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"Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.

Now is the time to understand more, so that we may fear less."

Marie Curie
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RESUMO

Acidos nucléicos s&do carreadores essenciais da informagéo genética dos organismos
vivos. Sabe-se que o processo inflamatério com lesao tecidual resulta em liberagao
de fragmentos de DNA que podem ativar respostas imunes. A proteina STING
(STimulator of INterferon Genes) € um importante componente intracelular da
maquinaria de reconhecimento de DNA citoplasmatico, microbiano ou proprio,
promovendo classicamente a expressao de IFNs do tipo |. Contudo, a sinalizagéo
STING esta majoritariamente associada a respostas imunes inatas, sendo pouco
explorada em células da imunidade adaptativa. Células Th17 compreendem uma
subpopulagao de linfécitos T CD4 implicada na defesa do hospedeiro contra bactérias
extracelulares e fungos, mas também por promover inflamagdo em doencgas
autoimunes. Fatores externos e/ou intrinsecos tém sido descritos por promover
modificagdes transcricionais, epigenéticas e pds-traducionais que regulam o estado
funcional destas células. De fato, as células Tu17 tém 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 patogénico
de células Th17. Inicialmente, observamos que STING é expresso e funcional em
células Tu17 e sua ativacado é capaz de limitar a produgdo de IL-17A, enquanto
aumenta a expressao de IL-10 in vitro. Curiosamente, demonstramos que as células
Tw17 nao-patogénicas expressam niveis mais elevados de STING do que aquelas
ativadas em condi¢des patogénicas. De acordo, a atividade de STING acompanha
reduzida expressédo do marcador patogénico //23r e aumento na expressao de /70 e
Cdbl, os quais estado associados ao estado ndo-patogénico de células Th17. Ainda,
observamos que os efeitos induzidos por STING ocorrem de forma independente da
sinalizacdo de IFNs do tipo |. Mecanisticamente, vimos que a produgao de IL-10
induzida por STING requer parcialmente a sinalizagao do receptor AhR. Em paralelo,
Roryt e IRF3 sdo capazes de interagir entre si, e que a forma ativa de IRF3 encontra-
se no nucleo de células Tu17 exclusivamente apds ativacao de STING. Neste cenario,

a localizagdo de IRF3 ativado no nucleo coincide com a alta express&o de Roryt neste



compartimento. De fato, observamos que a sinalizagdo desencadeada por STING
reduz a ligagao de Roryt a regido CNS2 no gene //17a, que é crucial para a transcri¢ao
e expresséo de IL-17A. Em uma abordagem translacional, observamos que células
Tu17 humanas ativadas com agonistas de STING in vitro recapitulam os efeitos
observados em células murinas. Portanto, nossos achados revelam um papel
intrinseco de STING em limitar o programa patogénico de células Tn17, propondo-o
como um importante alvo farmacoldgico para doengas inflamatorias mediadas por

células TH17.

Palavras-chave: células Th17. Patogenicidade. STING. AhR. IL-10. Roryt. IRF3.
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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 | 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 Ty17 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 Tu17 cells express higher levels
of STING than those activated under pathogenic conditions. Accordingly, STING
activity accompanies reduced expression of the pathogenic marker //23r and increased
expression of //70 and Cdbl, which are associated with the non-pathogenic state of
Tu17 cells. Furthermore, we observed that STING-induced effects occur independently
of type | IFN signaling. Mechanistically, we noticed that STING-induced IL-10
production partially requires AhR receptor signaling. In parallel, Roryt 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 Roryt in this

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



binding to the CNS2 region in the //17a 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 Tw17 cells, proposing it as an important pharmacological target for
inflammatory diseases mediated by Tu17 cells.

Keywords: Th17 cells. pathogenicity. STING. AhR. IL-10. Roryt. IRF3.
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1.1. Avia de sinalizagao de STING e suas fun¢des

O sistema imune inato compreende a primeira linha de defesa de um
hospedeiro, reconhecendo infec¢bes microbianas por meio de receptores de
reconhecimento padrédo (Pattern Recognition Receptors; PRRs). Esses receptores
reconhecem estruturas conservadas importantes para o ciclo de vida dos patdégenos
chamadas de padrées moleculares associadas a patdégenos (Pathogen-Associated
Molecular Patterns; PAMPs), cujo processo desencadeia vias de sinalizagédo
intracelular que culmina na ativagao de fatores de transcricdo e producéao de citocinas
para conter a infeccdo (BRUBAKER et al., 2015). Desta forma a resposta imune inata
auxilia ainda a geragado de uma resposta adaptativa eficiente.

Uma variedade de PRRs s&o descritos atualmente, incluindo receptores do tipo
Toll (TLRs), os similares ao dominio de oligomerizagéo ligante de nucleotideo (NLRs)
e do tipo RIG-I (RLRs), os quais diferem quanto ao compartimento celular em que
estdo localizados, bem como a natureza do PAMP e tipo de patdégeno que reconhecem
(KANNEGANTI, 2020). Por exemplo, a entrada da maioria de virus e bactérias nas
células hospedeiras ocorre por endocitose, e nesse contexto, os TLRs 3,7, 8,9 e 13
estdo localizados em endolisossomos com a finalidade de reagirem a distintos acidos
nucleicos derivados destes patégenos (FITZGERALD; KAGAN, 2020). Enquanto isso,
sensores do tipo RLRs (ex. RIG-I, MDAS e LGP2) reconhecem RNA de fita unica
(single-stranded RNA; ssRNA) ou dupla fita (double-stranded RNA; dsRNA) liberados
no citoplasma das células hospedeiras no curso de uma infeccdo (REHWINKEL;
GACK, 2020). Logo, considerando que microrganismos invasores utilizam DNA e/ou
RNA para replicagdo (ex. virus), liberando o genoma no citoplasma de células
hospedeiras, o reconhecimento de acidos nucleicos surgiu como importante
mecanismo da imunidade inata para iniciar as respostas antimicrobianas (TAN et al.,
2018).

Sob condigdes fisiologicas, as moléculas de DNA em células eucariotas estao
confinadas ao nucleo e mitocéndrias, e, portanto, o acumulo de DNA no citoplasma
pode ser indicativo de infeccdo. Além disso, eventual estresse e dano celular pode
acarretar na liberacado de DNA proprio do hospedeiro, que passa a atuar como um
sinal endogeno de perigo ou padrdo molecular associado ao dado (damage-
associated molecular pattern;, DAMP). Em ambos os casos, DNA citoplasmatico
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préprio ou de origem microbiana sdo capazes de ativar sensores de DNA no
citoplasma para induzir respostas imunes robustas (WU; CHEN, 2014).

Neste cenario, destacam-se duas importantes vias para reconhecimento de
DNA citoplasmatico, as quais envolvem a proteina ausente em melanoma 2 (absent
in melanoma 2; AIM2) e a ativagao do Estimulador de Genes de Interferon (Stimulator
of Interferon Genes; STING). A ativacdo de AIM2 por DNA leva ao recrutamento da
proteina ASC para formacao do complexo inflamassoma, desta forma, permite a
ativacdo de caspase-1 para maturagdo e produgao de IL-1B e IL-18 por clivagem
proteolitica, bem como indugéo de piroptose (KUMARI et al., 2020). Por outro lado, a
ativacado da via de sinalizagdo de STING ocorre principalmente por intermédio de
sensores de DNA como a GMP-AMP ciclico sintase (cyclic GMP-AMP synthase;
cGAS), que medeia a produgao de dinucleotideos ciclicos que se ligam ao STING,
desencadeando a ativagao da quinase 1 de ligagdo a TANK (TANK- binding kinase 1,
TBK1) e Fator Regulador de Interferon 3 (Interferon Regulatory Factor 3; IRF-3) para
a producado de interferons (IFN) do tipo | (HOPFNER; HORNUNG, 2020). Embora
AIM2 tenha um papel importante na imunidade contra patdgenos, a resposta mais
proeminente ao DNA citoplasmatico se da pela indug&o de IFNs do tipo | (ISHII et al.,
2006; STETSON; MEDZHITOV, 2006).

A proteina 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 acidos nucleicos (ISHIKAWA; BARBER, 2008; SUN et al.,
2009; ZHONG et al., 2008). STING ¢ expressa em uma variedade de células imunes
como macrofagos, células dendriticas, células natural killer (NK), e células T e B, bem
como em células ndo hematopoiéticas, incluindo células epiteliais, endoteliais e
neurénios e em diferentes tecidos como coragéo, pulméo e bago (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 proteina adaptadora composta por 379 (humano) ou 378
(camundongo) aminoacidos, que em condi¢des homeostaticas esta localizada no
citoplasma junto ao reticulo endoplasmatico (RE) na forma de homodimeros
consistindo de uma regido N-terminal, um dominio transmembrana com quatro
segmentos, uma regiao conectora, um dominio citosolico de ligagao 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).

22



Damasceno, L.E.A. Introdugao

STING pode ser ativado por diferentes sensores de DNA citoplasmaticos,
incluindo a proteina 16 induzida pelo interferon gama (interferon-gamma inducible
protein 16; IF116) (JANSSON et al., 2017; UNTERHOLZNER et al., 2010), DEAD-box
helicase 41 (DDX41) (ZHANG et al., 2011b), e cGAS (também conhecida como
MB21D1), este ultimo sendo amplamente descrito na literatura. cGAS possui um
dominio catalitico e dois sitios de ligagdo ao DNA, desta forma, cGAS é capaz de ligar-
se ao dsDNA citoplasmatico, o que a torna enzimaticamente ativa para a sintese do
dinucleotideo ciclico (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 mudangas conformacionais e a
oligomerizacdo de STING, levando ao seu translocamento do RE para
compartimentos perinucleares, como o compartimento intermediario RE-Golgi (ER-
Golgi intermediate compartments; ERGICs), o complexo de Golgi, endossomos e
autofagossomos por meio de um processo dependente de vesiculas do complexo |l
de proteinas do envoltério (coat protein complex II; COPIl) (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
interagdo ocorre (ABE et al.,, 2013). De todo modo, a ativagdo de STING & um
processo chave em resposta ao reconhecimento de dsDNA citoplasmatico.

Com sua ativacao e translocamento, STING expde o dominio CTT que serve
como sitio de ancoragem para TBK1, a qual é autofosforilada (residuo S172), promove
a fosforilagdo de STING (S366 em humano; S365 em camundongo). Além disso, uma
outra caracteristica da ativacao de STING é a palmitoilagdo dos residuos de STING
nos residuos C88 e C91 apds sua translocacéo para o complexo de Golgi, cuja
modificagdo pos-traducional € descrita como essencial para sinalizagdo de STING
(MUKAI et al., 2016). Juntamente com a ativagdo de STING, TBK1 também estimula
o recrutamento e fosforilagdo (S396) do fator de transcricdo IRF3 (CHEN; SUN;
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CHEN, 2016; TANAKA; CHEN, 2012; ZHANG et al.,, 2019), o que promove a
dimerizagao de IRF3, seguido de translocagéo para o nucleo, onde inicia a transcrigéo
de genes inerentes a resposta imune inata, com destaque para os IFNs do tipo | (LIU
et al., 2015; TANAKA; CHEN, 2012). De uma forma menos expressiva, a ativagdo do
eixo STING-TBK1 é capaz de recrutar a quinase IkB (/xB kinase; IKK), que por sua
vez fosforila o inibidor do fator nuclear B (nuclear factor-kB (NF-xB) inhibitor; 1xBa),
facilitando a ativagéo e translocamento nuclear de NF-kB para transcricdo de genes
inflamatorios (ABE; BARBER, 2014; DUNPHY et al., 2018). Entretanto, a montagem
do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 representa a via candnica de ativagao de STING.

Os IFNs do tipo I, com destaque para IFNa e IFN, séo citocinas pleiotrépicas
que agem de forma paracrina e autocrina por meio de sua ligagdo a receptores
heterodimericos IFNAR1 e IFNARZ2, culminando na ativacdo da quinase Janus 1
(Janus kinase 1; JAK1) e tirosina quinase 2 (tyrosine kinase 2; TYK2) (STARK;
DARNELL, 2012). Essas quinases promovem a fosforilagdo dos transdutores de sinal
e ativadores de transcricdo 1 (signal transducers and activators of transcription 1;
STAT1) e 2 (STAT2), os quais formam heterodimeros e translocam para nucleo, onde
induzem a expressédo de genes estimulados por IFN (IFN stimulated genes; 1SGs)
(SCHNEIDER; CHEVILLOTTE; RICE, 2014; STANIFER; PERVOLARAKI; BOULANT,
2019). As proteinas codificadas pelos ISGs medeiam diversos mecanismos de
combate a infeccdo, como bloqueando a traducdo de proteinas virais, impedindo a
replicagéo viral e induzindo a degradacéo de acidos nucleicos virais além de regular
quimiotaxia, migragao e proliferagao celular (CHEN; LIU; CAO, 2017; SCHOGGINS,
2019).

Além de promover o estado antiviral na célula, a cascada de sinalizag&o
induzida por IFN do tipo | compreende ainda outras vias que promovem a expressao
de efetores antibacterianos, outras citocinas, quimiocinas e moléculas metabdlicas, o
que faz da sinalizacdo mediada pro IFN do tipo | diversa, com funcbes pro-
inflamatorias e anti-inflamatérias (IVASHKIV; DONLIN, 2014). Por exemplo, IFNs do
tipo | s&o descritos por induzir a produgdo 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 sinalizacdo de STING apontaram sua importante
funcdo na defesa do hospedeiro a infecgcbes. Posteriormente, observou-se que em
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alguns contextos, o acumulo de DNA préprio citoplasmatico devido a disfungdes em
exonucleases que degradam eventual DNA presente no citoplasma ou mutagdes na
proteina STING, estaria associado ao surgimento de doengas auto-inflamatérias,
caracterizada por uma producdo excessiva de IFN do tipo |, denominadas
interferonopatias do tipo | (CROW; STETSON, 2022). O exemplo mais proeminente &
a rara vasculopatia associada ao STING com inicio durante a infancia (STING-
Associated Vasculopathy With Onset in Infancy; SAVI), que ocorre devido a uma
mutacgéo de ganho de fungédo de STING que constitutivamente promove produgao de
IFN do tipo | e surgimento de inflamagao sistémica com doenga pulmonar intersticial,
lesbes na pele e vasculopatia grave (LIU et al., 2014). Nesse sentido, cientistas
geraram animais com a mutagdo N153S em STING (que corresponde a N154S em
humanos) como modelo experimental de SAVI, os quais compartilham caracteristicas
clinicas da doenca, entretanto, foi observado que isso ocorre de forma independente
de IFN do tipo | (LUKSCH et al., 2019; WARNER et al., 2017).

Considerando os fatos acima, evidéncias apontam para funcdes de STING
independentes da producdo de IFNs do tipo I. Por exemplo, recentemente foi
demonstrado que enquanto animais com deficiéncia total de STING sucumbem apos
a infeccdo com HSV-1, camundongos com mutagdo em STING restrita ao residuo
S365 (que é essencial para indugdo de IFN do tipo I) sédo resistentes a infec¢ao por
HSV-1, indicando que STING é crucial para conter a infeccdo de modo independente
de IFN do tipo | (YAMASHIRO et al., 2020). STING também participa diretamente de
processos celulares. Por exemplo, existem evidéncias de que quando localizado na
ERGIC, STING promove autofagia, bem como a prépria degradagao para evitar sua
ativacao excessiva. Isso ocorre por meio do recrutamento e interacdo com a cadeia
leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos (microtubule-associated light chain 3;
LC3), favorecendo a lipidagdo de LC3 e a formagdo do autofagossomo. Assim, a
degradacgao autofagica subsequente a fusdo do autofagossomo e lisossomo auxilia
na remogao de DNA e virus do citoplasma (GUI et al., 2019; LIU et al., 2019).
Adicionalmente, STING esta envolvido no controle da proliferagao celular, uma vez
que células tumorais deficientes de STING apresentam antecipagao do inicio do ciclo
celular e alto grau de instabilidade cromossdmica, concomitante com maior ativagéo
de quinase dependente de ciclina 1 (cyclin-dependent kinase 1, CDK1), favorecendo
a tumorigénese (RANOA et al., 2019).
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Os achados descritos acima demonstram o potencial de STING em mediar vias
celulares nao-canbnicas. De fato, apesar da proteina STING ser amplamente
conservada entre os filos animais, a cauda C-terminal (CTT) que é crucial para
sinalizagdo que leva a produgdo de IFNs do tipo | somente esta presente em
vertebrados, o que sugere que as fungdes de STING vao além da producdo dessas
citocinas (MARGOLIS; WILSON; VANCE, 2017).

