FERNANDO BANDEIRA SULCZEWSKI

Influéncia das Vias de Sinalizacdo de STAT3 e STAT6 em Células Dendriticas
Convencionais do Tipo 1 e 2 na Instrugao da Polarizacdo da Resposta de Células T

Auxiliares

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagédo em Biologia da Relagado Patogeno-
Hospedeiro do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo, para obtencao
do Titulo de Doutor em Ciéncias.

Sao Paulo
2021



CATALOGA(;AO NA PUBLICAQAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informacgao Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S0 Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Sulczewski, Fernando Bandeira

Influéncia das Vias de Sinalizagdo de STAT3 e
STATé em Células Dendriticas Convencionais do Tipo 1
e 2 na Instrugdo da Polarizagdo da Resposta de
Células T Auxiliares / Fernando Bandeira
Sulczewski; orientadora Silvia Beatriz Boscardin. --

Sdo Paulo, 2021.
149 p.

Tese (Doutorado)) -- Universidade de S&do Paulo,
Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. Células Dendriticas. 2. Direcionamento de
antigenos. 3. cDCls. 4. cDC2s. 5. STAT. I.
Boscardin, Silvia Beatriz, orientador. II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Fernando Bandeira Sulczewski

Titulo da Dissertagdo/Tese: Influéncia das Vias de Sinalizagdo de STAT3 e STAT6 em Células
Dendriticas Convencionais do Tipo 1 e 2 na Instrugéo da Polarizacao da Resposta de Células
T Auxiliares

Orientador: Prof. Dra. Silvia Beatriz Boscardin

A Comissao Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagdo de Mestrado/Tese de

Doutorado, em sesséo publica realizada a ......... - | - , considerou o(a) candidato(a):

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINALUIA: ..o
NOIME. et e et e e e e e

115 11 (017> o S PUPRRPR

Examinador(a): ASSINALUIA: ..o
NOIME. e et e e

1= 1 0 1= o P

Examinador(a): ASSINALUIA: ..o
NOIME. it e e e

1= 1 0 1= o S

Presidente: Y N=T=T | F= 10 = TP
[ T0] 0 0 1=

INSHUICAO: oo



Trabalho realizado no Laboratério de Direcionamento de Antigenos para Células
Dendriticas, no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo, com auxilios financeiros concedidos pela Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP) (Processo 2018/00145-2
e 2018/07142-9), Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(Capes) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).



I Instituto Universidade de S&o Paulo
c de Ciéncias

; Comissdo de Etica no
Biomédicas

ICB USP cuelgncia em Ensine e Pesquisa Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Influéncia das Vias de Sinalizacdo de STATL, STAT3, STATS e STATE em Células Dendriticas
Convencionais na Instrugdo da Resposta de Células T Auxiliares”, protocolada sob o CEUA n® 7937100118, sob a responsabilidade
de Silvia Beatriz Boscardin e eguipe; Fermando Bandeira Swiczewski - que envolve a produgdo, manutencio efou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - ests de
acordo com o5 preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), & foi aprovada pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de S&o Paulo) (CEUA-ICB/USP) na reunido de 27/02/2018.

We certify that the proposal "Influence of STAT], STAT3, STATS and STATE Signaling Pathways on Conventional Dendritic Cells in
the Instruction of Auxiliary T Cell Response”®, utilizing 1129 Genetically modified mice (GMO) (522 males and 607 females), 160
Isogenics mice (79 males and Bl females), protocol number CEUA 7937100118, under the responsibility of Silvia Beatriz
Boscardin and team; Fernando Bandeira Sulczewski - which involves the production, maintenance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings], for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree G899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation {CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the
Biomedical Sciences Institute {University of 580 Paulo) {CEUA-ICB/USF] in the meeting of 02/27/2018.

Finalidade da Proposta: Pesguisa [Académical
Vigéncia da Proposta: 48 meses Depto/Setor: Parasitologia

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do ICB

Espécie: ::;én;]ndungu geneticamente mocificado sexo: Machos ldade ou pesa: 1 a 12 meses

Linhagem: B6.Cg-Tglltgax-cre]l-1Reiz H amostral: 4

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do ICB

Espécie: ::;rjn;]ndungu geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou pesa: 1312 meses

Linhagem: B6.Cg-Tglltgax-cre]l-1Reiz H amostral: B

Origem:  Biokério de matrizes de Camundongos do ICB
Esnéria: Camundonge geneticamente modificado

(OGM) sexo: Machos ldade ou pesa: 1 a 12 meses
Linhagem: B6.Cg-Tglltgax-cre]l-1Reiz H amostral: 4
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia
Espécie: f;gl;]ndanga geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade au pesa: 1212 meses
Linhagem: B6.Cg-Zbtb46tm3.1{cre)Mnz/] H amostral: B

Origem:  Biotério de Criacio e Experimentacao do Departamento de Parasitologia

Espécie: fggﬂ;;dungu geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou peso: 1 a 12 meses

Linhagem: B6.Cg-Zbtb46tm3.1{cre)Mnz/] H amostral: 4

Origem:  Biotério de Criacio e Experimentacas do Departamento de Parasitologia

Espécie: ::;n;;ldungu geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou peso: 1 a 12 meses

Linhagem: BE;1295-5tatltmlMam/Mmjax H amostral: B

. Professor Lintu Prestes, 2415 - ICH W Odade Universitiria, Butantl - CEP 05508-000 - Sk Pauly'SP - bel: 55 (11} 3051-7733
Horkirio de atendimenta: 20 a 60 das £ &5 16h : e-mail: oepdich. s br
CELW N 7937100128



I Instituto Universidade de Sao Paulo
c de Ciéncias Comissdo de Etica no

Biomédicas - :
Uso de Animais

ch U S F:" Exceléncia em Ensiig e Pesgiisa

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacao do Departamento de Parasitologia

Espécie: I:C;;n;]ndanga geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou peso: 1 a 12 meses
Linhagem: BG;1295-StatltmlMam/Mmjax N amostral: 4

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do IC8

Espécie: {Cuaén;]ndenge geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou pesa: 1a 12 meses
Linhagem: BG6.12951-5tat3tm1Xyfu N amaostral: B

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do IS

Espécie: I:CDaén;]ndengo geneticamente modificado seno: Machos ldade ou peso: 1 a 12 meses
Linhagem: B6.12951-5tat3tm LXyfu N amaostral: 4

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacao do Departamento de Parasitologia

Espécie: I:CDaén;]ndanga geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou pesa: 1a 12 meses
Linhagem: BG.12956-5tatSbtmlMam StatSatm2Mamy/ N amostral: B

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia

Espécie: {Cuaén;]ndenge geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou pesa: 1a 12 meses
Linhagem: B6.12956-5tatSbtmlMam StatSatm2Mamy/ N amaostral: 4

Origem:  Centro de Criag@o de Camundongos Especiais

Espécie: I:CDaén;]ndengo geneticamente modificado sewo: Fémeas ldade ou peso: 1 a 12 meses
Linhagem: C.12952-StatbtmlGru] H amostral: B

Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacao do Departaments de Parasitologia

Espécie: I:CDaén;]ndanga geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou pesa: 1a 12 meses
Linhagem: C.12952-5StatGtmlGru] H amostral: 4

Origem:  Centro de Criagdo de Camundongos Especiais

Espécie: I:CDa;;]ndengc- geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou pesa: 4 a G semanas
Linhagem: CD11c-CreSTATLAox/flox N amaostral: 70

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentaciao do Departamento de Parasitologia

Espécie: l:CDaén;]ndengo geneticamente modificade sexo: Machos ldade ou peso: 4 a b semanas
Linhagem: CD11lc-CreSTATLAox/flox N amaostral: 70

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia

Espécie: {C;n;]ndanga geneticamente modificado sexo: Fémeas ldade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: CO11c-CreSTAT3omflox H amostral: 70

Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacao do Departamento de Parasitologia

Espécie: I:CDa;;]ndengc- geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou pesa: 4 a G semanas
Linhagem: CD11c-CreSTAT3fox/flox N amaostral: 70

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentaciao do Departamento de Parasitologia

Espécie: l:CDaén;]ndengo geneticamente modificade sewo: Fémeas ldade ou peso: 4 a b semanas
Linhagem: CD11lc-CreSTATSox/flox N amaostral: 70

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia

Espécie: Camandonge geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou pesa: 4 a b semanas

(OGM)

A Professor Linsu Preshes, 2405 - 00 W | Odade Univwersiteia, Butant - CEP 05508-000 - 53 Pauly'SP - tel: 55 (11} 3061-7733
Horkirio de atendimento: 20 2 6 das & &5 16h : e-mail: oepegich.usp.br
CELIA N 7937100118



