativação de células dendríticas que 

induzem respostas de células T CD8+ antígeno-específicas (CORRALES et al., 2015; 

SIVICK et al., 2018). A obtenção de resultados promissores levou ADU-S100 a 

avançar para estudos clínicos. Em estudo de fase I (NCT02675439) com pacientes 

com tumores sólidos e linfomas avançados/metastáticos, a monoterapia com ADU-

S100 foi bem tolerada e não induziu toxicidade, entretanto, demonstrou uma eficácia 

limitada (MERIC-BERNSTAM et al., 2022). Além disso, um outro ensaio clínico de 

fase II (NCT03937141) revelou que a combinação de ADU-S100 com o anti-PD1 

pembrolizumab (Keytruda) no tratamento de carcinoma de cabeça e pescoço de 

células escamosas (recorrente ou metastático), também foi bem tolerado, mas não 

promoveu atividade antitumoral substancial (ZANDBERG et al., 2020), 

(fonte: www.clinicaltrials.gov). Estes dados evidenciam desafios atrelados ao 

desenvolvimento e uso clínico de agonistas de STING, cujos efeitos divergentes 

podem estar associados a heterogeneidade de expressão e papel dicotômico de 

STING de acordo com o tipo celular. Isso reforça a necessidade de avaliação 

cautelosa dos efeitos diferenciais da ativação de STING sobre cada população de 
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células imunes. Nesse aspecto, embora não haja estudos clínicos com agonistas de 

STING em doenças inflamatórias, tem sido demonstrado que o tratamento sistêmico 

com CDNs promove respostas terapêuticas em animais com EAE (JOHNSON et al., 

2021; LEMOS et al., 2014). Logo, os efeitos da ativação de STING podem ocorrer de 

forma dependente do estágio e contexto da doença (ex. doenças autoimunes, 

infecções, tumores e doenças inflamatórias crônicas) e devem ser levados em 

consideração ao determinar o potencial terapêutico dos agonistas de STING. 

Estudos recentes, juntamente aos nossos resultados, sugerem que STING 

pode desempenhar funções distintas de acordo com o tipo de célula imune. 

Demonstramos nesse estudo que esta proteína da maquinaria de reconhecimento de 

DNA citoplasmático funciona como um repressor do programa patogênico de células 

TH17, e vimos que há pelo menos dois mecanismos distintos envolvidos nesse 

processo: a produção de IL-10 via ativação de AhR e inibição da atividade de Rorgt 

sobre a transcrição de Il17a. Investigações futuras utilizando animais knockout 

condicionais e modelos de doenças mediada por células TH17 são importantes para 

determinar a extensão e relevância desses achados, além de desvendar mecanismos 

paralelos envolvidos. Ainda, vimos que a atividade de STING também está 

inversamente ligada ao perfil inflamatório de células TH17 humanas, o que abre 

perspectivas em determinar a associação clínica de STING em pacientes com 

doenças inflamatórias caracterizadas por respostas TH17 (ex. esclerose múltipla, 

artrite reumatoide e psoríase) em diferentes estágios e grau de gravidade da doença. 

Portanto, este estudo acrescenta novas perspectivas quanto a versatilidade de 

STING em regular as respostas imunes, o qual contribuirá para investigação 

continuada sobre o circuito imunorregulador induzido por STING em células TH17 e 

outras subpopulações. Logo, STING pode representar potencial alvo terapêutico para 

doenças inflamatórias crônicas. 
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Tendo em vista os achados descritos neste trabalho, podemos concluir que 

STING é capaz de induzir a reprogramação de células TH17 para um perfil com menor 

potencial patogênico, sendo sua expressão inversamente associada a patogenicidade 

destas células. Vale ressaltar que esse fenômeno ocorre de forma independente da 

sinalização de IFN do tipo I.  

Mecanisticamente, a ativação de STING em células TH17 leva a ativação de 

AhR por um mecanismo ainda desconhecido, cuja atividade transcricional é 

majoritariamente responsável por induzir a expressão de IL-10. Concomitantemente, 

a ativação de STING promove diminuição na produção de IL-17A e menor expressão 

de Il23r por meio de um mecanismo alternativo independente de AhR. Nesse cenário, 

nossos dados demonstram que após ativação de STING, o fator de transcrição IRF3 

é ativado, o qual é capaz de interagir fisicamente com Rorgt. Deste modo, a ativação 

de STING limita a ligação de Rorgt à região enhancer CNS2 do gene Il17a, culminando 

em reduzida expressão de IL-17A. De modo interessante, a ativação de STING em 

células TH17 humanas recapitula os efeitos observados em células murinas (Figura 
27).  

Nossos dados implicam que STING possui um papel intrínseco em limitar o 

estado patogênico de células TH17, sugerindo que STING pode ser um importante 

alvo farmacológico para doenças inflamatórias, cuja patogênese envolva respostas 

mediadas por células TH17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Representação esquemática dos mecanismos pelos quais STING regula a 
patogenicidade de células TH17. A ativação de STING induz a produção de IL-10 de modo 
parcialmente dependente da atividade de AhR em células TH17. Em paralelo, STING é capaz de reduzir 
a atividade transcricional de Rorgt sobre a região CNS2 do gene Il17a, culminando em menor produção 
desta citocina.
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Anexo 5 – Aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal 
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