1.2. STING como regulador da resposta imune

Sabe-se que o reconhecimento de DNA proprio pelo sistema imune pode levar
a quebra de tolerancia e promover doencas autoimunes, o que tem levado
pesquisadores a investigar como o reconhecimento de DNA enddgeno esta envolvido
nesse processo (ZHANG et al., 2022). De modo geral, a produgéo cronica de IFNs do
tipo | tem sido associado ao desenvolvimento dessas doengas.

Ldpus eritematoso sistémico (systemic lupus erythematosus; SLE) € uma
doenca autoimune crbnica que se caracteriza pelo acumulo de anticorpos anti-
nucleares contra acidos nucleicos proprios, afetando varios orgdos (KAUL et al.,
2016). Tem sido descrito que PBMCs isolados de cerca de 15% de uma coorte de
pacientes com SLE apresentam niveis elevados de 2’3’-cGAMP, enquanto nenhum
dos individuos 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 deficiéncia de STING promove niveis mais altos de auto-
anticorpos, citocinas inflamatorias e glomerulonefrite lupica em relagdo aos animais
WT MRL/Lpr, indicando uma exacerbacéo da inflamacéao sistémica. Isso sugere que
STING pode funcionar como um regulador negativo na SLE (SHARMA et al., 2015).

A esclerose multipla (multiple sclerosis; MS) € uma doenga autoimune crénica
que afeta o sistema nervoso central (SNC), causando neuroinflamagédo e
desmielinizacdo. A encefalomielite autoimune experimental (EAE) € um modelo
animal para MS, no qual camundongos s&o imunizados com o peptideo glicoproteina
da mielina de oligodendrécitos (MOGss.s5) € desenvolvem caracteristicas clinicas que
se assemelham aos da MS (BIRMPILI et al., 2022). Lemos e colegas (2014)
demonstraram que a ativagado de STING exerce um papel protetor na EAE, uma vez
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que o tratamento com nanoparticulas de DNA (DNPs) ou com o CDN c-di-GMP foram
igualmente capazes de reduzir os sinais clinicos da doenga, acompanhado da baixa
producdo de citocinas inflamatérias (ex. IL-17, IL-6 e IFNy) por esplendcitos apds
reestimulagéo antigénica com MOGas.ss in vitro (LEMOS et al., 2014). Neste cenario,
a ativacao de STING foi capaz de induzir a expressao de indoleamina 2,3-dioxigenase
1 (indoleamine 2,3 dioxygenase; IDO1) em células hematopoiéticas. Esta enzima esta
envolvida com o metabolismo de triptofano, mas também tem se destacado por suas
funcdes tolerogénicas, como a regulacdo negativa da producdo de citocinas
inflamatdrias e suprimir a resposta mediada por células T, prevenindo autoimunidade
(MUNN; MELLOR, 2013). Recentemente, outro estudo demonstrou que a abordagem
terapéutica com injecdo de microparticulas encapsuladas com o CDN cGAMP
(cGAMP MP) em animais com EAE, culminou na diminuicdo dos parametros clinicos
e inicio tardio da doenca, por induzir a producado de IL-27 através de mecanismos
dependentes e independentes de IFNs do tipo |I. De acordo, esses efeitos foram
perdidos em animais que apresentam mutagao disfuncional em STING (JOHNSON et
al., 2021).

A mucosa intestinal € uma das principais interfaces de interacdo entre a
microbiota e o hospedeiro, onde a manutengcdo da homeostase tecidual se da pelo
equilibrio entre tolerancia imunoldgica aos microrganismos comensais e resposta
imune contra patégenos (ROOKS; GARRETT, 2016). Logo, altera¢des por fatores
ambientais ou desequilibrio nas respostas imunes podem levar a inflamagao intestinal.
A microbiota intestinal secreta varios metabdlitos que controlam esses mecanismos,
além de serem a fonte de CDNs encontrados no trato gastrointestinal em condi¢des
fisiolégicas (DANILCHANKA; MEKALANOS, 2013; ROOKS; GARRETT, 2016). Nesse
cenario, Canesso e seus colaboradores (2018) demonstraram que CDNs produzidos
pela microbiota intestinal sdo capazes de ativar o eixo STING-IFN do tipo | para
manutengdo da homeostase local. Além disso, os autores observaram que a
deficiéncia de STING foi suficiente para o agravamento da colite induzida por dextran
sulfato de sodio (dextran sulfate sodium; DSS), que foi associada a baixos niveis de
IL-10 nos linfonodos mesentéricos e concentragdo aumentada de IL-17 no célon dos
animais. Adicionalmente, experimentos utilizando modelo de colite induzida por
transferéncia de células T demonstraram que células T CD4* deficientes de STING
foram suficientes para induzir inflamacao intestinal mais grave (CANESSO et al.,
2018). Em corroboragdo a estes achados, outro estudo demonstrou que CDNs
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derivados da microbiota ativam STING em fagocitos mononucleares e induzem a
producédo de IL-10 para prevenir inflamagéo e promover a homeostase intestinal (AHN
et al., 2017).

Embora os estudos destacados acima tenham esclarecido que STING pode
suprimir respostas inflamatérias, nenhum deles explorou o papel intrinseco desta
proteina em células T, as quais s&o essenciais no desenvolvimento e manutengao de
diversas doencas inflamatérias, incluindo as autoimunes (YASUDA; TAKEUCH],
HIROTA, 2019). Ainda, a producgao de IFN do tipo | € amplamente associada a fungao
de ceélulas 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 francés demonstrou
que a estimulacao in vitro de linfécitos T murinos com 10-carboximetil-9-acridanona
(70-carboxymethyl-9-acridanone; CMA), atualmente conhecido como um ativador de
STING, induziu a secrecéo de IFNJ por estas células (STORCH et al., 1986).

Nos ultimos anos, alguns estudos revelaram que a estimulagdo de TCR em
céluas T na presenga de acido 5,6-dimetilxantenona-4-acético (5,6-
dimethylxanthenone-4-acetic acid; DMXAA), um agonista sintético de STING, leva a
expresséo de IFNs do tipo | (LARKIN et al., 2017). Contudo, sabe-se que a ativagéo
do TCR nao é suficiente para que estas células adquiram funcdes relevantes nas
respostas imunes, as quais dependem do milieu de citocinas disponiveis no ambiente
para manterem-se viaveis e adquirirem distintos fenétipos que desempenham fungdes
de acordo com o contexto da resposta imune (LUCKHEERAM et al., 2012). Logo,
embora a ativagdo de STING possa levar a respostas tolerogénicas ou imunogénicas
de acordo com a doenca e o tipo de celular, ainda n&o esta bem claro sobre o seu
papel na diferenciacao e funcao de subpopulagdes de células T.

1.3. Células Th17 e sua plasticidade

Os estudos iniciais com foco na biologia de células T CD4 assumiam que apés
maturagcdo e ativagcdo, estas células eram capazes de se diferenciar em
subpopulagdes especificas estaveis que exerciam fungdes 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 apds diferenciagéo,
sdo passiveis de alteragdes transcricionais, epigenéticas e pos-traducionais induzidas
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por diversos fatores extrinsecos e intrinsecos que afetam sua fungcdo (CHANG,;
WHERRY; GOLDRATH, 2014). Atualmente, € aceito que células T possuem uma
plasticidade que reflete a heterogeneidade de suas fungdes, entretanto os
mecanismos que regulam esse processo ainda n&do estdo completamente elucidados.
Neste contexto, as células Th17 tem sido destaque por sua complexa capacidade de
transdiferenciacdo em diferentes estados funcionais de acordo com o contexto
(STADHOUDERS; LUBBERTS; HENDRIKS, 2018).

Células Tu17 estao implicadas na defesa do hospedeiro em barreiras epiteliais,
particularmente orquestrando a imunidade contra bactérias extracelulares e fungos,
bem como na manutengdo da homeostase intestinal. Por outro lado, estas células
também possuem um papel deletério no desenvolvimento de doengas inflamatorias
autoimunes (BHAUMIK; BASU, 2017; BLASCHITZ; RAFFATELLU, 2010; YASUDA,;
TAKEUCHI; HIROTA, 2019). A diferenciagdo destas células requer a interagéo
cooperativa das vias de sinalizagdo evocadas por IL-6 e TGFj, que direciona uma
ativacdo sustentada do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (Signal
Transduction and Activation of Transcription 3; STAT3), um dos primeiros fatores de
transcricdo a ser expresso durante a polarizagao de células Th17, sendo importante
para a expressao de ll17a, lI17f e 1123r, bem como de Rorc (DURANT et al., 2010;
YANG et al., 2007; YOSEF et al., 2013). Este ultimo gene codifica o receptor 6rfao
relacionado ao acido retindico gama t (Retinoic Acid-Related Orphan Receptor (ROR)
gamma t, RORyt), considerado um fator de transcricdo chave para a diferenciagéo
destas células (IVANOV et al., 2006). Além disso, um outro membro de da familia de
receptores ROR, o fator de transcricdo Roro, age em sinergismo com Roryt para
induzir a expresséo de citocinas de assinatura Th17 como IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-
22, bem como do receptor IL-23R. Essa cooperacdo € essencial para o
comprometimento ao fendétipo Tu17, ja que células T CD4 deficientes de ambos Roryt
e Rora ndo conseguem se diferenciar em células Tu17, enquanto a auséncia de
apenas um desses fatores promove apenas bloqueio parcial da diferenciagao (YANG
et al., 2008b). Adicionalmente, IL-21 é descrita por agir conjuntamente com TGFf para
geragao de células TH17 em humanos (YANG et al., 2008a).

A citocina pleiotrépica IL-17A promove seus efeitos bioldgicos 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 infecgdes bacterianas e
fungicas em mucosas, induzindo a producdo de peptideos antimicrobianos,
metaloproteinases de matriz, citocinas pro-inflamatorias e quimiocinas (MCGEACHY;
CUA; GAFFEN, 2019). Por outro lado, a producéo excessiva de IL-17A esta associada
a patogénese de doengas inflamatdrias cronicas como esclerose multipla, psoriase e
artrite reumatoide e doenga de Crohn (KUWABARA et al., 2017). Logo, a investigagéo
de mecanismos pelos quais regulam a produgéo de IL-17 pode ser benéfica para o
desenvolvimento de terapias para doencgas inflamatérias cronicas.

Células T CD4 naive ndo expressam o receptor de IL-23 (IL-23R), cuja
expressao apenas ocorre em resposta a IL-6 ao longo da polarizagao de células Ty17
(IVANOV et al., 2006; MCGEACHY et al., 2007; PARHAM et al., 2002). Constatou-se
que embora a IL-23 nado seja indutora da diferenciagdo desta subpopulagédo, essa
citocina é essencial para expansao, sobrevivéncia e estabilizacdo de células Tu17
previamente comprometidas com o fenotipo (STRITESKY; YEH; KAPLAN, 2008). De
modo interessante, polimorfismos em IL23R em humanos estdo associados a ao
desenvolvimento de doengas autoimunes (NAIR et al., 2008). Além disso, estudos
inicias evidenciaram que a IL-23 é crucial na indugdo do programa patogénico de
células Th17. A IL-23 é uma citocina heterodimérica composta por uma subunidade
prépria (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 doengas autoimunes foi evidenciando quando se observou que
animais deficientes de p19, mas ndo de p35, eram resistentes ao desenvolvimento da
EAE (CUA et al., 2003). Posteriormente, por meio de experimentos com transferéncia
adotiva de células T, Langrish e colaboradores (2005) demonstraram que linfocitos T
CD4" reestimulados com antigeno na presenga de IL-23 expandiam, produziam IL-17
e eficazmente promoviam EAE, enquanto a exposicdo a IL-12 n&o induzia
neuroinflamacédo (LANGRISH et al., 2005). Logo, assumiu-se que células Tnu17
requerem IL-23 para aquisicdo de suas funcgdes patogénicas (MCGEACHY et al.,
2009). Por exemplo, a sinalizagdo de IL-23 promove fun¢do encefalitogénica por
induzir células Tu17 a produzir GM-CSF no SNC, que age em células mieldides para
amplificagdo da neuroinflamagéo (EL-BEHI et al., 2011).

Nos ultimos anos tem sido demonstrado que estas células s&o um grupo
heterogéneo que compreende um espectro de estados funcionais, que podem ir de

um fendtipo com menor ou maior potencial patogénico. Como dito, IL-6 + TGF3 sdo
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fatores que induzem a geracdo de células Th17 convencionais (cTnh17), também
denominadas n&o-patogénicas, por falharem em promover inflamagdo tecidual
(BETTELLI et al., 2006; MCGEACHY et al., 2007). Por outro lado, a exposigcdo de
células T CD4 a combinagdo IL-6 + IL-1p + IL-23 induz um perfil patogénico (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 aquisi¢ao de fungdes
patogénicas ndo ocorre somente pelo aumento da expresséo de genes inflamatérios
associados a resposta Tu17 (ex. lI123r, lI17a, I117f, Tbx21, Csf2), mas também pela
reducdo na expressao de genes do moédulo regulador (ex. /10, 119, Ahr, Maf)
(GHORESCHI et al., 2010; LEE et al., 2012).

Utilizando a tecnologia de sequenciamento de RNA de célula unica (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 condi¢des para cTH17 e pTu17 in vitro (GAUBLOMME et al., 2015). Neste caso,
células do LN sao consideradas pouco ou n&o-patogénicas e precursoras de células
Tw17, as quais posteriormente adquirem um perfil efetor altamente patogénico no
SNC. Neste aspecto, os autores observaram alto grau de similaridade na assinatura
transcricional entre células diferenciadas em condi¢gdes patogénicas in vitro com as
células extraidas do SNC, enquanto células dos LN estdo mais relacionadas ao perfil
de células ndo-patogénico obtidas in vitro, demonstrando uma trajetoria progressiva
do estado patogénico destas células (GAUBLOMME et al., 2015). Esse achado
evidencia que a abordagem in vitro, embora limitada, pode auxiliar na identificagéo de
alvos que regulam a resposta inflamatéria mediada por células Th17.

Células Tu17 possuem complexa plasticidade. Experimentos de fate-mapping
utilizando animais reporter evidenciaram que durante a neuroinflamagao autoimune,
células Tu17 passam a produzir também IFNy, a qual é geralmente associada a
respostas do tipo Tu1 (HIROTA et al.,, 2011). Estas células foram denominadas
exTu17, as quais passam adquirir esse fendtipo apos estimulagdo com IL-23. Nesse
contexto, a presenca de IL-23 também é necessaria para o desenvolvimento de
doenga inflamatéria intestinal (YEN et al., 2006). De fato, tem sido demonstrado que
a transicédo de células Ty17 para células produtoras de IFNy é fundamental para a
patogénese da colite experimental (HARBOUR et al., 2015). Omenetti e colegas

(2019) evidenciaram a complexa heterogeneidade das respostas Tnu17 ao
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compararem o perfil de células Ty17 do colon de animais livre de patégenos (germ-
free) reconstituidos com bactérias filamentosas segmentadas, que compdem a
microbiota comensal (segmented filamentous bacteria; SFB), com animais infectados
com a bactéria patogénica Citrobacter rodentium, que induz uma reposta inflamatoria
com lesao tecidual (OMENETTI et al., 2019). Os autores observaram que células Ty17
induzidas por SFB tem um perfil homeostatico que n&o induz genes inflamatérios e
apresentam maior expressao de //10, enquanto células Th17 induzidas por Citrobacter
aumentam a produgédo de IFNy, necessaria para o clearance do patdégeno. Isso
evidencia o papel do microambiente para o estado funcional dessa subpopulacéo.