]
C

Instituto
de Ciéncias
Biomeédicas

Universidade de S0 Paulo

Comissdo de Etica no

ICBLIEE St s Uso de Animais
Linhagem: CD11lc-CreSTATS Mo/ lox H amostral: 70
Origem:  Bioktério de Criacio e Experimentacio do Departamento de Parasitologia
Espécie: {C;ﬁ]ndc}ng& geneticamente modificado sexo: Fémeas Idade ou pesa: 4 a 5 semanas
Linhagem: C.12952-5tatEtmlGru] H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia
Espécie: {C;ﬁ]ndc}ngc} geneticamente modificade sexo: Machos Idade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: C.12952-5tatEtmlGru] H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacio do Departamento de Parasitologia
Espécie: {C;u.]ndcnga geneticamente modificado sexo: Femeas ldade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: B6;1295-5tatltmlMam/Mmjax H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia
Espécie: {C;u.]ndcnga geneticamente modificado sexo: Machos Idade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: BG;1295-5tatltmlMam/Mmjax H amaostral: 70
Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacdo do Departaments de Parasitologia
Espécie: {C;u.]ndcngc geneticamente modificado sexwo: Fémeas ldade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: BG6.12951-5tat3tmlXyfu H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacioe do Departamento de Parasitologia
Espérie: {CE-'M"']FMG”QG geneticamente modificado sexo: Machos ldade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: B6.12951-5tat3tm1Xyfu H amostral: 70
Origem:  Bioktério de Criacio e Experimentacio do Departamento de Parasitologia
Espécie: {C;-Iml"]ndangﬁ geneticamente: modificado sexo: Fémeas ldade ou peso: 4 a G semanas
Linhagem: BE.12956-5tatSbtmlMam StatSatm2ZMam/f H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacds do Departamento de Parasitologia
Espécie: I:C;ML.]ndGnga geneticaments modificado sexo: Machos Idade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagemn: B6.12956-5tat5btmlMam StatSatm2Mamyf H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia
Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas ldade ou peso: 4 a G semanas
Linhagem: Balb-C H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacde do Departamento de Parasitologia
Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos Idade ou pesa: 4 a 5 semanas
Linhagem: Balb-C H amostral: 70
Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacie do Departamento de Parasitologia
Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas Idade ou pesa: 4 a 5 semanas
Linhagem: C5TBLG H amostral: 9
Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacae do Departamento de Parasitologia
Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Machos ldade ou pesa: 4 a b semanas
Linhagem: C57TBLG H amostral: 9
Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do ICB
Espécie: {C;u.]ndcnga geneticamente modificado sexwo: Fémeas ldade ou pesa: 1a 12 meses
Linhagem: C5TBLG OTI H amaostral: 2

. Frofessor Lineu Prestes, 2815 - 0B 1/ Odade Universitieia, Butontd - CEF 05508-000 - 582 Paul/SP - bel: 55 (11} 3091.7733
Haririo e atendimenta: 20 3 6% das 8 bs 16h | e-mail: cepégich.usp. br

CELIA N 7937100118



i
C

IGB U S P Exceldmaio em Ensinge e Pesginsa

Instituto
de Ciéncias
Biomedicas

Universidade de 530 Paulo
Comissdo de Etica no

Uso de Animais

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do ICE

Espécie: ::Srrjn;]ndungu gentticamente modificado sewo: Machos ldade ou peso: 1 al2 meses
Linhagem: C5TBLE OTI W amostral: 2

Origem:  Biotério de Criacio e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia

Espécie: :I;;n;]ndungu geneticamente modificade sexo: Fémeas ldade ou peso: 4 a B semanas
Linhagem: C5TBLMG OTI H amostral: 25

Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacio do Departamento de Parasitologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas ldade ou peso: 1al2 meses
Linhagem: C57TBLG CO45.1 H amostral: 2

Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacio do Departamento de Parasitologia

4 a B semanas

Espécia: Camundongo geneticamente modificado : EAmoas

10GM)
Linhagem: CS5TBLE OTI CD45.1

ldade ou pesa:
W amostral: 22

Origem:  Biotério de matrizes de Camundongos do ICB

Espécie: Camundongo geneticamente maodificado

1OGM) sexo: Fémeas ldade ou peso: 1 a 12 meses

Linhagem: Balb-C DO1L.10 H amostral: 2

Origem:  Biotério de Criagdo e Experimentacio do Departamento de Parasitologia

... Camundongo geneticamente modificado
Espécie: (OGM)

Linhagem: Balb-C DO11.10

sexo: Machos ldade ou pesa: 1 a 12 meses

H amostral: 2

Origem:  Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia

Espéce: Camundongo geneticamente maodificado

10GM] sexo: Fémeas ldade ou peso: 4 a B semanas

Linhagem: Balb-C DO11.10 W amostral: 18

530 Paulo, 27 de fevereiro de 2018

huwort, W% T
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Dr. Alexandre Ceroni

Coordenadora da Comisso de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de 530 Paula) Instituto de Ciéncias Biomédicas {Universidade de Sao Paulo)

& Professor Lineu Prestes, 2415 - ICA M | Cdade Universitiria, Butantd - CEP 05508-000 - 55 PauldSP - bel: 55 (11} 3041.7733
Hordirio de abendimento: 20 a 60 das & &5 15h : e-mail: oepegich.usp.br
CELW N 79371040118



Aos meus pais Enio e Elena e
ao meu noivo Dérick pelo amor,

apoio e incentivo.



AGRADECIMENTOS

Ao Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, em
especial o Departamento de Parasitologia por ter fornecido a estrutura para realizagao
dessa pesquisa e do meu curso de pos-graduagao.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP)
(Processo 2018/00145-2 e 2018/07142-9) pelo suporte financeiro deste estudo.

Gostaria de agradecer a Prof. Dra Silvia Beatriz Boscardin, minha orientadora.
Muito obrigado por possibilitar a realizagao dessa tese. Gostaria de agradecer por sua
dedicacdo e empenho, ndo apenas em relagcdo a essa pesquisa, mas também em
relacdo a minha carreira e crescimento pessoal. Muito obrigado por me ensinar a ser
um “cientista”, por apoiar a minha trajetéria académica e me ajudar a alcangar os meus
objetivos. Seus conselhos, suas histérias e suas experiéncias que compartilhou com
o Lab. 46 foram e serdo de grande valia. E, agora, abrimos um vinho e vamos brindar!

Muito obrigado aos meus colegas de laboratorio: Marcio Massao Yamamoto,
Bianca da Silva Almeida, Higo Fernando Santos Souza, Arthur Zanetti, Natalia
Ferreira, Larissa Martins, Gustavo Soares, Isabela Daher, Davi Salles, Flavia Adami,
Mirian Bruni, Jéssica Amaral Martinho muito obrigado pela ajuda. Gostaria de
agradecer a todos pela amizade, companheirismo e principalmente por me apoiarem
nos momentos dificeis, por me ouvirem e me incentivarem a seguir em frente para a
realizagcdo desse sonho. Sou muito grato por todos os cafés que tomamos juntos, mas
sobre tudo, por carregarmos juntos nossos medos e incertezas, especialmente nesse
momento da pandemia COVID-19. E “vamos tomar um café, por favor?!”. Agradego a
todos pela ajuda nos experimentos e nas discussdes dos resultados. Em especial,

gostaria de agradecer ao Marcio, a Bianca, a Larissa, ao Davi e ao Gustavo por ter



me auxiliado com a clonagem e produgéo dos anticorpos e também com as reagdes
de genotipagem dos camundongos utilizados nesse trabalho.

Agradego a prof. Dra. Daniela Santoro Rosa pela constante troca de
informacodes e discussao de resultados, as suas criticas e opinides enriqueceram este
trabalho e ajudaram a moldar o profissional que me tornei hoje. Gostaria de agradecer
também aos integrantes do seu laboratério (o Lavex), pelas discussdes cientificas e
troca de conhecimentos em nossos seminarios, em especial Edgar Ruz Fernandes,
pela disponibilidade e ajuda em alguns experimentos.

Gostaria de agradecer a Dra Stephanie Eisenbarth por ter me dado a
oportunidade de realizar um doutorado sanduiche em seu laboratério, muito obrigado
por compartilhar comigo um pouco da sua visdo sobre as DCs e principalmente por
toda a sua ajuda com o projeto e a documentagao necessaria para isso. Infelizmente,
as restricbes impostas pela pandemia de COVID-19 impossibilitaram os nossos
planos.

Muito obrigado ao Biotério de Criacdo e Experimentacao do Departamento de
Parasitologia e toda a sua equipe (Anderson Domingos Silva, Bruno de Castro
Bertoldo, Daniela Chagas e Juliana Afonso), ao Laboratério de Desenvolvimento de
Vacinas, ao Laboratério de Imunoparasitologia Experimental, ao Laboratério de
Leishmanioses e ao Servigo de Citometria de Fluxo do Departamento de Imunologia.

Gostaria de agradecer as comissdes organizadoras das edi¢des VIl e VIl do
Curso de Férias de Imunologia do ICB, muito obrigado por me receberam tdo bem
como membro da comissdo! As experiéncias propiciadas ao longo dessas duas
edi¢cdes foram muito enriquecedoras e me fizeram muito feliz!

A minha familia gostaria de dizer muito obrigado! Ao meu pai (Enio Irineu

Sulczewski) e a minha mae (Elena Maris Bandeira Sulczewski), agradego por estarem



sempre ao meu lado, por me apoiarem nas minhas decisdes e torcerem para que tudo
dé certo. Muito obrigado por acreditarem em mim e nunca terem saido do meu lado!
Muito obrigado pelas oragbes. Sem a coragem que vocés me passam eu nao estaria
em um curso de pés-graduacao. Essa conquista é de vocés também. Muito obrigado
a minha irma (Aline Bandeira Sulczewski Greter) pelo apoio nesses anos de pos-
graduacgao.

Ao meu noivo Dérick Andrade Moreira, muito obrigado por estar ao meu lado
em todos os momentos. O teu apoio foi fundamental durante todo esse periodo! Muito
obrigado pela compreensdo quando, muitas vezes cheguei tarde em casa e por
colocar varios alarmes bem cedo da manha e te acordar também. Sou muito grato a
vocé por toda a sua ajuda diaria que fez com que eu conseguisse focar em meus
estudos. Obrigado por segurar a minha méo e olhar nos meus olhos com um olhar de

quem diz que tudo vai dar certo. Essa conquista é tua também.



“A vida nao é facil para nenhum de nés. Mas e dai? Nos devemos ter persisténcia
e, acima de tudo, confianga em nés mesmos. Devemos acreditar que somos
talentosos em alguma coisa, e que essa coisa, [...], deve ser alcangada”

Marie Curie



RESUMO

SULCZEWSKI, F.B. Influéncia das Vias de Sinalizagdao de STAT3 e STAT6 em
Células Dendriticas Convencionais do Tipo 1 e 2 na Instrug¢ao da Polarizag¢ao da
Resposta de Células T Auxiliares [149 paginas. Tese (Doutorado em Biologia da
Relacdo Patégeno-Hospedeiro)]. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
S&o Paulo; Sdo Paulo, 2021.

No bago de camundongos encontram-se principalmente dois subtipos de
células dendriticas convencionais (cDCs) conhecidas como cDC1s e cDC2s. As
cDC1s expressam o receptor endocitico DEC205 e a cadeia alfa do receptor CD8
(DEC205*CD8a"), enquanto as cDC2s expressam o receptor endocitico DCIR2, mas
nao expressam a molécula CD8a (DCIR2*CD8a’). As cDC1s tem capacidade de
promover respostas de linfécitos T CD4 e também T CD8" pois sao capazes de fazer
apresentagdo cruzada de antigenos extracelulares. Ja as cDC2s estdo mais
associadas com a instrugdo de células T CD4*. Recentemente, através do
direcionamento de um antigeno para cada um desses subtipos utilizando anticorpos
monoclonais quiméricos, identificamos que cDC1s e cDC2s induzem respostas
distintas de células T auxiliares. Entdo, para entender melhor os mecanismos que 0s
diferentes subtipos de cDCs utilizam para induzir as distintas respostas, neste estudo
avaliamos o papel das vias de sinalizagao de STAT3 e STAT6 em cDC1s e cDC2s. O
objetivo foi estudar a influéncia dessas vias de sinalizagdo na capacidade que cada
subtipo de DC possui de instruir respostas de células T auxiliares. Para isso, utilizamos
camundongos em que a molécula STAT3 é deletada especificamente nas DCs e
camundongos STAT6 nocaute. Inicialmente avaliamos se a delegdo de STAT3 ou de
STATG prejudicaria a diferenciagéo de cDCs. Os resultados mostram que os numeros
de cDC1s e cDC2s esplénicas dos camundongos deficientes de STAT3 ou STAT6
foram semelhantes aos animais controle. Também foi avaliado se essas vias de
sinalizacdo alteram a maturacdo de cDCs analisando a expressao de moléculas
coestimulatdrias apds a administragao de um adjuvante: tanto as cDCs deficientes de
STAT3 quando as cDCs deficientes de STAT6 sofrem maturacdo de forma
semelhante as cDCs que sinalizam pelas vias de STAT3 e STAT6. Para estudar a
influéncia das vias de STATs na instrugcado de células T CD4* por ambos os subtipos
de cDCs in vivo, utilizamos a estratégia de direcionamento de antigenos para cDC1s
e cDC2s via os receptores DEC205 e DCIR2, respectivamente. Nossos resultados
mostram que, na auséncia da via de sinalizacdo de STAT3, o direcionamento de
antigenos para cDC2s induziu frequéncias similares de células TrH entre os grupos
que sinalizam ou nao via STAT3. No entanto, a respostas de células Th1 e TrH
promovidas apos o direcionamento de antigenos para cDC1s foram significativamente
menores nos camundongos deficientes de STAT3. Por outro lado, na auséncia da
sinalizagao por STAT6, quando o antigeno foi direcionado para cDC2s, as respostas
de células TrH, de células B do centro germinativo estavam significativamente
menores. Com isso, pode-se concluir que a sinalizagdo de STAT3 e STAT6 néao
controla a diferenciacdo nem a maturagao de cDCs esplénicas. No entanto, a via de
sinalizacdo de STAT3 estimula cDC1s a promoverem respostas de células TH1 e de
células TeH, enquanto a via de STAT6 modula a promogao de respostas mediadas por
cDC2s.



Palavras-chave: Células Dendriticas. Direcionamento de antigenos. cDC1s.
cDC2s. STAT3. STATG6. Via de sinalizacao JAK/STAT.



ABSTRACT

SULCZEWSKI, F.B. Influence of STAT3 and STAT6 Signaling Pathways in
Conventional Type 1 and 2 Dendritic Cells to Prime Auxiliary T Cell Responses
[149 p. PhD Thesis (Parasitology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo; Sao Paulo, 2017.

In the murine spleen there are mainly two subsets of conventional dendritic cells
(cDCs), one that expresses the endocytic receptor DEC205 and the alpha chain of the
CD8 molecule (DEC205*CD8a™), it is known as conventional type 1 dendritic cell
(cDC1); another subset expresses the endocytic receptor DCIR2, but not CD8a
molecule (DCIR2*CD8a), it is known as the conventional type 2 dendritic cell (cDC2).
cDC1s are able to prime both CD4* and CD8* T lymphocytes via antigen cross-
presentation of extracellular antigens. cDC2s are more associated with CD4* T cell
responses. Recently, using a strategy of antigen targetingn to each of these subsets
of cDCs with chimeric monoclonal antibodies, we have identified that cDC1s and
cDC2s prime different T helper cell responses. So, to better understand the
mechanisms that cDC1s and cDC2s use to promote different responses, in this study
we evaluated the role of STAT3 and STATG6 signaling pathways in cDC1s and cDC2s.
The aim was to study the influence of these signaling pathways on the ability that each
DC subset has to promote T helper cell responses. For this, we used mice in which the
STAT3 molecules are deleted in the cDCs and STAT6 knockout mice. Initially, we
measured whether STAT3 or STAT6 depletion would impair the differentiation of
splenic cDCs, the results showed that the numbers of splenic cDC1s and ¢cDC2s in
STAT3- or STAT6-deficient mice were similar to the control group. We also analyzed
whether these signaling pathways regulate the maturation of cDCs by analyzing the
expression of costimulatory molecules after administration of an adjuvant, both STAT3-
and STATG6-deficient cDCs matured similarly to fully competent cDCs. To study the
influence of STAT signaling pathways in cDC1s and cDC2s function to prime T helper
cells responses in vivo, we used a strategy of antigen targeting to cDC1s and cDC2s
via DEC205 and DCIR2 receptors, respectively. Our results showed that in the
absence of the STATS signaling pathway, antigen targeting to cDC2s induced similar
frequencies of Trn cells between the groups that signal or not via the STATS3. In
addition, the responses of Th1 and Tr+ cells promoted after antigen targeting to cDC1s
were significantly lower in STAT3-deficient mice. On the other hand, when antigens
were targeted to cDC2s in STAT6 KO mice, the responses of Ten cells, germinal center
B cells were significantly lower. Thus, STAT3 and STAT6 signaling do not control the
differentiation or maturation of splenic cDCs. The STAT3 signaling pathway stimulates
cDC1s to promote Th1 and Tru cell responses. STAT6 modulates the promotion cDC2-
mediated responses.

Keywords: Dendritic cell, Antigen targeting, DC subsets, Cellular immune
response, Humoral immune response.



1 INTRODUCAO
1.1 Células Dendriticas

As células dendriticas (DCs) foram descobertas em 1973 por Ralph Steinman
e Zanvil Cohn na Universidade de Rockfeller no Estados Unidos. Essas células foram
inicialmente descritas a partir de células de bago de camundongo como células semi-
aderentes com a presenca de inumeros dendritos e poucos lisossomos (STEINMAN;
COHN, 1973). A caracterizagdo das fungdes das DCs iniciou-se com estudos de
reacao mista de linfocitos, onde os linfocitos foram misturados com DCs halogénicas
purificadas ou com leucdécitos presentes no sangue de camundongos. As DCs
purificadas foram capazes de promover a proliferacédo de linfécitos em uma escala 100
mais maior que os leucécitos totais presentes no sangue (STEINMAN; WITMER,
1978). Mais tarde, as DCs foram classificadas como células apresentadoras de
antigenos (APCs) por serem capazes de adquirir antigenos, apresenta-los as células
T e promover a expansao clonal de células antigeno-especificas (CABEZA-
CABRERIZO et al., 2021; NUSSENZWEIG et al., 1980).

Desde a descoberta das DCs, muito esforco foi empregado para melhor
caracterizar a biologia e a fungdo dessas células. Atualmente, sabe-se que as DCs
estdo localizadas tanto em tecidos linfoides e como em tecidos nao-linfoides, em
diferentes espécies, e exercem um papel central na vigilancia imunoldgica, sendo
células que conectam o sistema imune inato ao sistema imune adaptativo (CABEZA-
CABRERIZO et al., 2021; STRIOGA et al., 2013). Elas expressam diversos receptores
de reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos e a danos, bem
como receptores de endociticos (AMORIM, K. N. S. et al., 2016). Assim, quando as
DCs entram em contato com patégenos e/ou células mortas, elas capturam e
processam esses antigenos, passando por um processo chamado de maturagdo. A
maturacdo das DCs consiste no aumento da expressdo das moléculas
coestimulatdrias, MHCII e citocinas para que essas células migrem e apresentam
antigenos eficientemente as células T (MELLMAN; STEINMAN, 2001; PATENTE et
al., 2018).

Uma importante caracteristica das DCs é a capacidade que essas células
possuem de migrar. Quando maduras, as DCs que se localizam em tecidos néo-
linfoides, expressam o receptor de quimiocina CCR7 que, a partir de um gradiente de

concentragcdo, estimula a migragdo dessas células para os o6rgéos linfoides



secundarios como os linfonodos, levando os antigenos que foram capturados no
tecido (EISENBARTH, 2019). As DCs apresentam esses antigenos e interagem com
as células T nos 6rgaos linfoides secundarios no interior das zonas de células T
(LEWIS et al., 2019). Assim, as DCs controlam e coordenam a instrugdo da resposta
imune adaptativa, pois além de fornecer os sinais necessarios para a ativagao das
células T, também sao capazes de promover diferentes respostas de células T
auxiliares. dependendo de quais moléculas coestimulatorias e quais citocinas sao
expressas durante a interagdo com a células T. Nesse sentido, as DCs séo
consideradas APCs profissionais por serem especializadas na instrugao de células T
virgens em células T efetoras (STEINMAN, 2007; YIN et al., 2021)

1.2 Ontogenia e Classificagdo de DCs

As DCs estdao presentes em tecidos distintos do organismo, tanto de
camundongos quanto humanos, podendo expressar diferentes marcadores e
receptores em sua membrana, dependendo de sua localizagdo (MERAD et al., 2013).
Dessa forma, ao longo do tempo, diferentes células foram agrupadas e chamadas de
DCs (SHORTMAN; LIU, 2002). Atualmente, as DCs que foram inicialmente
identificadas como APCs especializadas na instrugdo de resposta de células T sao
classificadas como células dendriticas convencionais (cDCs). Por sua vez, as cDCs
sao ainda subdivididas em dois subtipos que divergem entre si pela sua ontogenia,
funcao e expressao de receptores de membrana, as células dendriticas convencionais
do tipo 1 (cDC1s) e as células dendriticas convencionais do tipo 2 (cDC2s)
(GUILLIAMS et al., 2014). Além disso, ha DCs que possuem uma baixa capacidade
de apresentar antigenos, mas sao especializadas na expresséao de interferons do tipo
I, respondendo rapida e eficientemente a infecgdes virais, sendo chamadas de células
dendriticas plasmocitoides (pDCs) (LEYLEK; IDOYAGA, 2019).