A capacidade plastica de células Tu17 permite a adequacdo de suas funcdes
aos diferentes estagios do desenvolvimento de uma doenga e das necessidades do
organismo. Evidéncias demonstram que células Ty17 podem ainda adquirir fungdes
imunossupressoras que influenciam o desfecho da doenca (WU; TIAN; WANG, 2018).
Nesse cenario, Gagliani e seus colegas (2015) demonstraram em um estudo elegante
usando ferramentas para fate-mapping, que durante a inflamacgao intestinal induzida
por ativagdo de TCR (com inje¢cdes de anti-CD3), bem como o desenvolvimento da
EAE, células Th17 inflamatdrias se transdiferenciam em células produtoras de IL-10*
com atividade supressora, auxiliando na resolugao da inflamagao. Mecanisticamente,
os autores demonstraram que a sinalizagado de TGFf induz aumento na expresséo do
receptor de hidrocarbonetos de arila (aryl hydrocarbon receptor, AhR), o medeia a
producdo de IL-10 (GAGLIANI et al., 2015). AhR atua como um fator de transcri¢ao
ativado por ligantes enddgenos e toxinas ambientais, sendo expresso em diferentes
células imunes e inicialmente descrito por intensificar a diferenciagdo de células Ty17
(QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Contudo, estudos posteriores
revelaram seu importante papel na transcricao de //70 em células T, sendo atualmente
considerado um marcador de células Th17 nao-patogénicas (APETOH et al., 2010;
LEE et al., 2012).

Levando em consideragdo as informagdes 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 pTu17, Wang e
colaboradores (2015) notaram que células ndo-patogénicas apresentam uma alta
expressdo da proteina CD5L (AIM), um membro da superfamilia de receptores

scavenger ricos em cisteina que regula o metabolismo de lipidios (WANG et al., 2015).
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Os autores observaram que a deficiéncia dessa molécula induz maior expansao e
conversao de células TH17 para um perfil patogénico durante o desenvolvimento da
EAE, cujos efeitos foram associados a maior expressao de IL-17A e IL-23R e menor
de IL-10. Juntamente a estes achados, notou-se que CD5L promove niveis elevados
de acidos graxos poli-insaturados (polyunsaturated fatty acids; PUFA) em células
cTh17, o que afeta a sintese de colesterol. Derivados do colesterol sdo importante
fonte para ligantes enddgenos de Roryt, portanto, os autores viram que CD5L restringe
a disponibilidade desses ligantes e, consequentemente, a atividade transcricional de
Roryt (WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2015). Embora a caracterizagao do espectro
funcional do fenotipo Th17 tenha avancado nos ultimos anos, os mecanismos
envolvidos nesse processo ainda nao estéo totalmente elucidados.

Sabe-se que o processo inflamatério agudo ou crénico € acompanhado por
liberacdo de mediadores inflamatdrios e moléculas sinalizadoras provenientes da
lesao 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 imunogénicas como imunorreguladoras,
dependendo da célula e contexto, e, portanto, essa caracteristica deve ser
considerada em abordagens terapéuticas. Logo, o entendimento do papel diferencial
de STING em células imunes, como as células TH17, podem contribuir para criagao

de terapias mais direcionadas e eficazes para doencgas inflamatorias.
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Levando em consideracao as informacdes descritas anteriormente, a hipétese

deste estudo é de que STING limita o potencial patogénico de células Tu17.
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3.1.

Objetivo geral

Avaliar o papel de STING sobre a plasticidade e potencial patogénico de células Tu17.

3.2.

Objetivos especificos

Analisar a expressdao de STING e componentes da sua via classica de

sinalizagao em células Tu17 diferenciadas in vitro;

Avaliar a expresséo diferencial e fungcéo de STING em células TH17 geradas sob

condi¢gdes convencionais e patogénicas in vitro;
Determinar o requerimento de STING para regulagéo do perfil de células Tu17
por meio do uso de ferramentas farmacolégicas e células geneticamente

modificadas;

Explorar mecanismos moleculares pelos quais STING regula o potencial
patogénico de células Th17;

Verificar se os efeitos da ativacdo de STING sobre células TH17 murinas sao

recapitulados em células Th17 humanas in vitro.
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41. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos selvagens (Wild Type; WT) da
linhagem C57BL/6 provenientes do biotério central da Universidade de Sao Paulo —
Campus Ribeirdo Preto (USP/RP). Camundongos IL-10 KO (B6.129P2-1110tm1Cgn/J),
IFNAR KO (B6(Cg)-Ifnar1tm1.2Ees/J), STING®! (C57BL/6J-Tmem173gt/J), TdTomato
reporter (Ai14; B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze/J), 1l17a-Cre
(IM7atm1.1(icre)Stck/J), Prdm1-floxed (B6.129-Prdm1tm1Clime/J), CD4-Cre (Tg(Cd4-
Cre)1Cwi/Bflud) 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, Franga). 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 a comida e agua. Camundongos de 8-10 semanas de idade
e pareados por sexo foram utilizados para experimentagcdo. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, com o
protocolo no 095/2019.

4.2. Ferramentas farmacolégicas

Os seguintes agonistas de STING foram utilizados em culturas de células T
murinas: DMXAA (3-30 uM), c-di-AMP (3-30 uM), c-di-GMP (3-30 uM) e 2'3’-c-di-
AM(PS)2 (Rp, Rp) (15 uM), todos obtidos pela Invivogen. 2'3’-c-di-AM(PS)2 (Rp, Rp)
(10 uM) também foi utilizado em cultura de células Ty17 humanas. O inibidor de
STING, C-176 (1 uM), foi obtido pela Sigma-Aldrich. O antagonista de AhR, CH223191
(30 uM), foi adquirido pela Tocris.

4.3. Cultura de células T murinas in vitro

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

camundongos utilizando microbeads anti-CD4 (L3T4) e sistema de separagéo
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magnética de células AutoMACS (Miltenyi Biotec) de acordo com as especificagbes
do fornecedor. Em seguida, estas células foram submetidas a cell sorting usando o
equipamento FACSAria Ill (BD Biosciences) para isolamento de células T CD4 naive
(CD4*CD62LMI"CD44'°%). As células purificadas foram estimuladas com plate-bound
anti-CD3e (4 ng/mL) e anti-CD28 (2 ng/mL) (BD Biosciences) em meio IMDM completo
(10% FBS, L-glutamina, B-mercaptoetanol, penicilina-streptomicina). As células foram
entdo cultivadas, a menos que seja indicado o contrario, por 72 h (37°C, 5% CO>) sob
as seguintes condi¢des de diferenciagdo: 1 ng/mL rhTGF-B1 (eBioscience) + 25 ng/mL
rmlL-6 (R&D Systems) para cTu17; 25 ng/mL rmIL-6 + 20 ng/mL rm-IL-18 + 30 ng/mL
rmIL-23 (todos da R&D Systems) para pTu17; 1 ng/mL rhTGF-B1 para iTreg; 20 ng/mL
rmlL-12 + 20 ng/mL rmlL-2 (ambos da R&D Systems) para Tw1. Para as culturas de
segundo round, células cTy17 foram obtidas, seguida de estimulo com plate-bound
anti-CD3e (2 pg/mL) e anti-CD28 (2 ng/mL) (BD Biosciences) na presenga de 20
ng/mL rmIL-23 (R&D Systems) por 48 h.

4.4. Cultura de células Ty17 humanas in vitro

Bolsas de sangue de individuos saudaveis foram fornecidas pelo hemocentro
Transfusionszentrale Universitatsmedizin Mainz, Alemanha. Células Mononucleares
do Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas por meio de centrifugagéo por gradiente
de densidade usando BioColl® Trennlosung (Bio&SELL GmbH). Células T CD4 naive
humanas (CD4*CD45RA*CD45R0O") foram purificadas utilizando o EasySep Human
Naive CD4* T Cell Isolation Kit (Stemcell Technologies). Apds purificagdo, estas
células foram estimuladas com plate-bound anti-CD3¢ (5 ng/mL) e anti-CD28 soluvel
(2 ng/mL) (ambos da Biolegend) em meio X-VIVO 15 (Lonza) por 5 d (37°C, 5% CO>),
sob as seguintes condigdes de diferenciagéo: 2 ng/mL rhTGF-$1 + 50 ng/mL rhlIL-6 +
20 ng/mL rh-IL-13 + 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 marcacao 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 presenga de um inibidor do transporte de proteinas 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 marcagdo de moléculas de superficie, as
células foram inicialmente incubadas com um corante fixavel de viabilidade celular
(1:3000, Fixable Viability Dye eFluor™ 780; Invitrogen) para excluir células mortas,
seguida de incubagdo com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromo contra
os marcadores indicados. Posteriormente, as células foram fixadas e permeabilizadas
utilizando um kit de fixagdo/permeabilizagdo (Foxp3 Fixation/Permeabilization Kit,
Invitrogen) de acordo com as especificagbes do fornecedor. A marcagéo dos alvos
intracelulares foi entdo realizada na sequéncia utilizando anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromo. As células foram entdo lavadas, ressuspendidas em 1X
PBS e adquiridas em citdbmetro de fluxo (FACSVerse ou FACSCanto Il; BD
Biosciences ou CytoFLEX S; Beckman Coulter Life Sciences). Os dados obtidos foram
analisados usando o software FlowdJo™ 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 Roryt-AF647 (clone Q31-378); mouse
anti-mouse Roryt-PerCP-Cy5.5 (clone Q31-378); rat anti-mouse IL-10-PE (clone
JES5-16E3); rat anti-mouse IFNy-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. Extracao de RNA e Reagao em Cadeia da Polimerase quantitativa em
Tempo Real (RT-qPCR)

A extragdo de RNA total de células Th17 foi realizada usando o kit RNeasy
Isolation Kit (Qiagen) de acordo com as instru¢des de fabricante. A concentracéo de
RNA total foi determinada usando o equipamento NanoDrop (ThermoFisher
Scientific). Em seguida, foi realizada a conversdo de 500 ng de RNA total a cDNA
usando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). A RT-
gPCR foi realizada utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR-green® Master Mix e
o equipamento stepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Cada
reagao teve um volume final de 10 L, dos quais continha: 5 mL de SYBR-green®, 0,5
uL de primers (forward + reverse), 3,5 uL de agua ultra-pura DNase/RNase-free e 1
uL de cDNA. A expresséo génica foi determinada em relagdo a Gapdh, que foi usado
como controle enddégeno e o fold change calculado de acordo com o método
comparativo de “cycle threshold” (2-22CT). Os heat maps de expressdo génica
mostrados nesse estudo foram gerados usando o software Morpheus (disponivel em:

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

calculadas e a expressdo génica correlacionada com a intensidade da cor,
normalizado por linha (row min, row max). Os seguintes primers foram utilizados nesse

estudo:

Camundongo

1123r fwd: 5-GCCAAGAAGACCATTCCCGA-3’
1123r rev: 5-TCAGTGCTACAATCTTCTTCAGAGGACA-3
Il117a fwd: 5-GCTCCAGAAGGCCCTCAG-3
l117a rev: 5-CTTTCCCTCCGCATTGACA-3’

1122 fwd: 5’-CAGCTCCTGTCACATCAGCGGT-3'
1122 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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Ahr fwd:5’-CAAATCAGAGACTGGCAGGA-3’
Ahrrev: 5-AGAAGACCAAGGCATCTGCT-3’
Ahrr fwd: 5-ACAGGGCAGACATTGTGGTT-3’
Ahrrrev: 5-CCTGAGGCACAGACATGAAG-3’
Cdbl fwd: 5-GAGGACACATGGATGGAATGT-3’
Cdblrev: 5-ACCCTTGTGTAGCACCTCCA-3’
Cypiatfwd: 5-GTTCTTGGAGCTTCCCCGAT-3

Cyp1atrev: 5-CTGACACGAAGGCTGGAAGT-3

1110 fwd: 5-ATAACTGCACCCACTTCCCA-3
110 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’

4.7. Western Blot e imunoprecipitagao

Material e Métodos

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

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

concentracbes de proteinas foram determinadas por meio método de BCA

(Bicinchoninic Acid Protein Assay; Sigma-Aldrich). Amostras de lisado celular foram
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incubadas com tampéao de amostra Laemmli (Bio-Rad) contendo f—mercaptoetanol e
submetidas a desnaturagdo (95 °C, 5 min). Para separagéo por eletroforese, 10 ug de
proteina de cada amostra foi aplicada em gel pré-moldado 4-20% Mini-PROTEAN
TGX (Bio-Rad) e ent&o transferidas para uma membrana de nitrocelulose usando o
pacote de transferéncia Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). As membranas foram incubadas
com tampéo de bloqueio (0.1% TBS-Tween20 + 5% leite em p6 desnatado) por 1 h,
T.A. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos primarios contra
alvos de interesse diluidos em solugéo 0.1% TBS-Tween20 + 5% BSA (overnight; 4
°C). Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-fosfo-IRF3(S396) (clone D60O1M;
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-Roryt (clone EPR20006; 1:1000) (Abcam). Bactina ou GAPDH (1:1000; Cell
Signaling) foram utilizados como controle endégeno. Os anticorpos primarios foram
detectados com apropriados anticorpos secundarios conjugados a 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 quimiluminescéncia registrados pelo sistema ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad). Os
dados foram analisados utilizando o software Image Lab (Bio-Rad). Para extragcéo das
fragdes citoplasmatica e nuclear foi utilizado o kit NE-PER (ThermoFisher Scientific),
de acordo com as recomendacdes do fornecedor. GAPDH e nucleofosmina (NPM)
(ambos 1:1000; Cell Signaling) foram usados como controles enddgenos
citoplasmatico e nuclear, respectivamente.

A imunoprecipitacdo foi realizada usando o kit Pierce co-IP (ThermoFisher
Scientific), seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, anti-Roryt (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-Roryt (overnight, 4 °C). O
imunoprecipitado foi eluido e posteriormente as analises de Western Blot foram

realizadas como descrito acima.
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4.8. Ensaio de Imunoprecipitagcao 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 auséncia (meio) ou presenga de agonista de STING. Em
seguida, 4,5 x 108 células foram incubadas com 1% formaldeido metanol-free
(ThermoFisher Scientific) por 10 min, T.A. para fixagdo das proteinas associadas a
cromatina (cross-linking). O processo foi interrompido pela adi¢ado de glicina (0.125 M)
por 5 min. As amostras foram lavadas e ressuspendidas em tampéo de lise contendo
inibidores de protease e fosfatase. Logo, as amostras foram submetidas a sonicagao,
para obtencéo de fragmentos de cromatina (shearing) entre 200- a 500-bp. Para isso,
foi utilizado o sistema de sonicagdo Bioruptor Plus (Diagenode), nas seguintes
condigdes: 14 ciclos, 30 seg ON, 30 seg OFF, high setting. Em seguida, os complexos
cromatina-proteina foram submetidos a imunoprecipitagdo usando 5 ng de anti-Roryt
(clone AFKJS-9; Invitrogen) ou controle 1IgG que foram previamente acoplados a
beads magnéticas Protein A/G Dynabeads™ (Invitrogen) overnight, sob rotagao, 4 °C.
Posteriormente, o cross-linking foi revertido (decrosslinking) e o DNA resultante foi
eluido e purificado de acordo com as instrugdes do fornecedor. Apds a purificacéo, o
DNA foi usado para analise de qPCR utilizando iQ™SYBR Green real-time PCR kit
(Bio-Rad) e primers especificos para a regido CNS2 do gene //17a (ZHANG; MENG,;
STROBER, 2008), cujas sequéncias s&o: [l[177a CNS2 fwd: 5'-
CCGTTTAGACTTGAAACCCAGTC-3 e l117a CNS2 rev: 5-
GTACCTATGTGTTAGGAGGCGC-3'. Os dados foram calculados (2-(ACT IP - ACT controle))

e apresentados como Fold Enrichment em relagéo ao controle 1gG.

4.9. Analise da taxa de consumo de oxigénio (OCR)

A taxa de OCR, que reflete a OXPHOS mitocondrial, foi determinada através
do analisador de Fluxo Extracelular XFO96 Seahorse Bioscience (Agilent). Células Ty17
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 °C. Em seguida, as placas foram lavadas e as células plaqueadas em
uma densidade de 1,5 x 10° células/pogo, seguido de incubagéo por 1 h, 37 °C e na
auséncia de CO.. Posteriormente, as células foram submetidas ao protocolo do teste
de Mito Stress, que consiste na adi¢do sequencial de 1 uM de oligomicina, 1.5 uM de
carbonil  cianeto-4-(trifluorometoxi)  fenilhidrazona  (carbonyl  cyanide  4-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone; FCCP) e 0.5 uM de rotenona/antimicina A (todos
da Sigma-Aldrich). As medidas de cada experimento foram realizadas em ftriplicata.
Os parametros foram calculados da seguinte forma: Respiragédo basal: OCR antes da
oligomicina - OCR apés rotenona/antimicina A; Respiragdo maxima: OCR apés FCCP
- OCR apds rotenona/antimicina A; Producao de ATP: respiragéo basal - valor minimo

de OCR apés oligomicina.

4.10. Analise estatistica

Analise de variancia ANOVA de uma ou duas vias, seguido do pos-teste de
Tukey foram utilizadas para comparagdes multiplas. Para se comparar dois grupos de
variaveis nao-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. Diferengas estatisticas foram consideradas quando
P < 0,05. As analises estatisticas e confec¢ao grafica foram realizadas através do
programa estatistico GraphPad Prism 8.0.
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5.1. STING é expressa em células Th17 e sua ativagao regula o perfil de

citocinas

A via de sinalizacdo de STING tem recebido importante atencdo nos ultimos
anos por ser um fator chave no reconhecimento de DNA citoplasmatico, associada
majoritariamente a respostas antimicrobianas, sendo seu papel intrinseco pouco
explorado em células da imunidade adaptativa, como as células T (LI; WILSON; KISS-
TOTH, 2017). Inicialmente, investigamos se STING € expresso e funcional em células
Tw17 diferenciadas in vitro. Observamos que tanto células T CD4 naive como células
submetidas a ativagdo de TCR (THO) expressam mRNA para STING (Tmem173),
entretanto em menores niveis quando comparada com a expressao génica de STING
em células diferenciadas sob condi¢des direcionadas ao perfil Th17 (Figura 1A). Em
corroboragdo, avaliamos os niveis proteicos de STING ao longo da diferenciagéo
destas células e observamos que sua expressdo aumenta progressivamente,

atingindo um pico em 72 h apds o inicio da cultura (Figura 1B).
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Figura 1. Expressao de STING em células Tu17. A) Células T CD4 naive foram isoladas de animais
C57BL/6 e ativadas apenas com anti-CD3/anti-CD28 (TH0) ou submetidas a condigbes de diferenciagdo
de células Tu17 (IL-6+TGFp). Apds 48 h foram coletadas para analise da expressdo de Tmem173 por
RT-gPCR. Para analises de expressao génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold
change calculado em relagdo ao grupo naive. B) Células Tu17 foram cultivadas e coletadas em
diferentes tempos (0-72 h) para avaliagdo temporal da expressao de STING por Western Blot. 3-actina
foi utilizada como controle enddégeno de expressédo proteica. Dados sao representativos de dois
experimentos independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de P foram
determinados por ANOVA de uma (A) seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

Em seguida, nos perguntamos se a via classica de ativagdo de STING, que
culmina na formagéao do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 (Figura 2A), também ocorre
em células Tu17. 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 adicdo do agonista em culturas de células Tu17 levou a
fosforilagdo de STING (S365), da quinase TBK1 (S172), bem como do fator de
transcricdo IRF3 (S396) (Figura 2B), demonstrando que a ativacdo de STING
normalmente desencadeia a classica cascata de sinalizacdo para producédo de IFNs

do tipo | em células Th17.
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Figura 2. A cascata de sinalizagdao classica de STING é funcional em células Tu17. A)
Representacdo esquematica da formacao do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 induzida por agonistas
de STING. B) Células T CD4 naive foram cultivadas em condig¢des polarizantes para Tu17 (IL-6+TGFp)
na auséncia (meio) ou presenca de DMXAA (10 uM) e coletadas apds 72 h para Western Blot. B-actina
ou GAPDH foram utilizados como controle endégeno de expressao proteica. Dados séo representativos
de pelo menos dois experimentos independentes.

A via de sinalizacdo 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 proteina adaptadora é principalmente ativada
por CDNs, que sao segundos mensageiros produzidos em bactéria ou células de
mamiferos (BURDETTE et al., 2011; SUN et al., 2013). Neste sentido, ao adicionar os
dinucleotideos ciclicos c-di-AMP e c¢-di-GMP sobre cultura de células Tn17,
percebemos que a ativagdo de STING reduziu a populagdo de células produtoras de
IL-17A, enquanto parte destas células deu origem a uma populagdo produtora de IL-
10, uma citocina anti-inflamatdria pleiotropica (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 ativagao de STING promove alteragoes no perfil de citocinas produzidas por células
Tu17. Células T CD4 naive foram diferenciadas em células Tu17 (IL-6+TGFf) na auséncia (meio) ou
presencga de diferentes concentracdes de DMXAA, c-di-GMP ou c-di-AMP por 72 h. A expressao
intracelular de IL-17A e IL-10 foi avaliada por citometria de fluxo. Dados sao representativos de pelo
menos dois experimentos independentes. Os resultados estao expressos como Média £ E.P.M. Valores
de P foram determinados por ANOVA de uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

Logo, assumindo que células Tu17 produtoras de IL-10 s&o descritas por
regular a inflamagdo, ao invés de promové-la (MCGEACHY et al.,, 2007),
hipotetizamos que STING esta associado a um perfil de células Th17 com menor

potencial inflamatério.

5.2. A expressao e a atividade de STING estdo inversamente associadas ao

potencial patogénico de células Tu17

Nos ultimos anos, estudos tem consolidado protocolos de polarizacdo de
células Tu17 utilizando diferentes combinagdes de citocinas in vitro, com a finalidade
de possibilitar a investigacao de fatores associados a patogenicidade de células Ty17
(GAUBLOMME et al., 2015). Assim, utilizamos IL-6+TGFp para diferenciagédo de
células Tw17 convencionais com perfil ndo-patogénico (cTu17) (BETTELLI et al., 2006;
MCGEACHY et al., 2007), enquanto a combinagao de IL-6+IL-23+IL-1p foi usada para
geracéao de células patogénicas (pTn17) (GHORESCHI et al., 2010).

Ao compararmos os dois fenétipos de células T17 ao longo do processo de
diferenciagdo, observamos que células geradas em condigbes nao-patogénicas

apresentam uma maior a expressdao génica de Tmem173 apds 48 h de cultura,
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enquanto células pTu17 apenas apresentam um pequeno aumento transiente nos
niveis de mMRNA de Tmem173 em 48 h, que é rapidamente revertido em 72 h (Figura
4A). Vale ressaltar que em 48 h e 72 h os niveis de expressao de Tmem173 em células
pTh17 ja s&o mais baixos que os encontrados em células cTy17 nos mesmos tempos.
Em corroboracdo a esses achados, percebemos que os niveis proteicos de STING
também estdo aumentados em células cTy17, em comparagao com células pTu17
(Figura 4B), demonstrando que sua expressao é inversamente associada a
patogenicidade destas células.
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Figura 4. A expressao de STING é reduzida em células Th17 com maior potencial patogénico. A)
Células T CD4 naive foram cultivadas em condigbes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGF) ou pTu17
(IL-6+IL-23+IL-1B) e coletadas em diferentes tempos (24, 48 e 72 h) para analise da expressao de
Tmem173 por RT-qPCR. Para analises de expressao génica, os valores do CT foram normalizados por
Gapdh; Fold change calculado em relagdo ao grupo controle (cTu17 24 h). B) Células cTh17 € pTu17
WT e STING KO foram coletadas apds 72 h para analise dos niveis proteicos de STING por Western
Blot. B-actina foi utilizada como controle endégeno de expressao proteica. Dados séo representativos
de dois experimentos independentes. Os resultados estao expressos como Média + E.P.M. Valores de
P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pds-teste de Tukey. *P < 0,05.

Os dados anteriores demonstram que a ativacdo de STING aumenta a
producao de IL-10 e reduz a expressao de IL-17A por células em diferenciagao para
o perfil Tu17. Para validagdo dos efeitos observados com os ligantes de STING,
cultivamos células T CD4 naive deficientes de STING (STING KO) sob condi¢des
cTh17 e pTH17. Com isso, mais uma vez observamos que a ativagao de STING induz
reducdo de IL-17A n&o s6 em células cTh17, mas também em células pTu17,
acompanhada de aumento na produgéo de IL-10 (Figura 5A e B). De fato, esses
efeitos ocorrem de forma dependente de STING, uma vez que eles n&do foram
observados em células STING KO expostas ao DMXAA. De modo interessante,
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notamos ainda que a auséncia de STING torna as células, em ambas condi¢des, mais
propensas a produgao de IL-17A, sugerindo que STING desempenha um papel
intrinseco nestas células. Concomitante a esses achados, observamos uma maior
expressao de IL-10 apds a ativacdo de STING nao s6 em cultura de células cTH17,
mas também nas culturas diferenciadas no fenétipo pTH17, embora em niveis mais
baixos (Figura 5A e B). Contudo, esse aumento na expressao de IL-10 foi perdido na
auséncia de STING, demonstrado que STING esta envolvido nesse fenbmeno.
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Figura 5. STING regula o potencial patogénico de células Tu17. Células T CD4 naive WT ou STING
KO foram cultivadas em condi¢des polarizantes para A) cTu17 (IL-6+TGFf) ou B) pTu17 (IL-6+IL-23+IL-
1B) na auséncia (meio) ou presenga ou auséncia de DMXAA por 72 h e a expressao intracelular de IL-
17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M.
Dados sao representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Valores de P foram
determinados por ANOVA de duas vias (A e B), seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.
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Em corroboragao a estes achados, observamos ainda que 48 h apds o inicio
das culturas de ambos perfis cTH17 e pTu17, houve um aumento nos niveis de mRNA
de //110 e reducado de //23r (Figura 6), os quais sao considerados marcadores de
células Tu17 com perfil regulador (ndo-patogénico) e inflamatério (patogénico),
respectivamente. Mais uma vez, esses efeitos ocorreram de forma dependente de
STING. Nossos achados demonstraram claramente que STING regula a producéo de
IL-17A e IL-10 em ambos os perfis de células Tu17 avaliados. Embora células pTu17
passem a produzir IL-10 apds a ativacdo de STING, os niveis sdo baixos. Portanto,
para estudarmos os mecanismos pelos quais STING regula o fenotipo Tu17 utilizamos

células cTH17 na maioria dos experimentos.
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Figura 6. STING regula a expressao de genes associados ao perfil Tu17. Células T CD4 naive WT
ou STING KO foram cultivadas em condigbes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFp) ou pTu17 (IL-6+IL-
23+IL-1B) na auséncia (meio) ou presenca ou auséncia de DMXAA por 48 h para analise da expressao
de 1110, 1123r e ll17a por RT-gPCR. Para analises de expressao génica, os valores do CT foram
normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relagéo ao grupo controle, meio WT. Dados s&o
representativos de dois experimentos independentes. Os resultados estdo expressos como Média +
E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey.
*P < 0,05.

Em seguida, buscamos avaliar se a inibigdo farmacologica 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 inibigcdo de STING foi capaz de reverter os efeitos
induzidos pelo agonista de STING, elevando novamente os niveis de IL-17A e
abolindo os de IL-10 (Figura 7).
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Figura 7. A inibicao farmacolégica de STING recapitula os efeitos obtidos com sua delegao
génica. Células T CD4 naive foram cultivadas em condigbes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFp) na
presenga de C-176 (1 uM) overnight, seguido da adigdo de DMXAA por 72 h. A expresséo intracelular
de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados sdo representativos de dois experimentos
independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de P foram determinados
por ANOVA de uma via, seguida pelo pés-teste de Tukey. *P < 0,05.

Analisamos ainda o impacto da inibigdo farmacolégica de STING sobre o perfil
transcricional de células Tu17 que foram submetidas a ativagdo de STING.
Inicialmente, vimos que de fato a ativacdo de STING induz a expressao de Ifnb1 em
células Th17, que foi revertida com a inibicdo de STING (Figura 8). Esse achado
valida a abordagem farmacoldgica empregada nesses experimentos. Nesse cenario,
observamos que C-176 foi capaz de reverter a redugao na expressao dos marcadores
inflamatdrios /117a e 1123r induzidos pela ativacdo de STING, enquanto reverteu o
aumento nos niveis de mMRNA para os marcadores n&o-patogénicos /70 e Cd5l, este
ultimo sendo um regulador do metabolismo lipidico associado a células Tu17 com
perfil regulador (Figura 8) (WANG et al., 2015).

Ifnb1 17a 1123r 1o Cdsl
=159 * * — 2.0 * 109 _*

ing
o
1
a
g

*

lativa)
*

*
lativa)
|
|

*
0.5 Ii

lativa)
lativa)

D

<

expressao re
w
o
1
expressao re
(o]
1

-
o
1

expressao re

expressao re
N
?