Nos ultimos anos, a classificagdo das DCs em diferentes subtipos vem sendo
associada ao processo de diferenciacdo de cada um dos subtipos a partir de
precursores mieloides e linfoides da medula 6ssea (GUILLIAMS et al., 2014). As
células-tronco hematopoiéticas originam os precursores mieloides comuns (CMPs)
que sao precursores para o desenvolvimento de linhagens de DCs e de mondcitos

(FOGG et al., 2006). A linhagem de DCs e a linhagem monocitica sdo atualmente



consideradas completamente distintas. A linhagem monocitica comega com a
diferenciagao dos CMPs para o precursor comum de mondcitos (cMoP). O CMoP esta
associado a geragdo de mondcitos, macrofagos e células inflamatérias derivadas de
mondcitos (também chamadas de DCs derivadas de mondcitos ou moDCs, que
atualmente nao sao consideradas DCs) (GRETER et al., 2012; HETTINGER et al.,
2013). A diferenciacdo de DCs inicia-se quando CMPs sao diferenciados em
precursores comuns de DCs (CDPs) (NAIK et al., 2007; ONAI et al., 2007). CDPs
diferenciam-se em células conhecidas como pré-DCs que completam o seu processo
de diferenciacao para DCs imaturas (LIU et al., 2009). Além disso, nos ultimos anos,
pré-cDC1s ou pré-cDC2s ja comprometidos com a sua diferenciagao final em cDC1 e
cDC2 foram identificados em camundongos e humanos. Eles sdo originados de pré-
cDC ndo comprometidas que dao origem a pré-cDC1s ou pré-cDC2s, processo
denominado pelos autores de “priming de células dendriticas” (SCHLITZER et al.,
2015; SEE et al., 2017). Ainda ndo sabemos 0s mecanismos que coordenam O
comprometimento de pré-cDC em pré-cDC1 e pré-cDC2, nem mesmo conhecemos
os fatores de transcrigdo que controlam essa etapa da ontogenia. A figura 1 resume

as principais etapas do processo de diferenciagao de DCs.
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Figura 1 - Classificagdao e Ontogenia de DCs. Esquema de classificacdo atual de DCs
baseado na diferenciagdo a partir de precursores da medula éssea. A célula-tronco hematopoiética
diferencia-se em precursor mieloide comum (CMPs) que origina o precursor comum de mondcitos
(CMoP) e o precursor comum de DC (CDP). O CDP se diferencia em pDC ou pré-cDC que
posteriormente se diferencia em cDC1 ou cDC2. pDC também pode se diferenciar a partir de
precursores linfoides comuns (CLP). As MoDC, os mondcitos e os macréfagos se originam a partir de
precursores da linhagem monocitica diferentes dos precursores de DCs. Ainda, macréfagos e células
de Langherans se diferenciam de precursores embriogénicos. Fonte: (EISENBARTH, 2019) (adaptada)

Interessantemente, pré-cDCs foram encontradas fora da medula 6ssea em
tecidos como o sangue e a mucosa intestinal. Nesses locais, as pré-cDCs ainda
possuem uma capacidade proliferativa remanescente. Usando camundongos
Clec9aCenfeti nos quais cada clone de DC é marcado por uma coloragdo especifica,
Cabeza-Cabrerizo e colaboradores mostraram que as cDCs se localizam na mucosa
intestinal em agrupamentos celulares da mesma cor, sugerindo que essas células
agrupadas s&o clonalmente relacionadas, provavelmente originadas de um mesmo
precursor. Seu estudo também evidencia que as cDCs agrupadas sédo geradas por
pré-cDCs ja comprometidos em cDC1 ou cDC2 (precursores pré-cDC1 e pré-cDC2)
porque as cDCs proximas sao geralmente do mesmo subtipo (CABEZA-CABRERIZO
et al., 2019).

Com isso, esses dados evidenciam que ambas as cDC1s e cDC2 terminam sua
diferenciagao no tecido, destacando a hipétese de que o microambiente local pode

modular a fungao das cDCs. De fato, uma comparacéao sistematica do transcriptoma



de cDCs linfaticas com o transcriptoma de cDCs do pulmao e da pele mostrou que,
em humanos, as cDCs do pulmao e da pele adquiriram programas de transcri¢ao
especificos devido a sinais locais (HEIDKAMP et al., 2016). No entanto, esses dados
também indicam uma expressao conservada de fatores de transcrigao relacionados
as assinaturas ontogenéticas de cada subtipo de cDCs, como a expressao de IRF8
em cDC1s e IRF4 em cDC2s (GUILLIAMS et al., 2016; HEIDKAMP et al., 2016).

Diferentes fatores de transcricdo séo expressos durante a ontogenia de cDC1
e cDC2. Alguns dos fatores de transcricao importantes para o desenvolvimento de
cDC1s sao: fator regulador de interferon 8 (IRF8), inibidor de proteina de ligacéo de
DNA ID2, fator transcricional de zipper de leucina basico ATF-like 3 (BATF3) e
proteina reguladora por fator nuclear interleucina (IL)-3 (NFIL3) (HILDNER et al., 2008;
KASHIWADA et al., 2011; SICHIEN et al., 2016). Por outro lado, alguns dos fatores
de transcricao importantes para o desenvolvimento de cDC2s s&o principalmente:
proteina homodloga de entalhe de locus neurogénico 2 (Notch2), fator 4 semelhante a
Kruppel (KLF4) e fator regulador de interferon 4 (IRF4) (LEWIS et al., 2011; PERSSON
etal., 2013; SCHLITZER et al., 2013; TUSSIWAND et al., 2015). Inclusive, IRF8 e IR4
foram eficientemente usados para identificar cDC1s e cDC2s em varios tecidos e
espécies, sendo as c¢cDC1s caracterizadas como MHCII*F4/80-CD64-
CD11¢c*CD26*XCR1NCD172a°IRF8"IRF4° e as c¢cDC2s como MHCII*F4/80-CD64-
CD11¢c*CD26*XCR1'°CD172a"IRF8°IRF4" (GUILLIAMS et al., 2016).

Classicamente, os estudos de desenvolvimento de DCs indicavam que as
pDCs se diferenciavam de dois precursores, um precursor mieloide e um precursor
linfoide, o CDP e o precursor linfoide comum (CLP), respectivamente. Cada uma
dessas células seria capaz de originar uma pré-pDC que termina o seu processo de
diferenciagdo em pDC (EISENBARTH, 2019). Nos ultimos anos, tem-se mostrado
cada vez mais, a origem linfoide das pDCs, pois elas expressam enzimas que
promovem a recombinacgao das fragées V-D-J do DNA dessas células (MUSUMECI et
al., 2019; SATHE et al, 2014). Até o momento, os fatores de transcricao
caracterizados por influenciarem a diferenciagdo de pDCs sao principalmente:
homeobox 2 de ligacédo a E-box do dedo de zinco (Zeb2), fator de transcricao 4 (Tcf4),
BAF Subunidade 11A do complexo de remodelamento da cromatina (Bcl11a), fator de
transcricdo 1 relacionado a runx (Runx1) e fator de transcrigdo SpiB (SpiB)
(ANDERSON et al., 2020).



Com o desenvolvimento de novas tecnologias que permitiram a analise de
células unicas, novos subtipos de DCs estdo sendo caracterizados e outros deixaram
de ser classificados como DCs. Ha evidéncias indicando que a populagdo de cDC2s
de sangue periféerico humano pode ser subdividida em cDC2s e em DC3, por
apresentarem identidades transcricionais diferentes. Esse novo subtipo de cDC
(cDC3) expressa CD163 e genes relacionados a inflamagao aguda, incluindo CD14.
Por outro lado, as células que n&do expressam CD163, CD14 e genes relacionados
com inflamagdo corresponderiam a cDC2s classicas (BOURDELY et al., 2020;
DUTERTRE et al., 2019; VILLANI et al., 2017). Muito pouco se sabe sobre a ontologia
de DC3s. Dutertre et. argumenta que as cDC2s surgem de um precursor de pré-cDCs
que pode estar relacionado a sua diferenciagdo em DC3s devido a sua similaridade
transcricional e porque as DC3s aumentam sua frequéncia quando o ligante FLT3
(citocina que promove a diferenciagdo de cDCs) € administrado em camundongos.
Contudo, Bourdely e colaboradores mostram que as DC3s ndo se diferenciam do
mesmo precursor comum DCs (CDP) que origina as cDC1s e as cDC2s. Os dados
deste grupo mostram também que as DC3s se diferenciam de progenitores que
expressam Clec12a, sendo um progenitor com capacidade de gerar DCs e
macrofagos de maneira dependente de GM-CSF e independente de FLT3L
(BOURDELY et al., 2020).

Além disso, dois subtipos de cDC2 foram identificados em camundongos.
Nesses animais, as cDC2s podem ser subdivididas de acordo com a expressao de
fatores de transcrigdo como T-bet (cDC2A) e Ror-yt (cDC2B), que foram associados
a respostas anti- e pro-inflamatorias, respectivamente. Além disso, cDC2s
inflamatdérias em camundongos foram descritas em infecgdes por virus no pulmao e
infeccdes bacterianas e por nematoides na pele (BROWN et al., 2019). Bosteels e
colaboradores mostraram que as cDC2s inflamatérias s&o transcricionalmente
diferentes dos cDC2s. Elas adquiriram a expressao de receptores Fc (CD64 e MAR-
1) e IRF8 através de uma via de sinalizagao do interferon tipo 1 (BOSTEELS et al.,
2020; BROWN et al., 2019).

Ainda é possivel adicionar mais complexidade ao entendimento da linhagem
das DCs ao considerarmos as DCs transicionais (tDCs). As tDCs sao células
AXL*SIGLEC6" que expressam genes relacionados tanto a pDCs como a cDCs. As
tDCs sao caracterizadas por uma expressao aumentada de CD123 e uma expressao

diminuida de MHC classe Il no sangue humano e em tecidos linfoides de camundongo



(ALCANTARA-HERNANDEZ et al., 2017; LEYLEK et al., 2019). Dados recentes
sugerem que as tDCs tém uma programacgao genética intermediaria entre cDC2s e
pDCs, mas ndo mostram uma relagcéo de diferenciagdo em pDCs nem cDCs (LEYLEK
et al., 2020).

As DCs derivadas de mondcitos (MoDCs), também chamadas de DCs
induzidas (iDCs), se diferenciam a partir de mondcitos em ambientes inflamatérios,
principalmente via sinalizagdo de GM-CSF. Apesar de serem capazes de apresentar
antigenos, atualmente refere-se a essas células como células inflamatérias derivadas
de mondcitos, pois elas nao se diferenciam de precursores mieloides responsaveis
pela ontogenia de DCs (EISENBARTH, 2019; GUILLIAMS et al., 2014). Da mesma
forma, as células de Langerhans (LCs), que incialmente também eram consideradas
pertencentes a linhagem de DCs, atualmente n&o sdo mais consideradas DCs por
serem derivadas de precursores embrionarios (CARPENTIER et al., 2016;
EISENBARTH, 2019; GUILLIAMS et al., 2014). Assim, ainda nao entendemos
totalmente a classificagdo e a ontogenia de diferentes subtipos de DCs conhecidos
até o momento, principalmente os subtipos tDC e DC3. Novas pesquisas sao
necessarias para entendermos melhor esse assunto e esclarecer ndo apenas as
diferentes classificagdes de DCs, mas também suas fungdes e ontogenia.

Dessa forma, neste trabalho utilizamos as definicdes e classificacdes de DCs
que estao estabelecidas e caracterizadas e que, até o momento, sdo aceitas pela
comunidade cientifica, considerando que as cDCs sao subdivididas em cDC1 e cDC2.
Além disso, também consideramos que as cDCs sdo os principais subtipos que
promovem a resposta de células T virgens e, por isso, focaremos nosso estudo nesses
dois subtipos de DC. Analises transcricionais indicam que as cDC1s e as cDC2s
possuem identidades transcricionais diferentes, destacando que podem ter repertoérios
génicos especificos e utilizar diferentes vias de sinalizagdo celular para controlar e
regular as suas fung¢des (LEYLEK et al., 2020; SEE et al., 2017). Além disso, as cDC1s
e as cDC2s diferem entre si pela sua capacidade de reconhecer diferentes antigenos
por meio de sua expressao diferencial de receptores de reconhecimento de padrbées
(PRRs). As cDC1 e cDC2s esplénicas de camundongos expressam diferentes
receptores semelhantes a toll (TLR): TLR3 é principalmente expresso em cDC1s e
TLRS5 e TLR7 sé&o preferencialmente expressos em cDC2s (EDWARDS et al., 2003).
Além disso, as cDC1 e as cDC2s esplénicas também expressam diferentes receptores

endociticos, como DEC205, DCIR2 e CLEC9A, que sao expressos por cDCs distintas



(CHAPPELL et al., 2012; DUDZIAK et al., 2007). Com isso, as cDC1s e cDC2s podem
possuir diferentes especializacdes para promover diferentes respostas de células T,
em especial de células T auxiliares (células T CD4%). Nas secbes a segquir,
discutiremos as diferentes fungdes e especializagdes de cDC1s e cDC2s no bago de

camundongos em promover respostas de células T auxiliares.

1.2.1 Células Dendriticas Convencionais do Tipo 1 do Baco de Camundongo

As cDC1s do bago de camundongos s&o classicamente caracterizadas pela
expressao da cadeia alfa da molécula CD8, do receptor endocitico DEC205 (CD205)
e, mais recentemente, do receptor de quimiocina XCR1 (DUDZIAK et al., 2007;
GUILLIAMS et al., 2016). Em termos funcionais, as cDC1s sdo especializadas na
apresentagao cruzada de antigenos as células T CD8", importante para a promogao
de respostas a infecgdes virais e antitumorais (ALLAN et al., 2003; IYODA et al., 2002).
As cDC1s possuem uma maquinaria completa que engloba desde a captura de células
mortas ao processamento de antigenos em diferentes vias para que estes sejam
apresentados em MHC de classe | (EMBGENBROICH; BURGDOREF, 2018).

No baco, as cDC1s estao estrategicamente localizadas para capturar antigenos
do sangue e instruir a resposta de células T (EISENBARTH, 2019). O bago é um 6rgao
linfoide secundario estruturado para filtrar o sangue e promover respostas imunes a
antigenos nele presentes. Em termos estruturais, o bago de camundongos pode ser
dividido em polpa vermelha e polpa branca. A polpa vermelha é o local por onde o
sangue circula e onde as células do sistema imune capturam os antigenos. Por outro
lado, a polpa branca é onde as respostas adaptativas sdo majoritariamente iniciadas,
nas zonas de células T e B. Entre a polpa vermelha e a polpa branca ha uma regiao,
chamada de zona marginal, que controla a passagem de antigenos e células da polpa
vermelha para a polpa branca (Figura 2A) (MEBIUS; KRAAL, 2005). As cDC1s
esplénicas se localizam tanto na polpa vermelha (cDC1s migratérias) quanto na polpa
branca (cDC1s residentes) do baco (Figura 2B). Recentemente, a migragéao
intraesplénica de cDC1s foi melhor caracterizada. Quando maduras por algum
estimulo inflamatdrio, as cDC1s da polpa vermelha migram para a polpa branca, mais
especificamente para a regido central da zona de células T(Figura 2C) (CALABRO;
GALLMAN; et al., 2016; CALABRO; LIU; et al., 2016; EISENBARTH, 2019).



A zona de células T é formada por um microambiente especializado para
favorecer interacdes entre DCs e células T. Porém, mais do que isso, a zona de células
T promove varias interagdes entre células NK, pDCs, células T e DCs. Aparentemente,
citocinas produzidas pelas células NK e pDCs, principalmente interferons do tipo I,
acabam auxiliando na ativagdo de cDC1s esplénicas para que elas sejam
eficientemente ativadas para promover as respostas de células T (ARDOUIN et al.,
2016; BOTTCHER et al., 2018; BREWITZ et al., 2017; LONGHI et al., 2009). Além
disso, as células T CD8" sdo capazes de estimular o recrutamento de cDC1s para a
area central da zona de células T devido a expressao da quimiocina XCL1
(BOTTCHER et al., 2018; BREWITZ et al., 2017). Nesse sentido, aparentemente a
capacidade de cDC1s promoverem respostas de células T CD4* pode estar
relacionada, pelo menos em parte, com a sua capacidade de apresentacao cruzada

de antigenos e sua localizagéo.

1.2.2 Células Dendriticas Convencionais do Tipo 2 do Baco de Camundongo

As cDC2s esplénicas sdo tipicamente identificadas pela expressao de CD11b
ou por nao expressarem a cadeia alfa da molécula CD8. Elas também expressam o
receptor endocitico DCIR2 e, nos ultimos anos, vem sendo também identificadas por
expressarem CD172a, também conhecido como SIRPa. Ao contrario dos cDC1s, as
cDC2s expressam altos niveis de fator de transcrigdo IRF4 e baixos niveis de IRF8
(GUILLIAMS et al., 2016). Considerando o papel das cDC2s para promover respostas
de células T, as cDC2s tém sido principalmente relacionadas com sua capacidade de
apresentar antigenos em MHC de classe Il para células T CD4" virgens (DUDZIAK et
al., 2007).

As cDC2s se localizam na zona marginal do bago murino, entre a polpa
vermelha e a polpa branca (Figura 2B). Na polpa branca, as cDC2s estdo proximas
tanto da zona de células B como da zona de células T (EISENBARTH, 2019; SHIN et
al., 2016). Da mesma forma, os cDC2s migratorias do bago migram para a area mais
externa da zona de células T, uma regido de maior proximidade com a zona de células
B (Figura 2 C) (CALABRO; LIU; et al., 2016; EISENBARTH, 2019). Curiosamente, as
cDC1s influenciam a localizagdo das cDC2s. Enquanto as cDC2s expressam o

receptor EBI2, um receptor para o colesterol 7a,25-di-hidroxilado que é produzido na



zona das células B, as cDC1s secretam a enzima que metaboliza o oxisterol e cliva o
colesterol 7a,25-di-hidroxilado, diminuindo sua concentracdao no centro da zona de
células T, conduzindo as cDC2s para a area externa da zona de células T e para a
zona marginal de células B, de acordo com o gradiente de concentragéo (LU et al.,
2017). Além disso, as cDC2s expressam menos CCR7 e mais CXCR5 do que cDC1s
(LEON et al., 2012). O CXCRS5 ¢ o receptor da quimiocina CXC13 secretada na zona
de células B, e responsavel pelo posicionamento das células B na zona de células B,
enquanto o CCRY7 € o receptor das quimiocinas CXCL19 e CCL21 que estimulam o
posicionamento de cDCs na zona de células T (ANSEL et al., 2000; LIU et al., 2019).
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Figura 2 — cDCs esplénicas. Esquema estrutural do bago e as localizagbes de cDCs
residentes e migratérias. A) Estrutura do bago de camundongos dividido em polpa vermelha (PV) e
polpa branca (PB). A zona marginal limita a PV e PB e o bridging channel permite a passagem de
células entre a PV e A PB. B) Localizagcdo de cDC1s e cDC2s na auséncia de inflamagéo. C)
Localizagado de cDC1 e cDC2s na presencga de inflamagéo. Fonte: (EISENBARTH, 2019) (adaptada).