_\
=}
1

204

104

mRNA (expressao relativa

<
B
[
mRNA (
o
o
L
mRNA (
o
[é)]
1
-
MRNA (

Y
0o
MRNA (
. |.‘ h
[

%
% (e
o
)
1,
@ib
X Q ;ZV
)
)
Y <
10
a 7
)
oo
*o
1,
", %
X Q;
)

o)

54



Damasceno, L.E.A. Resultados

Figura 8. A inibigao farmacoldgica de STING reverte os efeitos de sua ativagdo sobre o perfil
transcricional de células Tu17. Células T CD4 naive foram cultivadas em condi¢des polarizantes para
cTu17 (IL-6+TGFB) na presenga de C-176 (1 uM) overnight, seguido da adigao de DMXAA por 72 h. As
células foram coletadas para analise da expresséao de Ifnb1, lI17a, 1123r 1110 e Cd5/ por RT-gPCR. Para
analises de expressao génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado
em relagdo ao grupo controle (meio). Dados séo representativos de dois experimentos independentes.
Os resultados estédo expressos como Média + E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de
uma via, seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

Além de células deficientes de STING e do inibidor seletivo, utilizamos ainda
células T CD4 de animais STING® (Goldenticket), que possuem uma mutagio
(substituicdo 1199N) na proteina STING, tornando-a inativa (SAUER et al., 2011).
Percebemos que estas células, quando diferenciadas em perfil TH17, se comportaram
de modo similar as células deficientes de STING, uma vez que os efeitos sobre a
expressdo IL-17A e IL-10 induzidos pelo ligante de STING foram abolidos (Figuras
9).
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Figura 9. Mutacao na proteina STING impede sua atividade em regular a expressao de IL-17A e
IL-10 em células Tu17. Células T CD4 naive foram cultivadas em condi¢des polarizantes para cTu17
(IL-6+TGFpB) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h. A expresséo intracelular de IL-17A
e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados sdo representativos de pelo menos dois experimentos
independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de P foram determinados
por ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

5.3. A expressao de IL-10 mediada por STING em células Tu17 é parcialmente
dependente da sinalizagao de AhR

Ha evidéncias de que a producédo de IL-10 mediada por STING previne
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inflamagé&o intestinal (AHN et al., 2017), entretanto, o mecanismo pelo qual STING
induz a expressao de IL-10 nao foi explorado. Apos sua ativacao, STING desencadeia
uma cascata de sinalizagao que culmina na produgéo de IFNB (ISHIKAWA; BARBER,
2008). Sabe-se que IFNB induz a expresséo de IL-10 e redugdo das respostas
inflamatorias mediadas por células Th17 (RAMGOLAM et al., 2009; ZHANG et al.,
2011a). Logo, nos perguntamos se a ativagdo de STING estaria regulando o perfil
Tw17 por meio da sinalizagao de IFNp, que ocorre via receptores IFNAR.
Inicialmente, observamos que células deficientes de IFNAR tem maior
capacidade de se diferenciarem em células Tu17, sugerindo um papel intrinseco
dessa sinalizagdo. De fato, percebemos que ja que existe uma expressao basal de
Ifnb1 durante a diferenciacao destas células, entretanto, a ativagdo de STING induziu
um aumento substancial na expressdo desse gene (Figura 10A). Todavia,
observamos que a adicdo de DMXAA induziu redugao dos niveis de IL-17A e aumento
da expresséo de IL-10 de forma similar em células WT e IFNAR KO (Figura 10B).
Estes achados sugerem que, embora IFN seja descrito como um regulador negativo
de células Tu17, a ativacdo de STING parece induzir mecanismos independentes de

IFNB para regulagédo deste fenébmeno.
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Figura 10. A expressao de IFNB aumenta apds ativagao de STING, mas nao é responsavel pela
regulacao do fenoétipo Tu17. A) Células T CD4 naive WT ou STING KO foram cultivadas em condigdes
polarizantes para cTh17 (IL-6+TGFB) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h. As células
foram coletadas para analise da expressao de Ifnb1 por RT-gPCR. Para analises de expressao génica,
os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relagédo ao grupo controle
(WT meio). B) Células T CD4 naive de animais WT e IFNAR KO foram cultivadas em condigbes
polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFp) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h. A expressao
intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados sao representativos de pelo menos
dois experimentos independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de P
foram determinados por ANOVA de duas vias (A e B), seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.
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Levando em conta que a ativacdo de STING induz a expresséao de IL-10 por
células TH17, decidimos investigar os mecanismos envolvidos neste processo. A
proteina 1 de maturagcéo induzida por linfécitos B (Blimp-1), codificada pelo gene
Prdm1, € um repressor transcricional descrito por promover a expressao de IL-10 em
células Tu1 e células Tu17 (quando expostas a IL-27) (HEINEMANN et al., 2014;
NEUMANN et al., 2014). Para investigar se a produgao de IL-10 mediada por STING
em células Tu17 requer Blimp-1, cultivamos células T CD4 naive WT ou Blimp-1-
deficientes (CD4-Cre Prdm1") sob condigdes polarizantes para Th17 com DMXAA.
Curiosamente, a auséncia de Blimp-1 ndo afetou a expressao de IL-10 induzida por

STING em células Tu17, descartando o papel de Blimp-1 neste processo (Figura 11).
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Figura 11. Blimp-1 nao é necessario para a produgao de IL-10 induzida por STING em células
Tu17. Células T CD4 de camundongos WT (Prdm1%"™) e Blimp-1-deficientes (CD4-Cre Prdm1™") foram
cultivadas sob condigdes de cTu17 (IL-6+TGFp) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h.
A expressao intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. Dados s&o representativos
de dois experimentos independentes. Os resultados estao expressos como Média + E.P.M. Valores de
P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

AhR é um fator de transcri¢do ativado por ligante (ex. compostos xenobibticos
ou ligantes enddgenos), e foi descrito por auxiliar a geracdo de células Tnu17
(QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Além disso, o AhR também pode
cooperar com o fator de transcricdo cMaf para induzir a producéo de IL-10 em células
Tr1 (APETOH et al., 2010; XU et al., 2009). Nesse contexto, avaliamos a expresséo
de Maf e Ahr em células Tu17 ativadas com o ligante de STING, e ndo percebemos

alteragdes significativas nos niveis de mRNA destes fatores de transcricdo. Por outro
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lado, notamos que a ativagdo de STING induziu aumento na expressdo dos genes
Cyp1a1 e Ahrr, os quais sdo readouts da atividade transcricional de AhR (Figura 12).
Confirmamos ainda que o aumento da expressdo destes genes ocorreu de forma
dependente de STING.
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Figura 12. Ativagao de STING em células Tu17 induz aumento na atividade de AhR. Células T CD4
naive WT e STING KO foram cultivadas em condigbes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFB) na
auséncia (meio) ou presenca de DMXAA por 48 h. As células foram coletadas para analise da
expressao de Maf, Ahr, Cyp1at1 e Ahrr por RT-gPCR. Para analises de expresséo génica, os valores
do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relagdo ao grupo controle (WT meio).
Os resultados estao expressos como Média + E.P.M. Dados s&o representativos de pelo menos dois
experimentos independentes. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias, seguida pelo
pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

Ao compararmos a expressao de AhR em diferentes subpopulagdes de células
T CD4, observamos que de fato a expressao de AhR é maior em células cTu17,
enquanto células pTh17 apresentam baixa expressdo desse fator de transcrigao
(Figura 13A). De modo interessante, percebemos que a alta expressdo de AhR em
células ndo-patogénicas coincide com a alta expressdo de STING nestas mesmas
células (Figura 13A). Uma vez que AhR é um marcador de células com baixo
potencial patogénico, nossos resultados corroboram com a ideia de que a expressao
de STING também pode ser atribuida ao perfil ndo-patogénico de células Tn17.
Nossos achados demonstraram também que a deficiéncia de STING esta relacionada
a baixa expressao de AhR em células Tu17 (Figura 13B), o que mais uma vez sugere
uma fungdo intrinseca de STING sobre o fendtipo destas células.

Analisamos ainda a expressao de AhR ao longo da diferenciagao de células

Th17 apds ativacdo de STING. Nao observamos diferengas substanciais até 72 h,

58



Damasceno, L.E.A. Resultados

quando sua expressao foi reduzida (Figura 13C), possivelmente por degradacgéo
proteossbmica que ocorre subsequente a sua intensa atividade transcricional
(DAVARINOS; POLLENZ, 1999). Portanto, hipotetizamos que STING pode cooperar
com AhR para indugao do programa nao-patogénico em células Tu17.

AL e B

o W @ & AP kD cTu17 pT17

se—{ . SR S S e |STING 10— . | AnR
100_i - - m - |AhR 43#----“3.%“,—151
43—| -!----|B-actina WT S-Ege WT S-Ege

C

Meio DMXAA
12 24 48 72 12 24 48 72 (h)

kD
0
100# o -.- -!-— AhR
43— W S —_—— ——— | (i
Naive cTy17

Figura 13. A expressdo de AhR e STING estdo associados ao perfil com menor potencial
patogénico. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em condi¢gdes polarizantes para diferentes
subpopulagbes por 72 h, seguida da analise de expresséo proteica de STING e AhR por Western Blot.
B) Células T CD4 naive WT e STING KO foram cultivadas em condi¢des de diferenciagédo para cTu17
(IL-6+TGFB) ou pTH17 (IL-6+IL-23+IL-1B) por 72 h e a expressao proteica de STING avaliada por
Western Blot. C) Células cTu17 foram cultivadas na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA e
coletadas em diferentes tempos (0, 12, 24, 48 e 72 h) para analise da expressao proteica de AhR por
Western Blot. B-actina foi utilizada como controle enddégeno de expressédo proteica. Dados sdo
representativos de pelo menos dois experimentos independentes.

Considerando a maior atividade de AhR diante ativagado de STING em células
Thw17, nos perguntamos se a ativagao de STING estaria promovendo a expressao de
IL-10 via ativagédo de AhR. Para isto, utilizamos o antagonista de AhR CH223191 sobre
células Th17 cultivadas na presenca ou auséncia do ativador de STING. Notamos que
a ativagao de STING mais uma vez reduziu e aumentou a expressédo de IL-17A e IL-
10, respectivamente. Como esperado, o antagonista de AhR per se foi capaz de
reduzir a expressao de IL-17A, cujo efeito € comparavel aquele promovido pela
ativacao de STING (Figura 14A). De modo interessante, observamos que a inibicdo
de AhR, sobre a ativagcdo de STING, causou reducado substancial na capacidade de
produgdo de IL-10 induzida por STING em células Tu17 (Figura 14A). Em
corroboragcdo, observamos reducdo na expressdo génica de ll17a e 1123r apos
ativacao de STING, como demonstrado anteriormente. Por outro lado, o aumento nos
niveis de mRNA de //10 induzida pela ativagdo de STING foi substancialmente

revertida na presenca do antagonista de AhR (Figura 14B). Adicionalmente, o
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aumento na expressao de Cyp71al e 122 (ambos readouts da ativagdo de AhR)
induzidos por STING foi drasticamente reduzido com a inibicado de AhR, o que valida
nossa abordagem experimental em inibir a sinalizagdo de AhR (Figura 14B). Além
disso, observamos que todos os efeitos visualizados nos dados de citometria de fluxo
bem como nas analises de expressédo génica, ocorreram de forma dependente de
STING, ja que foram perdidos em células STING KO (Figura 14A e B).
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Figura 14. AhR controla a expressao de IL-10 induzida pela ativagao de STING em células Tu17.
A) Células T CD4 naive WT e STING KO foram cultivadas em condi¢des polarizantes para cTu17 (IL-
6+TGFp) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA, CH223191 (30 uM) ou a combinagdo de DMXAA
+ CH223191 por 72 h. A expressao intracelular de IL-17A e IL-10 avaliada por citometria de fluxo. B)
As células foram coletadas para analise da expresséao de //17a, 1123r, 1110, 1122 e Cyp1a1 por RT-qgPCR.
Para andlises de expressdo génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change
calculado em relagéo ao grupo controle (meio). Dados estao representados em heat map. Dados sdo
representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os resultados estdo expressos como
Média + E.P.M. Valores de P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pds-teste
de Tukey. *P < 0,05.

Posteriormente, decidimos confirmar estes achados por meio do uso de células
deficientes de AhR. Para isto, cultivamos células ThH17 WT e AhR KO na presencga ou
auséncia do ativador de STING e avaliamos a expressdo de genes associados ao
fendmeno observado. No geral, notamos que a ativagao de STING sobre células AhR

KO recapitulou os efeitos obtidos com o bloqueio farmacolégico com CH223191
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(Figura 15). Vale ressaltar que a deficiéncia de AhR n&o afetou a expressao de Ifnb1.
Além disso, os altos niveis de expressao de //70 induzidos pela ativagdo de STING
em células WT foram amplamente perdidos na auséncia de AhR (Figura 15).
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Figura 15. A expressao de //70 induzida por STING é drasticamente reduzida em células Tu17
deficientes de AhR. A) Células T CD4 naive WT e AhR KO foram cultivadas em condigbes polarizantes
para cTu17 (IL-6+TGFB) na auséncia (meio) ou presengca de DMXAA por 72 h. As células foram
coletadas para analise da expressao de Ifnb1, Cyp1a1, 1122, ll17a, 1I23r e 1110 por RT-qPCR. Para
analises de expressao génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado
em relagdo ao grupo controle (WT meio). Dados s&o representativos de pelo menos dois experimentos
independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de P foram determinados
por ANOVA de duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey. *P < 0,05.

Sabe-se que células Th1 apresentam apenas uma leve expressao de AhR
(Figura 13A) (QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Ao analisar os efeitos
da ativagdo de STING sobre células Th1, observamos nenhuma alteracdo na
producgao de IL-10, embora uma leve reducao na frequéncia de células produtoras de
IFNy tenha sido percebida (Figura 16). Coletivamente, os dados acima indicam que a
inducao de IL-10 a partir da ativagdo de STING em células Th17 ocorre de forma
parcialmente dependente de AhR.
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Figura 16. A ativacao de STING nao altera a expressao de IL-10 em células Tu1. Células T CD4
naive foram cultivadas em condi¢gbes polarizantes para Tu1 (IL-12+IL-2) na auséncia (meio) ou

61



Damasceno, L.E.A. Resultados

presenga de DMXAA por 72 h. A expressao intracelular de IFNy e IL-10 avaliada por citometria de fluxo.
Dados sao representativos de pelo menos dois experimentos independentes. Os resultados estédo
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 ativagdo de STING, em sinergismo com a inibigéo
da atividade de AhR, amplificaram a reducédo na expressao de //17a e 1123r, quando
comparada aos seus efeitos separadamente. De fato, esse achado vai ao encontro de
trabalhos na literatura que demonstram o envolvimento de AhR na geragao de células
Tu17 (QUINTANA et al., 2008; VELDHOEN et al., 2008). Logo, isso sugere que STING
€ capaz de regular a atividade de AhR sobre a transcrigcdo de //10, sem afetar seu
papel na regulacéo de //17a. Isso sugere que STING pode modular a producédo de IL-
17A e IL-10 por mecanismos distintos.

5.4. A ativagao de STING reduz a atividade transcricional de Roryt

Estudos demonstram que por meio do seu receptor (IL-10R), a IL-10 é capaz
de reduzir a diferenciagao e fungao inflamatoéria de células Tw17 (HUBER et al., 2011;
ZHANG et al.,, 2011a). Logo, nos perguntamos se a IL-10 produzida a partir da
ativacdo de STING in vitro poderia afetar a expressdo de IL-17A de maneira
autocrina/paracrina. Para isso, utilizamos células T CD4 naive WT e IL-10 KO e as
diferenciamos em perfil Th17 na presenca ou auséncia de DMXAA. Curiosamente,
observamos que a redug¢ao na expressao de IL-17A apos a ativacado de STING foi
mantida em células IL-10 KO (Figura 17A). Ainda, o tratamento com o agonista de
STING reduziu os niveis de mRNA de //23r e I117a também em células deficientes de
IL-10 (Figura 17B), sugerindo que STING regula o potencial patogénico de células
Tw17 independente do papel anti-inflamatério da IL-10 sobre estas células.
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Figura 17. A IL-10 induzida pela ativagao de STING nao 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
condigdes polarizantes para cTh17 (IL-6+TGF[) na auséncia (meio) ou presenca de DMXAA por 72 h.
A expressao intracelular de IL-17A avaliada por citometria de fluxo. B) As células foram coletadas para
anadlise da expressao de 1110, Cd5l, I117a, 1123r, e Ifnb1 por RT-gPCR. Para analises de expressao
génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relagdo ao grupo
controle (WT meio). Dados estdo representados em heat map. Dados sdo representativos de pelo
menos dois experimentos independentes. Os resultados estao expressos como Média £ E.P.M. Valores
de P foram determinados por ANOVA de duas vias (A), seguida pelo pds-teste de Tukey. *P < 0,05.