Assim como a localizacido das cDC1s, o local onde as cDC2s se encontram no
baco acaba influenciando a sua fungdo. A zona marginal, entre a zona de células T e
a zona de células B, onde as cDC2s estrategicamente se localizam, acaba
favorecendo a interacdo de cDC2s com células T e também com células B, criando
um microambiente propicio para a promogao de respostas de células B-T
dependentes (EISENBARTH, 2019). Pouco ainda se conhece sobre os mecanismos

qgue influenciam as interagdes entre essas trés células.



1.3 Respostas de células T auxiliares

A resposta de células T auxiliares exerce um papel fundamental no sistema
imune, pois sdo os diferentes perfis da resposta das células T CD4" que geram
respostas imunes apropriadas a diferentes contextos e antigenos, garantindo protegcao
contra uma grande variedade de patégenos. Por serem APCs profissionais, as DCs
sdo as células responsaveis por promoverem a instrucdo da resposta de células T
CD4* (HILLIGAN; RONCHESE, 2020). As DCs, em especial as cDCs, interagem
fisicamente com as células T, durante o processo de apresentacao de antigeno, em
estruturas conhecidas como sinapse imunoldgica. Nesse processo, as cDCs secretam
citocinas e expressam moléculas coestimulatdrias que fornecem os sinais de ativagao
para células T e influenciam a instrugcéo de diferentes perfis da resposta de células T
CD4* (STEINMAN, 2007). A figura 3 indica as principais polarizagdes da reposta de
células T auxiliares e as citocinas relacionadas com a promog¢ao de cada uma dessas

respostas.
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Figura 3 - Polarizacdo da resposta de células T auxiliares. Diferentes polarizagdes da
resposta de células T auxiliares. As células T virgens, durante o processo de apresentagéo de antigeno,
recebem sinais das DCs para a promogéao de diferentes tipos de respostas: Th1 (IL-12, IL-18 IFN-y),
Th2 (IL-4, IL-2), Th17 (IL-6, TGF-B), Th22 (IL-6, TNF-a), Treg (TGF-B), Trn (IL-6 € IL21) e Th9 (TGF-B).

Classicamente, acreditava-se que as DCs sdo capazes de identificar os
diferentes sinais presentes no tecido, devido a seu amplo repertdrio de receptores de
reconhecimento de padrdo, sendo capazes de apresentar antigenos proprios e nao
proprios as células T e ainda fornecer sinais que sinergicamente orquestram a
promogao de diferentes respostas de células T CD4*. A producédo de IL-12 por DCs
auxilia a polarizagéo de células Th1, ja a expressado de ICOSL favorece a promogéao
de respostas de células T foliculares auxiliares, por exemplo (ATHIE-MORALES et al.,
2004; CHOI et al., 2011). Contudo, nos ultimos anos vem sendo estudada também a
especializacdo de cada subtipo de DC em promover diferentes respostas de células
T CD4* (YIN et al., 2021). Atualmente, sabe-se da especializacdo de cDC1s em
induzirem respostas de células Th1 ou células Treg, € preferéncia de cDC2s em
promoverem respostas de células Trn e células Th17 (SCHLITZER et al., 2013; SHIN
et al., 2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). No entanto, pouco ainda

se sabe sobre 0os mecanismos que cada um desses subtipos utiliza para montar as



diferentes respostas de células T auxiliares. Uma das estratégias mais utilizadas para
o estudo in vivo das funcbes da cDC1s e cDC2s do bagco é o direcionamento de

antigenos para cada um desses subtipos.

1.4 cDC1s esplénicas e a promocao de respostas de células T auxiliares

Nas ultimas décadas, muitos estudos foram realizados para avaliar a
especializacdo de cDC1s em promover diferentes respostas de células T CD4*. Uma
estratégia eficiente para acessar a fungéo e a biologia de cDC1s in vivo é entregar
antigenos diretamente a esse subtipo de DC. As cDC1s esplénicas murinas
expressam o receptor endocitico DEC205 (CD205). O anticorpo monoclonal aDEC205
tem sido amplamente utilizado para direcionar antigenos para cDC1s via receptor
DEC205 (ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al., 2019; BONIFAZ et al., 2002;
BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DO et al., 2010; LONGHI et al., 2009;
SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020; TRUMPFHELLER et
al., 2008). A estratégia de direcionamento de antigenos para DCs utilizando o
anticorpo aDEC205 e foi inicialmente desenvolvida no laboratério do Dr. Ralph
Steinman (The Rockefeller University) (STEINMAN, 2012). Os primeiros estudos que
utilizaram o anticorpo aDEC205 fusionado a antigenos para imunizagdo de
camundongos mostraram que as respostas promovidas foram respostas de células
Treg que induziram a tolerancia aos antigenos direcionados. Nesses estudos, a
imunizagao dos camundongos, pela via intraperitoneal, foi realizada sem a utilizagao
de estimulos inflamatérios (BONIFAZ et al., 2002; HAWIGER et al., 2001). Mais tarde
surgiram as primeiras evidéncias de que a imunizagdo de camundongos com
aDEC205 fusionado ovalbumina utilizando adjuvantes, principalmente Poly (I:C) e
aDC40, induziam a promocao de uma robusta resposta de células T CD4" e elevada
producdo de anticorpos especificos aos antigenos direcionados (BONIFAZ et al.,
2004; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2008).

Com isso, o direcionamento de antigenos para cDC1s via o receptor
endocitico DEC205 passou a ser largamente utilizado para o desenvolvimento de
estratégias vacinais a antigenos de relevéancia clinica, mas também como forma de
estudar as fungbes das cDC1s. Este grande corpo de evidéncias indica que as cDC1s

sao especializadas em promover respostas de células T CD4* com um perfil Th1 ou



Treg €m diferentes contextos (ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al., 2019;
BONIFAZ et al., 2002; BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DO et al.,
2010; LONGHI et al., 2009; SULCZEWSKI et al., 2020; TRUMPFHELLER et al., 2008).
Além disso, mostramos recentemente que o direcionamento de antigenos para as
cDC1s via o receptor DEC205 induz o0 aumento de células T auxiliares foliculares apos
uma segunda dose do anticorpo aDEC205 (SULCZEWSKI et al., 2020).

Interessantemente, as cDC1s murinas instruem células T CD4* Th1 quando o
antigeno é direcionado através do receptor DEC205, independente do adjuvante
usado durante a imunizagcdao (ANTONIALLI et al., 2017; TRUMPFHELLER et al.,
2008). Além disso, as cDC1s também estdo associados a promogao de respostas Th1
e respostas regulatorias em outros contextos, como cancer e infecgbes virais ou
parasitarias (BOTTCHER et al., 2018; HARPUR et al., 2019; MARTINEZ-LOPEZ et
al., 2015).

Considerando os sinais envolvidos na instrugcao de respostas imunes de
células T CD4* Th1, a IL-12 é a principal citocina responsavel por promover a
fosforilagdo de STAT4 em células T, consequentemente, a regulagdo positiva da
expressao de T-bet (fator de transcricao de células Th1) em células T CD4* virgens
(THIEU et al., 2008). As cDC1s em camundongos e humanos s&o a principal fonte de
IL-12, evidenciando seu papel proeminente nas respostas Th1 (MARTINEZ-LOPEZ et
al., 2015). Mais do que isso, as cDC1s também promovem respostas de células Th1,
regulando positivamente o CD70 de maneira independente de IL-12 (SOARES et al.,
2007). Além disso, quando cDC1s esplénicas de camundongos sao estimuladas com
Poly (I:C) e/ou anti-CDA40 in vitro e co-cultivadas com células T CD4* especificas ao
antigeno, células T CD4" regulam positivamente T-bet alguns dias apos o estimulo
com antigeno (SHIN et al.,, 2015). De alguma forma, as cDC1s preferencialmente
fosforilam JNK (quinase c-Jun N terminal) e p38, que sdo componentes da via de
sinalizacdo candnica de NF-kB, quando estimuladas com Poly (I:C) ou anti-CD40 in
vitro (SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015). Da mesma forma, elas também expressam
CD80 e CD40 24 horas ap06s a injecao de Poly (I:C) em camundongos (SULCZEWSKI
et al., 2020).

Aparentemente, os genes reguladores do interferons sao importantes fatores
de transcricdo que modulam a funcdo de cDC1s em instruir células T CD4* Th1.
Essencialmente, as cDC1s alteram a expressdo de inumeros genes quando elas

passam pelo processo de maturagdo. Uma elegante pesquisa de Ardouin e



colaboradores (2016) evidenciou que as cDC1s sdo capazes de maturar em dois
cenarios diferentes: a maturacdo homeostatica para promover tolerdncia ou a
maturagdo imunogénica para induzir imunidade. Em ambos os casos, elas regulam
positivamente ou negativamente centenas de genes. Durante o processo de
maturagcdo imunogénica, as cDC1s expressam genes relacionados com a via de
sinalizagao de interferons (ARDOUIN et al., 2016). Consequentemente, os interferons
do tipo |, provavelmente derivados de células NK e pDCs, podem modular o papel das
cDC1s em promover respostas Th1 (DE GIOVANNI et al., 2020; LONGHI et al., 2009).
No entanto, o conhecimento de outros mecanismos e vias de sinalizagdo que
controlam a capacidade de cDC1s em promover respostas de células Th1 & ainda
bastante limitado, pincipalmente se considerarmos os mecanismos em que diferentes

citocinas podem modular as fungdes de diferentes subtipos de DCs.