A diferenciacdo e funcdo de células Tu17 requer a atividade do fator de
transcrigdo Roryt (IVANOV et al., 2006; LEE et al.,, 2012; YANG et al., 2008b).
Contudo, observamos que apds a ativacao de STING, a produgao de IL-17A é
reduzida, enquanto a expressao de Roryt € mantida em niveis similares, sugerindo
que STING regula a atividade deste fator de transcricdo sem alterar sua expresséo
(Figura 18A e B).
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Figura 18. Ativagdo de STING nao altera a expressdao de Roryt. A) Células T CD4 naive foram
cultivadas em condi¢des polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFB) na auséncia (meio) ou presenga de
DMXAA por 72 h. A expressao intracelular de IL-17A e Roryt avaliada por citometria de fluxo. B) Células
foram coletadas apds 72 h para analise dos niveis proteicos de Roryt por Western Blot. 3-actina foi
utilizada como controle enddégeno de expressdo proteica. Dados sdo representativos de dois
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experimentos independentes. Os resultados estdo 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 patogénico de células
Th17 terminalmente diferenciadas. Para isso, expusemos células Tu17 totalmente
diferenciadas (100% de células T Roryt*) a IL-23 em um segundo round de cultura.
Sabe-se que a IL-23, além de manter o fendtipo Tu17, promove a patogenicidade
dessas células (MCGEACHY et al., 2009). Observamos que a ativagdo de STING
causou diminuicdo dos niveis de mRNA de //17a e 1I123r, que conferem funcdes
inflamatorias a estas células. Por outro lado, a expresséo génica dos marcadores de
perfil n&o-patogénico /10 e Cdbl foi aumentada (Figura 19A). Nesse cenario,
buscamos avaliar ainda o impacto da inibicado de STING em células Ty17 totalmente
diferenciadas expostas a IL-23 na presenga do agonista de STING. De modo
interessante, observamos que o bloqueio de STING com C-176 reverteu o efeito de
sua ativacdo em reduzir a capacidade de producdo de IL-17A em células
terminalmente diferenciadas expostas a IL-23. Por outro lado, os niveis de Roryt
permaneceram inalterados (Figura 19B). Logo, esses dados sugerem que a ativagao
de STING reduz a atividade transcricional de Roryt, mas ndo sua expresséo e

diferenciagcao de células Th17.
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Figura 19. A ativagao de STING regula negativamente o programa inflamatério de células Tu17
terminalmente diferenciadas expostas a IL-23. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em
condigdes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFp) por 72 h, seguida de reestimulagéo in vitro com IL-23
na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 48 h. Células foram coletadas para avaliagdo da
expressao de Ifnb1, ll17a, I123r, 1110 e Cd5l por RT-gPCR. Para analises de expressdo génica, os
valores do CT foram normalizados por Gapdh; Fold change calculado em relagéo ao grupo controle
(meio). B) Células cTu17 foram cultivadas e reestimuladas como descrito em A na presenga ou
auséncia de C-176 por 48 h. Dados séo representativos de pelo menos dois experimentos
independentes. Os resultados estdo 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 pds-teste de Tukey. *P < 0,05.

Sabe-se que a ativacdo de STING culmina classicamente na expresséo de
IFNpB, apos a fosforilagdo de IRF3 por TBK1 (LI; WILSON; KISS-TOTH, 2017). Existe
na literatura evidéncia de que IRF3 é capaz de interagir e regular negativamente a
fungdo de Roryt em células T CD8* (YSEBRANT DE LENDONCK et al., 2013). Logo,
nos perguntamos se a ativagao de IRF3 seria o mecanismo pelo qual STING regula a
atividade de Roryt sobre a expressao de //17a.

Por meio de experimentos de imunoprecipitagdo, confirmamos que IRF3 e
Roryt formam um complexo em células Tw17, mas que a ativagdo de STING nao
alterou a magnitude dessa associagao (Figura 20A). Ao avaliar o status de ativagéo
de IRF3, por meio da identificagado da fosforilagado do residuo S396, observamos que
apos a ativagao de STING os niveis de fosfo-IRF3 estavam aumentados e restritos ao
nucleo das células Tu17, que coincidiu com a alta expressdo de Roryt neste
compartimento celular (Figura 20B). Além disso, a presenca de fosfo-IRF3 nuclear
depende da sinalizagdo de STING, ja que células STING KO n&o recrutaram IRF3
para o nucleo diante a ativagdo da via (Figura 20C). Esses achados sugerem que o
eixo IRF3-Roryt ocorre em células Tw17, e possivelmente regula fungdes

transcricionais nestas células.
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Figura 20. IRF3 interage com Roryt em células Tu17. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em
condigdes polarizantes para cTh17 (IL-6+TGF[) na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h.
Estas células foram lisadas e submetidas a imunoprecipitagdo usando anti-Roryt ou controle IgG,
seguido de Western Blot usando anti-IRF3. GAPDH foi utilizado com controle endégeno de expressao
proteica B) Células cTn17 cultivadas na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA foram submetidas a
separagao de fragdes citoplasmatica e nuclear para analise de fosfo-IRF3, IRF3 e Roryt por Western
Blot. C) Fragao nuclear de células cTu17 WT e STING KO foi obtida para analise de fosfo-IRF3, IRF3
e Roryt por Western Blot. GAPDH e nucleofosmina (NPM) foram utilizados como controle endégeno
citoplasmatico e nuclear, respectivamente. Dados sido representativos de pelo menos dois
experimentos independentes.

A ligacdo de Roryt na regido nao codificadora conservada (conserved
noncoding sequence 2; CNS2) é necessaria para remodelamento da cromatina e
transcricdo de //17a em células Tu17 (WANG et al., 2012). Com o objetivo de avaliar
se a ativacdo de STING afeta a fungao transcricional de Roryt, realizamos o ensaio de
imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) e analisamos o recrutamento de Roryt para a
regido CNS2 do gene //17a. Notavelmente, o tratamento com agonista de STING
reduziu a capacidade de Roryt de se ligar a regido CNS2 de //17a em células Tu17
(Figura 21A), possivelmente via ativagéo de IRF3, o qual interage com Roryt.

Para reforgar os achados descritos acima, geramos camundongos //17a-Cre
TdTom?*, cujas células emitem fluorescéncia da proteina TdTomato apenas a partir do
momento em que ha indugdo do programa de transcricdo de //17a. Assim, esse
sistema reflete o status da atividade transcricional sobre //17a. Nesse sentido,
observamos que os agonistas de STING reduziram a frequéncia de células Tu17 IL-
17A-TdTom™ in vitro em comparagdo com o controle, mais uma vez indicando que a
sinalizagado downstream da ativacdo de STING reduz a transcricdo de //77a (Figura
21B). Por cell sorting, isolamos células IL-17A-TdTom* a partir de culturas Tu17 e
vimos que a ativagdo de STING reduziu os niveis de mRNA de //23r enquanto a
expressao de //10 foi substancialmente aumentada. Como esperado, estas células
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apresentaram maior expressao de Ifnb1 em relagdo ao controle, indicando ativagéo
de STING (Figura 21C). Isso demonstra que apos a ativagdo de STING, células que
ativaram o programa Tu17 em algum momento de seu desenvolvimento passam por
uma reprogramacao direcionada a um fenotipo menos patogénico, o que corrobora
com a ideia de que STING funciona como um “interruptor” do estado funcional destas

células.
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Figura 21. A ativacao de STING limita a expressao de IL-17A por reduzir a atividade transcricional
de Roryt. A) Células T CD4 naive foram cultivadas em condigbes polarizantes para cTu17 (IL-6+TGF)
na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA por 72 h. Células foram coletadas e submetidas ao ensaio
de ChIP para Roryt seguido de analise por RT-gPCR da regido CNS2 do gene //17a em células cTh17.
Fold enrichment normalizado pelo controle IgG. B) Analise de citometria de fluxo de células cTh17 IL-
17A-TdTom" cultivadas na auséncia (meio) ou presenga de DMXAA ou c-di-AM(PS)2(Rp,Rp) (15 pM)
por 72 h. C) Expressao de Ifnb1, 1110 e 1123r em células IL-17A-TdTom* cTn17 tratadas com DMXAA
por RT-gPCR. Para analises de expressao génica, os valores do CT foram normalizados por Gapdh;
Fold change calculado em relagéo ao grupo controle (meio). Dados s&o representativos de pelo menos
dois experimentos independentes. Os resultados estdo 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
pos-teste de Tukey (B). *P < 0,05.

Portanto, esses dados confirmam que a ativagdo de STING, além de mediar a
producao de IL-10 via AhR, reduz o comprometimento destas células com o fenétipo

Tu17 por limitar a atividade transcricional de Roryt.

67



Damasceno, L.E.A. Resultados

5.5. Impacto da ativagao de STING no metabolismo oxidativo de células Tu17

Nos ultimos anos, varias evidéncias indicam a importancia do metabolismo
celular na regulacéo da diferenciagéo e fungéo de células Th17 (PAPADOPOULOU,
XANTHOU, 2022). Varias vias e processos metabdlicos como glicolise, oxidagédo de
acidos graxos (fatty acid oxidation; FAO) e fosforilagdo oxidativa compdem
assinaturas metabdlicas que desempenham papéis diferenciais de acordo com o
estado funcional e tipo celular (JUNG; ZENG; HORNG, 2019). Logo, buscamos avaliar
se a ativagdo de STING altera o estado bioenergético de células Tw17. Por meio de
um analisador de fluxo extracelular, vimos que células Tu17 cultivadas na presenca
de agonistas de STING promoveram maiores taxas, basal e maxima, de consumo de
oxigénio (Oxygen consumption rate; OCR), incluindo aumento da sintese de ATP
(Figura 22). Esses dados inferem que a ativagdo de STING acompanha aumento do
metabolismo mitocondrial de células Tu17, entretanto, se esse fendbmeno é

consequéncia direta ou indireta da ativagcao de STING ainda deve ser avaliado.
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Figura 22. STING promove aumento nas taxas de fosforilagdao oxidativa em células Tu17. Células
T CD4 naive foram cultivadas em condi¢des polarizantes para cTu17 (IL-6+TGFf) na auséncia (meio)
ou presenga de DMXAA ou c-di-AM(PS)2(Rp, Rp) por 72 h. Em seguida, andlise de fluxo extracelular
foi realizada para mensurar a taxa de consumo de oxigénio (OCR). Dados s&o representativos de
quatro experimentos independentes. Os resultados estdo expressos como Média + E.P.M. Valores de
P foram determinados por ANOVA de uma via, seguida pelo pds-teste de Tukey (B). *P < 0,05.
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5.6. Os efeitos da ativacao de STING sao recapitulados em células Tu17

humanas

Como abordagem translacional, investigamos os efeitos da ativagdo de STING
em células Tu17 humanas obtidas in vitro. Para isso, padronizamos a diferenciagao
de células Tu17 a partir de células T CD4 naive oriundas de PBMC de doadores
saudaveis. Para ativacdo de STING, utilizamos o agonista c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp)
(também conhecido como MIW815 ou ADU-S100), que € um ligante natural de STING
modificado quimicamente para garantir estabilidade superior aos demais CDNs e que
possui uma estrutura similar a de CDNs enddégenos em humanos, mas que também
funciona para ativagdo de STING murino (CORRALES et al., 2015).

Inicialmente, induzimos a diferenciagcao de células Th17 humanas na presencga
do ligante de STING e avaliamos o status de ativagado da cascata de sinalizagdo de
STING. Assim como nossos dados com células murinas, vimos que a ativagao de
STING em células Th17 humanas também induziu a fosforilagdo de STING (residuo
S366 em humanos) (Figura 23A), bem como a do fator de transcrigdo downstream
dessa via, IRF3 (S396) (Figura 23B). Esses dados sugerem que STING também induz

a formacéao do sinalossoma em células Th17 humanas.
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Figura 23. A cascata de sinalizagao de STING é funcional em células Tu17 humanas. Células T
CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudaveis e foram cultivadas em condigbes
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polarizantes para Tu17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1B+TGFf) na auséncia (meio) ou presenca de c-
di-AMP(PS)2(Rp, Rp) (10 uM) e coletadas apds 5 d. Células foram lisadas, seguido de andlise da
expressao 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 endégeno de expressao proteica.
Dados sédo representativos de pelo menos dois experimentos independentes; os experimentos foram
agrupados no grafico. Os resultados estdo 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 adi¢cédo de c-di-AMP(PS)2 (Rp, Rp)
sobre as culturas de células Th17 levou a reducdo na expressao de IL-17A, o que
reproduz nossos achados em células murinas (Figura 24A). Vimos ainda que apds a
ativacdo de STING, a producao de IL-17A foi comprometida provavelmente devido a
reducdo da atividade transcricional de Roryt, mas nao por afetar a diferenciagao
destas células, ja que a expressédo de Roryt permanece comparavel entre os dois
grupos (Figura 24B). Logo, a atividade imunoreguladora de STING em células Ty17

ocorre tanto em camundongos como em humanos.
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Figura 24. A ativacao de STING em células Tu17 humanas reduz a producgao de IL-17A sem alterar
a expressao de Roryt. Células T CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudaveis
e foram cultivadas em condi¢des polarizantes para Tu17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1B+TGFp) na
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auséncia (meio) ou presenga de c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas apds 5 d. A) Expressao intracelular
de IL-17A (n = 6 doadores) e B) IL-17A e Roryt (n = 8 doadores) foi analisada por citometria de fluxo.
Dados sao representativos de trés experimentos independentes; os experimentos foram agrupados no
grafico. Os resultados estdo 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 expressdo génica de marcadores
associados ao perfil patogénico de células Th17. Em corroboragédo a maior expresséo
de fosfo-STING e fosfo-IRF3 (Figura 23), vimos que os niveis de mRNA de IFNB1
também aumentaram em células Tu17 expostas ao ligante de STING, o que reflete
ativacao da via (Figura 25). Acompanhado a este achado, vimos que os transcritos
de IL17A e IL23R foram substancialmente reduzidos com a ativagao de STING.
Embora a expressdo de IL710 tenha se demonstrado variavel, observamos uma
tendéncia direcionada ao aumento dos niveis de mRNA de /L10 apds a ativagao de
STING (Figura 25). Esses achados juntamente aos anteriores, confirmam que STING
também reduz a patogenicidade de células Th17 humanas, conferindo potencial

importancia clinica a este fenébmeno.
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Figura 25. A ativagao de STING reduz a expressao de IL17A e IL23R em células Tu17 humanas.
Células T CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudaveis e foram cultivadas em
condigdes polarizantes para Tu17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1p+TGFB) na auséncia (meio) ou
presencga de c-di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas apds 5 d para avaliagdo de expressdo génica de
IFNB1, IL17A, IL23R e IL10 por RT-gPCR (n = 5 doadores). Para andlises de expressdo génica, os
valores do CT foram normalizados por GAPDH; Fold change calculado em relagdo ao grupo controle
(meio). Dados sao representativos de dois experimentos independentes; os experimentos foram
agrupados no grafico. Os resultados estdao 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 s&o capazes de transdiferenciar em células
T reguladoras (Treg) Foxp3* sob diferentes circunsténcias, envolvendo vias de
sinalizagao, metabdlicas e modificagdes epigenéticas (DOWNS-CANNER et al., 2017;
OBERMAJER et al., 2014). Nesse contexto, ao avaliarmos a expresséo de Foxp3* em
culturas Th17 humanas expostas ao ligante de STING, notamos que concomitante a
reducdo de células IL-17A, houve um aumento da populagcdo de células Foxp3*,
indicando conversdo em células Ty (Figura 26). Em conjunto, nossos resultados

apontam para STING como um regulador negativo de respostas inflamatorias
mediada por células TH17.
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Figura 26. STING induz conversao de células Tu17 humanas em células Treg (Foxp3*). Células T
CD4 naive foram isoladas a partir de PBMC de doadores saudaveis e foram cultivadas em condigbes
polarizantes para Tu17 humana (IL-6+IL-21+IL-23+IL-1p+TGFf) na auséncia (meio) ou presenca de c-
di-AMP(PS)2(Rp, Rp) e coletadas apds 5 d. Expresséo intracelular de IL-17A e Foxp3 (n = 6 doadores)
foi analisada por citometria de fluxo. Dados s&o representativos de dois experimentos independentes;
os experimentos foram agrupados no grafico. Os resultados estdo 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 subpopulagao de linfécitos T CD4 descrita
por ter um papel protetor em resposta a infecgdes fungicas e outros patdgenos, mas
também conhecida por mediar o processo inflamatorio em doencas autoimunes. Nos
ultimos anos diversos trabalhos tém evidenciado que fatores extrinsecos e intrinsecos,
como vias de sinalizagdo, componentes do metabolismo celular e modificacbes
epigenéticas regulam o programa transcricional destas células, conferindo a estas,
heterogeneidade de suas fung¢des e alto grau de plasticidade para transdiferenciar
entre perfis menos e mais inflamatério (STADHOUDERS; LUBBERTS; HENDRIKS,
2018). No presente estudo, demonstramos que STING, um membro chave da
maquinaria de reconhecimento de DNA citoplasmatico, atua como um regulador
negativo do estado patogénico de células Tu17. Isso traz novas perspectivas sobre
funcbes nao-candnicas 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 tém 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
inibicdo da ativacdo de STAT3. Neste aspecto, foi demonstrado que animais Nirp127-
desenvolvem uma forma exacerbada de artrite experimental, caracterizada por
intensa resposta Th17 (PRADO et al., 2020). Adicionalmente, tem sido demonstrado
que outro membro dessa familia de receptores, o NLRP1, limita a diferenciacao e
fungéo de células Th17 nos estagios iniciais do diabetes tipo | (COSTA et al., 2021).
Outro grupo reportou que o sensor inato AIM2, geralmente associado a montagem e
ativacao de inflamassoma no compartimento mieldide, possui um papel intrinseco e
independente de inflamassoma em induzir a oxidagao de lipidios em células Treg,
favorecendo a estabilidade e fungdo 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 s&o indutores essenciais para geracdo de células Tu17
convencionais, as quais sao ineficazes em promover inflamag¢ado (BETTELLI et al.,
2006; MCGEACHY et al.,, 2007). Por outro lado, embora IL-23 ndo estimule a
diferenciagao de células Tu17, essa citocina tem um papel fundamental para indugao
de um programa inflamatoério em células Th17, denominadas patogénicas (LANGRISH
et al., 2005; MCGEACHY et al., 2009). Nossos resultados demonstram que células
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Tu17 expressam STING (Tmem173), e que sua ativagao, inesperadamente, levou a
reducao na expressao de IL-17A e aumento na produg¢ao da citocina anti-inflamatoria
IL-10 por estas células. Em corroboragao, vimos que a expressao de //123r, que codifica
IL-23R e é fundamental para aquisi¢ao de funcdes inflamatdrias, tem sua expressao
reduzida apos a ativagao de STING. Desta forma, assumimos que STING controla o
programa patogénico Th17. De fato, a deficiéncia de STING per se, causou um
aumento na produgédo de IL-17A por estas células, sugerindo que STING esta sendo
ativado durante a ativacao/diferenciacao in vitro. Especulamos que acidos nucleicos
liberados por células que eventualmente morrem ao longo do processo de ativagao
sdo potenciais ligantes enddgenos para ativacdo de STING em nossas condi¢des
experimentais. Nesse aspecto, Imanishi e colegas (2014) demonstraram que acidos
nucleicos podem induzir diretamente a diferenciacado de células Th2 e amplificacédo de
processos alérgicos (IMANISHI et al., 2014). Além disso, sabe-se que o eventual
estresse celular induz a liberagdo de DNA mitocondrial, o qual foi previamente
demonstrado ativar a via de sinalizagdo de STING (WEST et al., 2015). Esses topicos
s&o de nosso interesse e necessitam de futuras investigagoes.

Um dos mecanismos observados nesse estudo é a habilidade de STING induzir
a produgédo de IL-10 por células TH17. IL-10 desempenha seus efeitos supressores
em células da imunidade inata e adaptativa para limitar a inflamacdo e manter a
homeostase tecidual, e sua expressao envolve circuitos regulatorios que dependem
do contexto em que a célula se encontra (ZHANG; KUCHROO, 2019). Varios fatores
de transcricdo estdo associados a expressao de IL-10, incluindo Blimp-1 e AhR.
Nossos dados demonstram que Blimp-1 € dispensavel para a produgao de IL-10
induzida por STING em células Tw17, mas por outro lado, mostramos que AhR é
majoritariamente responsavel pela expressdo de IL-10 induzida pela ativacdo de
STING nestas células.

Blimp-1 € crucial para producéo de IL-10 em células Tu1 apds estimulagdo com
IL-12 e IL-27 em contexto de infecgao por Toxoplasma gondii (NEUMANN et al., 2014).
Adicionalmente, Heinemann e colaboradores (2014) demonstraram que células
comprometidas ao perfil TH17 quando expostas a 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 expressao de Blimp-1, a qual é perdida na
presencga de TGFp. Por outro lado, a presenca de TGF 3 promove a expressao de AhR,

que esta associado a geragcdo de células Tr1 IL-10* (APETOH et al., 2010;
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VELDHOEN et al., 2008). Os fatos descritos dao suporte a ideia de que células Th17,
devido sua plasticidade, sdo capazes de alterar seu perfil transcricional de acordo com
o0 microambiente, por exemplo, podendo adquirir diferentes mecanismos para
expressao 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 Tu17, enquanto que células Tu1 expressam altos niveis de Blimp-1.
Curiosamente, demonstramos que a ativagao de STING ndo medeia a producao de
IL-10 em células Tu1, o que soma ao fato de que Blimp-1 ndo € um efetor downstream
da ativacédo de STING necessario para producao de IL-10. Curiosamente, mostramos
que a alta expressao de STING esta associada aos maiores niveis de AhR em células
cTu17. Nesse cenario, AhR se mostrou essencial para a expressao de |IL-10 induzida
por STING em células Th17, uma vez que a inibicdo ou deficiéncia de AhR reverteu
quase que completamente a producido de IL-10. Contudo, ndo podemos descartar
mecanismos adicionais nesse processo. Por exemplo, STING também pode ativar NF-
kB, que é amplamente descrito por induzir a expressao de citocinas inflamatdrias, mas
que também foi demonstrado mediar a produgéo de IL-10 em macréfagos (SARAIVA
et al., 2005). Se a ativagao de STING pode regular a expresséo de IL-10 via indugéo
de NF-kB em células Tu17 ainda é desconhecido.

Tem sido demonstrado que AhR pode promover a diferenciacéo de células Treg
e Tu17 de acordo com o ligante, indicando que AhR pode mediar fungdes reguladoras
dependendo do contexto (QUINTANA et al., 2008). De fato, AhR tem sido amplamente
associado a producao de IL-10 em determinados tipos celulares, incluido células Tr1-
exTh17, além de ser considerado um marcador de células TH17 nao-patogénicas
(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 ativagdo de STING,
observada pelo aumento na expressao de Cyp7a1 e redugédo da expressao proteica
de AhR em tempos tardios das culturas in vitro, que provavelmente ocorre devido a
degradacgéo proteossémica subsequente a sua ativagdo (DAVARINOS; POLLENZ,
1999).

Uma das limitagbes desse estudo € que n&o conseguimos desvendar o
mecanismo pelo qual STING induz a ativagao de AhR. Embora uma possivel interagcéo
fisica entre STING-AhR n&o possa ser excluida, acreditamos que pelo fato de AhR

ser um fator de transcrigao ativado por ligante, é plausivel hipotetizarmos que STING
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pode ativar AhR, indiretamente, por induzir a produgdo de agonistas enddgenos.
Nesse cenario, sabe-se que vias do metabolismo do triptofano, tanto a via das
quinureninas como a via da serotonina, sdo descritas por gerarem metabdlitos que
agem como agonistas de AhR e que s&o pouco exploradas quanto aos seus papéis
intrinsecos em células T (GUTIERREZ-VAZQUEZ; QUINTANA, 2018). De fato, esse
topico é atualmente alvo de nossas investigagdes.

Em corroboracdo com os nossos achados, foi recentemente demonstrado que
células B reguladoras (Breg) produzem IL-10 e IL-35 de modo dependente da ativagéo
de STING como mecanismo de reduzir as fungcdes efetoras inflamatérias 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, € sabido que células B respondem a diversos estimulos
produzindo IL-10, cuja produgéo esta associada a uma maior taxa de metabolismo
mitocondrial oxidativo (OXPHOS) (CATALAN et al., 2021; ZHU et al., 2022).

A dependéncia metabdlica diferencial entre os estados funcionais de células
Th17 ainda € um tépico pouco explorado. Omenetti e colaboradores demonstraram
que células Th17 homeostaticas induzidas pela microbiota comensal, apresentam um
perfil quiescente, dependendo essencialmente de OXPHOS para suas demandas
metabadlicas, enquanto células Tu17 inflamatdrias induzidas pelo patogeno Citrobacter
rodentium apresentam atividade metabdlica intensa, incluindo altas taxas de glicolise
(OMENETTI et al., 2019). Ao comparar dados de scRNA-seq de células cTu17 e
células pTu17, Wagner e colegas (2021) observaram que células com perfil menos
patogénico apresentam uma maior expressao de componentes da FAO, que esta
diretamente associada a OXPHOS (WAGNER et al., 2021). Neste cenario,
observamos que a ativagao de STING em células Tu17 induz a aquisigao de um perfil
nao-patogénico acompanhado de um aumento substancial no consumo de oxigénio,
que é um reflexo de maiores taxas de OXPHOS. De maneira geral, FAO e OXPHOS
sdo processos que tém sido associados a fungdes imunossupressoras, como aquelas
mediadas por células Treg (HOWIE et al., 2017; MICHALEK et al., 2011). Entretanto, a
atribuicdo de vias metabdlicas ao fendtipo e fungdes de células T é algo complexo e
que devem ser consideradas como processos dindmicos que ocorrem de acordo com
o contexto (BRAUN, 2021). Logo, ainda nado esta claro se a reprogramacao metabolica
direcionada a OXPHOS observada apdés a ativagdo de STING €& causa ou
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consequéncia da perda do potencial patogénico de células Th17 e merece
investigacdes adicionais.

A sinalizacdo classica de STING culmina na fosforilagdo e subsequente
migracéo de IRF3 para o nucleo das células, onde promove a expressao de IFNs do
tipo | (TANAKA; CHEN, 2012). Sabe-se que IFN[ age diretamente em células Th17,
através de seu receptor IFNAR, limitando a funcdo inflamatéria destas células
(RAMGOLAM et al., 2009; ZHANG et al., 2011a). No presente estudo, vimos que o
sinalossoma formado apds a ativacdo de STING é funcional em células Th17 e
culmina na expressao de /fnb1, contudo, notamos que a sinalizagcao de receptores
IFNAR é dispensavel para a reducdo dos niveis de IL-17A induzida por STING.

De modo interessante, De Lendonck e colaboradores (2013) demonstraram
que IRF3 pode conter a expressao de IL-17A em células T CD8" por interagir
diretamente com Roryt e limitar seu recrutamento para a regido CNS2 do gene //17a
(YSEBRANT DE LENDONCK et al., 2013). De fato, a ligagdo de Roryt a esta regiao
enhancer é crucial para dar inicio a transcrigdo de //17a (WANG et al., 2012). Nossos
resultados de imunoprecipitacdo confirmaram que em células Tu17, IRF3 forma um
complexo com Roryt e que a ativagdo de STING ndo tem impacto nessa interagéo
fisica. Sabe-se que a fosforilagao de IRF3 é essencial para sua atividade transcricional
no nucleo, onde forma complexos com os coativadores CBP/p300 para promover a
transcricdo de genes alvos (CHEN et al., 2008). Nesse sentido, observamos que apos
ativacdo de STING, a forma ativa/fosforilada de IRF3 estava quase que
exclusivamente presente na fracdo nuclear de células Tu17, que curiosamente
coincide com os altos niveis de expressao de Roryt no mesmo compartimento celular.
Em corroboracéo, a deficiéncia de STING aboliu a localizagédo de fosfo-IRF3 nuclear,
indicando a importancia de STING nesse processo.

Vale ressaltar que observamos niveis basais de IRF3 inativo no nucleo de
células Tu17 células. De fato, IRF3 esta presente no citoplasma na sua forma
monomeérica em um estado inibitério, porém, devido a presenca constitutiva de sinais
de localizagédo e exportagdo 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 ChlP confirmaram que a ativagdo de STING em células Tu17 limita a ligag&o

de Roryt a regido CNS2 do gene //17a, cujo achado é corroborado por estudo prévio
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(YSEBRANT DE LENDONCK et al.,, 2013). Levando os fatos anteriores em
consideragao, € possivel que somente a forma ativa de IRF3 nuclear seja necessaria
para inibir a atividade transcricional de Roryt sobre a regido CNS2 do gene //17a ap6s
a ativagao de STING. Nossos achados também demonstram que a ativacdo de STING
acompanha redugcao na expressao de //23r, um outro alvo de Roryt essencial para o
programa patogénico de células Th17 (CIOFANI et al., 2012; GHORESCHI et al.,
2010; XIAO et al., 2014). Entretanto, se a ativacado de STING reduz a expresséo de
1123r por limitar diretamente a ligagado de Roryt a regido promotora de //23r ou por um
mecanismo indireto ainda nao foi explorado.

O papel intrinseco de STING na biologia de células T é pouco descrito.
Evidéncias demonstram que a sinalizacdo de STING pode induzir efeitos anti-
proliferativo e pro-apoptético em células T submetidas apenas a ativagado do TCR in
vitro (CERBONI et al., 2017; GULEN et al., 2017; LARKIN et al., 2017). Contudo, além
do sinal de ativagao via TCR, sabe-se que o milieu de citocinas tem implicacbes
importantes sobre a sobrevivéncia, diferenciacdo e funcbes das células T. Nesse
contexto, a citocina IL-6 que é crucial para geragédo e fungdo de células Tu17, foi
descrita por promover sobrevivéncia e prevenir morte de células T sem interferir no
processo de ativagdo (ADKINS et al., 1996; AYROLDI et al., 1998). Logo, isso sugere
que o efeito pro-apoptético induzido por STING pode ser contrabalanceado por sinais
de sobrevivéncia induzidos por citocinas em células T de acordo com o contexto em
que estdo inseridas, especialmente em doencgas inflamatérias crénicas. De fato, a
contribuicdo de STING para processos celulares intrinsecos, como morte celular,
proliferacéo, diferenciagao, producido de citocinas e metabolismo, parece mudar de
acordo com o tipo de célula imune, o que requer estudos adicionais.

Nos ultimos anos, STING tem ganhado atencdo devido a diversidade de
funcdes bioldgicas que pode exercer (LI; WILSON; KISS-TOTH, 2017). Atualmente,
sabe-se que além de se ligar ao STING enddgeno, os CDNs produzidos por células
viaveis podem ser transferidos e transportados para ativacdo de STING em células
adjacentes. Ablasser e colegas (2013) foram os primeiros a demonstrar que jung¢des
comunicantes, que sao canais intercelulares formados por proteinas conexinas,
medeiam a transferéncia 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 sao 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 especie 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
cenario, Concepcion e colegas (2022) demonstraram que o transportador LRRC8C é
altamente expresso por células T, nas quais medeia a importacdo de cGAMP e
ativacdo de STING (CONCEPCION et al., 2022). De modo interessante, a deficiéncia
de LRRC8C em células T promoveu maior eficiéncia de resposta antiviral mediada por
células T contra influenza A, além de causar exacerbacdo da neuroinflamagao
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 vao ao
encontro da ideia de que o dano tecidual e o processo inflamatério acompanham a
liberacdo e producao de ligantes de STING, os quais podem ser importados por
células imunes adjacentes. Uma das limitagbes do presente estudo € a falta de
experimentagao in vivo para avaliar a funcao intrinseca de STING em células Tu17
em um contexto de doenga. Entretanto, o estudo mencionado anteriormente
juntamente aos nossos achados in vitro, evidenciam que a ativagdo de STING em
células T (especificamente células TH17) promove reprogramagao para um perfil
menos patogénico, com menor potencial em produzir mediadores inflamatorios. Isso
foi ainda corroborado por Zhao e colaboradores (2019), os quais mostraram que a
deficiéncia de STING per se induziu aumento no infiltrado de células Tu17 no
pancreas, exacerbacgao da inflamacéao e inducéo de fibrose em modelo de pancreatite
cronica em camundongos (ZHAO et al., 2019). De modo interessante, o tratamento
com anti-IL17A em animais STING KO foi suficiente para reverter os parametros
clinicos da doenga. Isso evidencia o papel da IL-17A no desenvolvimento da
pancreatite crbnica e que a ativagdo de STING pode ser uma potencial estratégia
terapéutica para a inflamacao mediada por células Th17.