1.5 cDC2s esplénicas e a promocéao de respostas de células T auxiliares

Diferentemente das cDC1s, ha estudos recentes sugerindo que as cDC2s sao
especializas em promover respostas de células Trn (BRISENO et al., 2018;
CHAPPELL et al., 2012; KRISHNASWAMY et al., 2017; LI et al., 2016; SHIN et al.,
2016; SHIN et al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). Novamente, o direcionamento
de antigenos para esse subtipo de cDC foi utilizado como estratégia para avaliar a
funcdo de cDC2s (DUDZIAK et al., 2007; SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015;
SULCZEWSKI et al., 2020). Como as cDC2s murinas de tecidos linfoides expressam
o receptor endocitico DCIR2, o anticorpo monoclonal aDCIR2 é capaz de direcionar
antigenos para cDC2s murinas (IDOYAGA et al.,, 2011). A utilizagdo do anticorpo
aDCIR2 para levar antigenos a cDC2s foi incialmente proposta no laboratério do Dr.
Michel Nussenzweig (The Rockefeller University), quando ainda ndo se conhecia o
alvo do anticorpo monoclonal 33D1, mais tarde chamado de aDCIR2
(NUSSENZWEIG et al., 1982).

As primeiras analises da resposta imune promovida pela imunizagdo de
camundongos com o anticorpo aDCIR2 novamente mostravam a necessidade da
utilizacdo de um estimulo inflamatério para que o direcionamento de antigenos via

DCIR2 para cDC2s induzisse uma resposta de células T CD4*. Nesse caso, 0s



estudos iniciais mostraram que a imunizacdo com aDCIR2 sozinho induz a
proliferagédo de células T auxiliares (CHAPPELL et al., 2012; FINKELMAN et al., 1996).
Contudo, essa resposta é de curta duracédo, sendo também necessario o uso de um
adjuvante para que o direcionamento de antigenos para cDC2s possa induzir células
T CD4* efetoras (DUDZIAK et al., 2007).

Quando os antigenos foram especificamente entregues as cDC2s in vivo,
usando a estratégia a direcionamento via receptor DCIR2 e Poly (I:C), anti-CD40 ou
LPS como adjuvante, houve um aumento de células T auxiliares foliculares (Ten) 4 ou
5 dias depois das imunizagcdes (CHAPPELL et al., 2012; SHIN et al., 2016; SHIN et
al., 2015; SULCZEWSKI et al., 2020). Esses resultados mostram que as cDC2s séo
especializadas na promocao de respostas de células TrH. As células TrH sdo células
T CD4" especializadas em promover a formagao de centros germinativo (CG) que
levam a produgao de anticorpos com alta afinidade ao antigeno. As cDC2s instruem
células TrH de uma maneira independente do adjuvante e até mesmo na auséncia de
qualquer estimulo de maturacdo (CHAPPELL et al., 2012; EISENBARTH, 2019; SHIN
et al., 2015). Da mesma forma, os cDC2s do bago ativaram células Trn ap0s infecgao
de camundongos com Listeria monocytogenes ou quando globulos vermelhos de
ovelha (SRBCs) foram administrados pela via intravenosa (BRISENO et al., 2018).

Com isso, buscou-se entender os mecanismos envolvidos na instrucao de
células TrH por cDC2s. As cDC2s interagem com células T CD4* previamente ativadas
que aumentaram a expressao de EBI2 e sdo guiadas para a area externa da zona de
células T (LI et al., 2016). As cDC2s expressam menores niveis de CD80 e CD40 em
comparagao com as cDC1s e mais ICOSL e OX40L apds a administragédo de Poly
(I:C) in vivo (SHIN et al., 2016; SULCZEWSKI et al., 2020). Além disso, quando cDC2s
esplénicas murinas sdo estimuladas com Poly (I:C) ou anti-CD40 in vitro, elas
principalmente fosforilam os componentes da via de sinalizagao nao candnica de NF-
Kb que esta relacionada com a regulagédo positiva das moléculas coestimulatorias
ICOSL e OX40L. ICOSL e OX40L se ligam em ICOS e OX40 em células T
desencadeando a fosforilagdo de STAT3 que estimula a expressao de Bcl-6, o fator
de transcrigao responsavel por promover o destino das células Trx (SHIN et al., 2015).
Além disso, as cDC2s esplénicas sao capazes de secretar uma forma soluvel de CD25
que sequestra a IL-2 disponivel no microambiente, diminuindo a fosforilacdo de
STATS5 que regula negativamente a expressao de Blimp-1, um antagonista de Bcl-6
(LI et al., 2016).



Apesar dos recentes achados referentes aos mecanismos de instrugdo de
células Trn pelas cDC2s, ainda ndo conhecemos quais sao os estimulos que estas
células requerem para promover esse tipo de resposta. Tdo pouco conhecemos quais

sdo as citocinas e vias de sinalizagdo que regulam a fungao das cDC2s.

1.6 Via de sinalizacdo de JAK-STAT

As proteinas STATs (Transdutores de sinal e ativadores de transcrigdo) sé&o
proteinas transdutoras de sinais e ativadoras de transcrigdo que atuam na sinalizagao
de receptores de citocinas e alguns fatores de crescimento. Nas células do sistema
imunoldgico, as proteinas STAT participam de uma via de sinalizagdo downstream as
proteinas conhecidas como JAK (do inglés “Janus associated Kinase”) ou Tyk2 (do
inglés “Tyrosine Kinase 2”) (RAWLINGS et al., 2004). JAK1, JAK2, JAK3 ou Tyk2 sao
seletivamente fosforiladas por receptores (R) de citocinas, como o INF-a/BR, INF-yR,
IL-2R, IL-6R, IL-4R, IL-12R, entre outros. As proteinas JAKs fosforiladas possuem
atividade quinase e fosforilam as STATs que regulam a transcricdo de genes
envolvidos com a ativagao celular (MURRAY, 2007). Os sete membros da familia
STAT recebem numeros de 1 a 6 (considerando as duas isoformas de STATS,
STAT5a e STATSb) e estdo envolvidos na transducdo de sinal de diferentes
receptores de citocinas (O'SHEA; PLENGE, 2012). A figura 4 mostra um esquema

representativo da via de sinalizagcdo de JAK/STAT.



Receptor de
citocina ou
fator de

Membrana Plasmatica crescimento

1111

Citoplasma

Nucleo
® ~
® onas alins,

Trends in Endocrinology & Metabolism

Figura 4— Via de sinalizagcdo JAK/STAT. Esquema representativo da via de sinalizagdo de
JAK/STAT. A via é ativada quando uma citocina ou um fator de crescimento liga em seu receptor,
normalmente ancorado na membrana plasmatica. Essa ligagdo promove a ativagao das proteinas JAKs
que estdo ancoradas na porgao intracitoplasmatica do receptor. Quando as proteinas JAKs se ativam,
elas fosforilam proteinas STAT que, quando fosforiladas, dimerizam, migram para o nucleo e agem
como um fator de transcrigdo para regular a expressao dos genes alvos. Fonte: (DODINGTON et al.,
2018) (adaptado)

A via de sinalizagdo de JAK-STAT € uma das vias mais simples e mais bem
conservadas entre os metazoarios, e pode influenciar fungdes celulares importantes
como proliferacdo, diferenciagdo, migragdao, apoptose e sobrevivéncia celular,
dependendo do sinal, do tecido e do tipo celular envolvido (HARRISON, 2012). Nesse
sentido, a sinalizagdo de JAK-STAT pode estar envolvida em varios processos de
desenvolvimento e homeostasia, inclusive desenvolvimento de células imunolégicas
e regulacao de suas fungdes (GHORESCHI et al., 2009). Dessa forma, neste estudo
vamos focar nas vias de sinalizacdo de STAT3 e STAT6 e em suas diferentes funcoes
em DCs.



1.6.1 A Via de Sinalizacdo de STAT3 em ¢cDCs

Os primeiros estudos descrevendo a via de sinalizagdo de STAT3 foram
publicados em 1994 mostrando que a proteina STAT3 esta envolvida no complexo de
sinalizacdo da IL-6 que exerce um papel fundamental na ativagcao de células do
sistema imune (LUTTICKEN et al., 1994; STANDKE et al., 1994; ZHONG et al., 1994).
Posteriormente, foi possivel verificar que o STAT3 possui um dominio de ligagao ao
DNA correspondente ao dominio de resposta a Interferons dos membros anteriores
da familia STAT (STAT1 e STAT2) (WEGENKA et al., 1994). Atualmente, sabe-se que
o STAT3 esta envolvido na sinalizacdo ndo somente da IL-6, mas também das
citocinas IL-10, IL-11, IL-21 e do fator de crescimento GM-CSF (HILLMER et al., 2016).
Dessa forma, no sistema imunolégico, o STAT3 possui fungbes que envolvem a
ativacao de células, a polarizagao de respostas de células T CD4", a sinalizagao de
mediadores inflamatoérios e ativacdo celular, bem como a diferenciagdo celular,
dependendo de qual for a citocina ou fator de crescimento que promove a ativagao da
via de sinalizagao de STAT3 (HILLMER et al., 2016).

A via de sinalizacao de JAK-STAT3 esta envolvida com a transducao de sinais
principalmente do meio extracelular para o meio intracelular por meio da agdo de um
receptor normalmente ancorado na membrana celular. Quando o ligante, como
citocinas e fatores de crescimento, liga-se ao receptor, sdo as proteinas JAK que
fosforilam STAT3, normalmente na tirosina 705 ou na serina 727. Ha evidéncias que
a fosforilagdo da serina 727 do STAT3 aumenta a sua agao como fator de transcricao
(HUANG et al., 2014). Uma vez fosforiladas, duas proteinas STAT3 (pSTAT3)
dimerizam através de interagdes reciprocas do dominio SH2-fosfotirosina dos 2
mondmeros. O dimero de STAT3 interage pela regido central com dominios de ligagao
ao DNA e na porgao C-terminal com outras proteinas (HILLMER et al., 2016). A agéo
do STAT3 como fator de transcricdo ainda esta sendo alvo de estudos em diferentes
tipos celulares.

A via de sinalizagao de STAT3 pode ser inibida por acdo do supressor da
sinalizagao de citocina 3 (SOCS3). Na auséncia de SOCS3, a fosforilagdo de STAT3
€ significativamente maior quando macréfagos s&o estimulados com IL-6
(YASUKAWA et al., 2003). Interessantemente, a expressao de SOCS3 é estimulada
pela agao de membros da familia STAT, como STAT1 e pelo préprio STAT3 quando



fosforilado pela via da IL-10 (KREBS; HILTON, 2001). Assim, a via de sinalizagao de
STAT3 é regulada pela acéo de citocinas que possem efeitos divergentes no mesmo
subtipo celular. Contudo, ha evidéncias de que o STAT3 pode, mesmo nao fosforilado,
ligar-se ao DNA. Porém, o STAT3 nao fosforilado requer o auxilio de outros fatores de
transicao, principalmente do NF-KB (YANG; STARK, 2008).