Em uma abordagem translacional, investigamos se a ativagao de STING regula
o potencial patogénico em células Tu17 humanas. Para isso utilizamos c-di-
AM(PS)2(Rp, Rp), também conhecido como ADU-S100 e MIW815, um analogo de
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CDNs naturais resistente a degradacéo por fosfodiesterases e que, em relagado aos
CDNs nao modificados, possui maior afinidade de ligacdo e poténcia para ativar
STING tanto de camundongos como de humanos (CORRALES et al., 2015). Nossos
resultados demonstraram que a ativagao de STING inibe a capacidade de producao
de IL-17A em células Th17 humanas sem alterar a expresséo de Roryt, além de reduzir
os niveis de mRNA de IL23R. Isso recapitula os efeitos observados em células
murinas. Os efeitos da ativacdo de STING sobre a expressao de IL710 em células Th17
humanas se demonstraram inconclusivos, possivelmente devido a diferengas na
dinamica de diferenciagao in vitro entre células murinas e humanas. Por exemplo, é
provavel que o timepoint ideal pra avaliagdo da expressao de IL10 em células Tu17
humanas seja outro, além disso, é possivel também que as condi¢des utilizadas para
geracéo de ceélulas Th17 humanas in vitro ndo sejam ideais para expressao de IL-10.
Por outro lado, vimos que c-di-AM(PS)2(Rp, Rp) promoveu a conversao de células IL-
17A* em células Tg Foxp3*, sugerindo que STING medeia amplos efeitos
imunossupressores em células Tu17, ndo somente pela conversdao em células T
produtoras de IL-10, mas também em células T.eg. Futuros experimentos poderao
auxiliar na descoberta de mecanismos que regulam essa transdiferenciagao.

Ensaios preé-clinicos com injegdes intratumorais de ADU-S100 demonstraram
importante atividade antitumoral por aumentar a ativagdo de células dendriticas que
induzem respostas de células T CD8" antigeno-especificas (CORRALES et al., 2015;
SIVICK et al.,, 2018). A obtengdo de resultados promissores levou ADU-S100 a
avancgar para estudos clinicos. Em estudo de fase | (NCT02675439) com pacientes
com tumores solidos e linfomas avancados/metastaticos, a monoterapia com ADU-
S100 foi bem tolerada e ndo induziu toxicidade, entretanto, demonstrou uma eficacia
limitada (MERIC-BERNSTAM et al., 2022). Além disso, um outro ensaio clinico de
fase Il (NCT03937141) revelou que a combinagdo de ADU-S100 com o anti-PD1
pembrolizumab (Keytruda) no tratamento de carcinoma de cabega e pescogo de
células escamosas (recorrente ou metastatico), também foi bem tolerado, mas n&o
promoveu atividade antitumoral substancial (ZANDBERG et al., 2020),

(fonte: www.clinicaltrials.gov). Estes dados evidenciam desafios atrelados ao

desenvolvimento e uso clinico de agonistas de STING, cujos efeitos divergentes
podem estar associados a heterogeneidade de expressao e papel dicotdmico de
STING de acordo com o tipo celular. Isso reforgca a necessidade de avaliagao
cautelosa dos efeitos diferenciais da ativacdo de STING sobre cada populagao de
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células imunes. Nesse aspecto, embora ndo haja estudos clinicos com agonistas de
STING em doencas inflamatorias, tem sido demonstrado que o tratamento sistémico
com CDNs promove respostas terapéuticas em animais com EAE (JOHNSON et al.,
2021; LEMOS et al., 2014). Logo, os efeitos da ativagdo de STING podem ocorrer de
forma dependente do estagio e contexto da doenga (ex. doengas autoimunes,
infeccbes, tumores e doencgas inflamatdrias crénicas) e devem ser levados em
consideragao ao determinar o potencial terapéutico dos agonistas de STING.
Estudos recentes, juntamente aos nossos resultados, sugerem que STING
pode desempenhar fung¢des distintas de acordo com o tipo de célula imune.
Demonstramos nesse estudo que esta proteina da maquinaria de reconhecimento de
DNA citoplasmatico funciona como um repressor do programa patogénico de células
Tu17, e vimos que ha pelo menos dois mecanismos distintos envolvidos nesse
processo: a producao de IL-10 via ativagdo de AhR e inibicdo da atividade de Roryt
sobre a transcrigdo de /l17a. Investigagbes futuras utilizando animais knockout
condicionais e modelos de doengas mediada por células TH17 sdo importantes para
determinar a extensao e relevancia desses achados, além de desvendar mecanismos
paralelos envolvidos. Ainda, vimos que a atividade de STING também esta
inversamente ligada ao perfil inflamatorio de células Ty17 humanas, o que abre
perspectivas em determinar a associacdo clinica de STING em pacientes com
doengas inflamatorias caracterizadas por respostas Th17 (ex. esclerose multipla,
artrite reumatoide e psoriase) em diferentes estagios e grau de gravidade da doenca.
Portanto, este estudo acrescenta novas perspectivas quanto a versatilidade de
STING em regular as respostas imunes, o qual contribuira para investigagéo
continuada sobre o circuito imunorregulador induzido por STING em células Th17 e
outras subpopulagdes. Logo, STING pode representar potencial alvo terapéutico para

doencas inflamatorias crbénicas.
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Tendo em vista os achados descritos neste trabalho, podemos concluir que
STING é capaz de induzir a reprogramagao de células Tu17 para um perfil com menor
potencial patogénico, sendo sua expresséo inversamente associada a patogenicidade
destas células. Vale ressaltar que esse fendbmeno ocorre de forma independente da
sinalizagao de IFN do tipo I.

Mecanisticamente, a ativacdo de STING em células Tu17 leva a ativagao de
AhR por um mecanismo ainda desconhecido, cuja atividade transcricional é
majoritariamente responsavel por induzir a expresséo de |IL-10. Concomitantemente,
a ativacédo de STING promove diminuicdo na producao de IL-17A e menor expressao
de /123r por meio de um mecanismo alternativo independente de AhR. Nesse cenario,
nossos dados demonstram que apods ativagao de STING, o fator de transcricdo IRF3
é ativado, o qual & capaz de interagir fisicamente com Roryt. Deste modo, a ativagéo
de STING limita a ligagao de Roryt a regido enhancer CNS2 do gene //17a, culminando
em reduzida expressao de IL-17A. De modo interessante, a ativagdo de STING em
células Th17 humanas recapitula os efeitos observados em células murinas (Figura
27).

Nossos dados implicam que STING possui um papel intrinseco em limitar o
estado patogénico de células Th17, sugerindo que STING pode ser um importante
alvo farmacolégico para doencgas inflamatérias, cuja patogénese envolva respostas
mediadas por células Th17.
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Figura 27. Representacido esquematica dos mecanismos pelos quais STING regula a
patogenicidade de células Tu17. A ativagdo de STING induz a produgdo de IL-10 de modo
parcialmente dependente da atividade de AhR em células Tu17. Em paralelo, STING é capaz de reduzir
a atividade transcricional de Roryt sobre a regido CNS2 do gene //17a, culminando em menor produgao
desta citocina.
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Anexo 1 — Prémios recebidos durante o Doutorado

2021. Concessao pela FAPESP de Bolsa de Estagio de Pesquisa no Exterior — BEPE (n°
processo 21/08800-2). Institute of Medical Microbiology and Hygiene, University Medical
Center of the Johannes Gutenberg-University, Mainz, Alemanha. Supervisor: Prof. Dr. Tim
Sparwasser. Periodo: Dez/2021 — Nov/2022.

2019. Thereza Kipnis Award (1° lugar), apresentacao oral. Prémio concedido pela Sociedade
Brasileira de Imunologia durante o XLIV Congresso da SBI - IMMUNOTHERAPY 2019,
Floriandpolis, SC.
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Anexo 2 — Artigos cientificos publicados durante o Doutorado
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Alves MG, Vieira GV, Tavares LA, Alves-Rezende ALR, Karbach SH, Nakaya HI,
Cunha TM, Souza CS, Cunha FQ, Sales KU, Waisman A, Alves-Filho JC. Pyruvate
kinase M2 mediates IL-17 signaling in keratinocytes driving psoriatic skin inflammation.
Cell Rep. 2022 Dec 27;41(13):111897.

Damasceno LEA, Cebinelli GCM, Fernandes MF, Nascimento DC, Publio GA, Vinolo
MAR, Oliveira SC, Sparwasser T, Cunha TM, Cunha FQ, Alves-Filho JC. STING is an
intrinsic checkpoint inhibitor that restrains the T417 cell pathogenic program. Cell Rep.
2022 May 24;39(8):110838.

Silva CMS, Wanderley CWS, Veras FP, Gongalves AV, Lima MHF, Toller-Kawahisa
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Nakaia HI, Fabro AT, Oliveira RDR, Zamboni DS, Louzada-Junior P, Cunha TM, Alves-
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mediate COVID-19 immunopathology. Crit Care. 2022 Jul 7;26(1):206.
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TM, Cunha FQ, Alves-Filho JC. NLRP12 controls arthritis severity by acting as a
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Anexo 3 — Artigo publicado relacionado a Tese

Anexos

Cell Reports
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In brief

Tw17 cells display a spectrum of
pathogenic states depending on
environmental and intrinsic cues.
Damasceno et al. demonstrate that
STING activation induces a non-patho-
genic Ty17 profile. Mechanistically,
STING impairs Roryt-mediated //77a
transcription, thereby reducing IL-17A
production. Besides that, STING activa-
tion promotes IL-10 expression through
AhR signaling pathway.
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Anexo 4 — Repercucgao do trabalho na Midia

Agéncia M FAPESP  NOTICIAS  AGENDA  VIDEOS  ASSINE 00000 M@ O

Anexos

Pesquisa identifica proteina intracelular que pode
bloquear inflamagdo nas doengas autoimunes
17 de janeiro de 2023

f [W]=[Oin]

Luciana Constantino | Agéncia FAPESP — Pesquisa publicada na
revista Cell Reports identificou uma proteina que pode atuar como um

sensor de dano tecidual e bloquear a resposta inflamatéria

desencadeada por um subtipo de linfécito envolvido no Adescoberta, liderada por pesquisadores da Faculdade de Medicina de
. . . Ribeirdo Preto da USP, pode levar a novos tratamentos para essas
desenvolvimento de diferentes doengas autoimunes. A descoberta enfermidades (imagem: Wikimedia Commons)

abre espago para novos estudos em busca de tratamentos para
enfermidades como psoriase, artrite reumatoide e esclerose muiltipla, nas quais o préprio sistema imunolégico ataca células

saudaveis.

O trabalho revela o papel da proteina STING (acrénimo em inglés para STimulator of INterferon Genes) em linfécitos,

particularmente em células T auxiliares do tipo 17 (Th17, na sigla em inglés).

Os cientistas, liderados por um grupo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP),
demonstraram que a ativagdo de STING em linfécitos in vitro reduz a capacidade dessa célula de causar inflamagéo e, em

contrapartida, ela passa a fabricar uma citocina, a interleucina-10, que tem fungdes anti-inflamatérias.

— d\‘\l <(.)) ASSISTA AGORA

AO VIVO

BRASIL

Cientistas identificam proteina que pode
bloquear inflamacao nas doencas
autoimunes

Descoberta abre espago para novos estudos em busca de tratamentos para enfermidades como psoriase, artrite
reumatoide e esclerose multipla
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Pesquisa identifica proteina
intracelular que pode
bloquear inflamacdo em
doenca autoimune

Estudo pode levar a novos tratamentos para doengas como
psoriase, artrite reumatoide e esclerose multipla
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Anexo 5 — Aprovagio do Comité de Etica em Experimentagdo Animal

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO A(
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS PMRP USP
-Ao de Fln no Uso d: Animais
RP
O3anos USP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo intitulado “Importdncia da via de sinalizagdo de
STING na regulagdo da patogenicidade de células Thl7 e sua implicagdo na autoimunidade”,
registrado com o niimero 095/2019, sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Carlos Farias Alves
Filho, envolvendo a produgdo, manutengdo ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos) para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com o0s
preceitos da Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899 de 15 de julho de 2009 e com
as normds editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo

Preto da Universidade de Sao Paulo, em reunido de 29 de julho de 2019.

Este Protocolo prevé a utilizagdo de 84 camundongos C57Bl 6 machos pesando
22g oriundos do Servigo de Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de
Séo Paulo; 78 camundongos Sting fI/fl, 12 camundongos IL-10 KO, 12 camundongos IFNAR KO, 24
camundongos 129 SVEV, 168 camundongos Rag 1 KO, 24 camundongos MAVS KO, todos machos,
pesando 22¢g oriundos do Centro de Criagdo de Camundongos Especiais da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo; 84 camundongos STING KO, 78 camundongos CD4-
Cre Sting fI/fl, 66 camundongos Foxp 3 ~ Cre Sting fI/fl, 66 camundongos Rorc — Cre Sting fU/fl ¢ 78
camundongos Sting fl/fl, todos machos pesando 22g oriundos do Biotério da Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Vigéncia da autorizagdo:
29/07/2019 a 31/07/2025.

Facuidade de Medicina de Rbeirllo Preto - USP - Av. Banderantes, 3500 - RibeirSio Preto - SP - Brasil -14048-900 - Tel.: (16) 3315-3301 / 3315 3275 - e-mail coua@fmrp.usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDAD_E DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO A()
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS FMR.F&‘“ '§UP;*A_N.
ol ¥ RP
anos USP

We certify that the Protocol n° 095/2019, entitled “The role of the STING signaling pathway in the
regulation of Th17 cell pathogenicity and its implication for autoimmunity”, is in accordance with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by the National Council for'the Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and was approved by the Local Animal Ethical Committee from
Ribeirdo Preto Medical School of the University of Sdo Paulo in 07/29/2019. This protocol involves
the production, maintenance or use of animals from phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
humans) for research purposes, and includes the use of 84 male C57BI 6 mice weighing 22g from the
Central Animal House of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sao Paulo; 12 male IL-10 KO
mice, 12 male IFNAR KO mice, 24 male 129 SVEV mice, 168 male Rag 1 KO mice, 24 male MAVS
KO mice, all of them weighing 22g from the Breeding Center of Special Mice of Ribeirfio Preto Medical
School; 84 male STING KO mice, 78 male CD4 - Cre Sting fl/fl mice, 66 male Foxp 3 — Cre Sting fI/f]
mice, 66 male Rorc-Cre Sting fI/fl mice and 78 male Sting fI/fl mice, all of them weighing 22g from the
Laboratory of Experimental Surgery, of Ribeirdo Preto Medical School, University of Sao Paulo. This
certificate is valid until 07/31/2025.

Ribgirdo Preto, 29 de j de 2019

Profa.' Dra. KatiuchiaUzzun Sales
Coordenadora da CEUA-FMRP - USP

Faculdade de Medicina de RiberSio Preto - USP - Av. Banceirantes, 3900 - Riberdo Preto - SP - Brasil -14049-900 - Tel- (16) 3315-3301 / 33153275 - e-mait coua@fmvp.usp.br
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