O STAT3 também apresenta algumas fungdes bioldgicas relevantes que nao
dependem da sua atividade como fator de transcricdo. Ha dados mostrando que o
STAT3 pode participar dos processos de respiragao celular, regulando a cadeia de
transporte de elétrons, bem como a fosforilagao glicolitica e oxidativa em células
tumorais (GOUGH et al., 2009). Além disso, também ha evidéncias que mostram o
STATS3 interagindo com outras vias de sinalizacdo, como a via de fosfoinositol 3-
quinase tipo Ill (PI3K), do fator de iniciacdo da tradugdo eucarittica 2a (elF2a) e da
quinase 2/proteina quinase R (EIF2AK2/PKR) (BOUSOIK; MONTAZERI ALIABADI,
2018; HILLMER et al., 2016; NISO-SANTANO et al., 2013; SHEN et al., 2012). Ha
evidéncias ainda que o STAT3 nao fosforilado participa também da manutencao da
estabilidade de microtubulos, contribuindo para mecanismos de migragao e motilidade
celular (NG et al., 2006).

Em DCs, a influéncia da via de sinalizacdo de STAT3 em sua fung¢ao ainda néo
€ completamente elucidada. A fosforilagdo de STAT3 é fundamental para que os
precursores mieloides da medula 6ssea se diferenciem em cDCs. Uma das principais
citocinas que controlam a ontogenia de DCs € o FIt3L que se liga ao receptor de
Tirosino-quinase 3 relacionada a Fms (FIt3) e exerce um papel fundamental na
ontogenia das DCs, em especial das cDCs. FIt3L estimula a diferenciagdo do
precursor mieloide de DCs e mondcitos (MDP) no precursor comum de DC (CDP), o
primeiro percursor exclusivo de DCs na medula 6ssea (EISENBARTH, 2019;
SHORTMAN; NAIK, 2007). A sinalizagdo de FIt3 é principalmente mediada pela
fosforilacdo de STAT3 e, consequentemente, a delecdo de STAT3 impede a
diferenciagdo de cDCs (LAOUAR et al., 2003; MCKENNA et al., 2000). No entanto,
até o momento ndo sabemos exatamente quais genes sao efetivamente regulados
por STAT3 nessa etapa da diferenciagao das DCs.

Além disso, ha modelos experimentais de DCs geradas in vitro que utilizam
GM-CSF para estimular a diferenciagao das células da medula 6ssea em células que
se assemelham a DCs. Por isso, considerou-se o GM-CSF um fator de crescimento

fundamental para o desenvolvimento das DCs (INABA et al., 1992). A sinalizagao de



GM-CSF é principalmente mediada pela fosforilagao de STATS e de STAT3 em uma
menor escala(KIMURA et al., 2009). Contudo, o diferenciagao das células da medula
Ossea nessas celulas semelhantes a DCs ocorre normalmente em células deficientes
de STATS3, mesmo que (BELL et al., 2013; LAOUAR et al., 2003).

Em relagéo a funcéo das DCs, inicialmente os estudos mostravam que a via de
sinalizagdo de STAT3 modula negativamente a ativagao dessas células, suprimindo
sua maturacao. Em outras palavras, STAT3 estimula as DCs a se diferenciarem em
DCs tolerogénicas (CHENG et al., 2003; KITAMURA et al., 2005; LUNZ et al., 2007;
NEFEDOVA; CHENG; et al.,, 2005; NEFEDOVA et al., 2004; PARK et al., 2004).
Contudo, a maioria desses estudos utiliza como modelo uma linhagem de DC ou
células que foram diferenciadas a partir de precursores de medula 6ssea in vitro que,
na verdade, n&do representam a biologia das cDCs encontradas in vivo (HELFT et al.,
2015). Ainda, ha estudos que analisam as DCs em ambientes tumorais em que o
préprio tumor pode secretar moléculas para modular suas fungbes (NEFEDOVA;
NAGARAJ; et al., 2005; WANG, T. et al.,, 2004). Existem inclusive estudos mais
recentes mostrando que em cancer de pulmao ha uma diminuigao da fosforilacdo de
STAT3 e de NF-kB (LI et al., 2017).

Ha dados recentes que avaliam o papel da via de sinalizacdo de STAT3 em
DCs em condigbes homeostaticas (na auséncia de inflamacgao). Esse estudo utiliza
um modelo de delegdo condicional de STAT3 (STAT3 cKO) em células que
expressam CD11c (principal marcador de DCs). Os resultados mostram que os
camundongos STAT3 cKO desenvolvem colite, uma doenga autoimune caracterizada
por uma intensa inflamag¢ao da mucosa intestinal (MELILLO et al., 2010). Esses dados
publicados neste ultimo artigo confirmam estudos anteriores mostrando que a
auséncia de STAT3 em DCs faz com que essas células percam a capacidade de
tolerancia, porém nao avalia os diferentes subtipos de DCs. Por outro lado, ha
evidéncias que mostram que a via de sinalizacdo de STAT3 esta associada com a
maturac&o de cDC1s induzida pelo estimulo dessas células com Poly (I:C), um ligante
de TLR3, que promove a maturagao de cDC1s pela via de INF do tipo |. Esse estudo
indica que a via de sinalizacdo de STAT3 também pode estimular cDC1s a
promoverem respostas inflamatorias (ARDOUIN et al., 2016).

Ha poucos dados sobre a influéncia da via de sinalizacdo de STAT3 em cDC2s.
A capacidade das DC2s para promover respostas de células TrH esta relacionada com

a sua migracgao intraesplénica, uma vez que estas células estao localizadas perto da



zona de células B, na polpa branca do baco (EISENBARTH, 2019). Recentemente,
Calabro e colaboradores identificaram que a migracdo de cDC2s é abolida em
camundongos deficientes em DOCKS8 (dedicador 8 de citocinese). O DOCKS8 é um
fator atipico de troca de nucleotideos, expresso em células hematopoiéticas, que ativa
as Rho GTPases que influenciam processos celulares essenciais, como migragao,
fagocitose e adesdo (KEARNEY et al., 2017; MELLER et al., 2005). A falta de
migragéo de cDC2s reduz a proliferagao de células T CD4" e a resposta de anticorpos
a hemacias halogénicas (CALABRO; GALLMAN; et al., 2016; CALABRO; LIU; et al.,
2016). Assim, DOCKS esta de alguma forma regulando especificamente a migragcao
de cDC2s para a zona de células T. Além disso, ha evidéncias sugerindo que DOCKS8
promove a fosforilagdo de STAT3 que tem sido associada a translocacéao eficiente de
STAT3 para o nucleo para promover o destino das células Th17, amplificando a via
de sinalizagdo de STAT3 (KELES et al., 2016). Nesse sentido, a via de sinalizagédo de

STAT3 pode inibir a promocéo de respostas de células T por cDC2s.

1.6.2 A Via de Sinalizacdo de STAT6 em cDCs

Assim como para o STATS3, os primeiros estudos indicando a funcdo do STAT6
foram publicados em 1994. O STAT6 é normalmente expresso em varios tecidos, mas
a sua principal fungao é a sinalizagao intracelular ativada pela IL-4 (HOU et al., 1994).
Mais tarde, mostrou-se que a via de sinalizacao de STAT6 é também ativada pela
sinalizagao de IL-13, que utiliza uma das cadeias do receptor da IL-4 (LIN et al., 1995).
A IL-4 e a IL-13 s&o citocinas que estdo principalmente relacionadas com a
polarizacdo da resposta de células T CD4* para um perfil Th2 (KISSELEVA et al.,
2002; RYAN et al., 1996).

A via de sinalizagdo de STAT6 se inicia com a ligacdo das citocinas
(principalmente IL-4 e IL-13) em seus receptores. Na porgao citoplasmatica,
normalmente JAK1 e JAK3 estdo associadas ao receptor e promovem a fosforilagao
de STAT6. O STATG6 fosforilado (pSTAT6) forma homodimeros assim como o STAT3
(WITTHUHN et al., 1994). Aparentemente, a fosforilacdo da serina 756 ativa sua
atividade como fator de transcricdo, porém ha relatos de que outros aminoacidos
também podem ser fosforilados (SHIRAKAWA et al., 2011; WANG, Y. et al., 2004) .

O STATG6 dimérico atua como fator de transcrigdo, migrando para o nucleo das células,



regulando inclusive a expressao da IL-4 e inibindo a expressao de IgG1 em células B,
por exemplo (SIEMASKO et al., 1998). Além disso, outros alvos do STAT6 foram
identificados, sendo que ha dados que sugerem que o STAT6 esta envolvido com o
aumento da expressao dos componentes p50/RelB do fator de transcricao de NF-kB
e do CD86 em células B (GOENKA; KAPLAN, 2011).

A via de sinalizacdo de STATG6 pode ser inibida pela expressdo de SOCS1 que
inibe a fosforilacdo desta molécula por JAK1 e JAK3, evitando a ativacado da via e a
migragdo de STAT6 para o nucleo das células. Assim, SOCS1 inibe também a
expressao de genes cuja expressao é estimulada por STAT6. A expressao de SOCS1
€ estimulada principalmente pelas vias de sinalizacdo de STAT1 e STAT6. Dessa
forma, a propria sinalizacdo de STAT6 acaba autorregulando a sua ativagéo
(DICKENSHEETS et al., 2007; SATO et al., 2004).

A papel da via de sinalizagao de STATG6 foi majoritariamente caracterizado em
células B e em células T CD4* (GOENKA; KAPLAN, 2011). Apesar de n&o haver
dados referentesa influéncia de STAT6 na diferenciacao de DCs in vivo, ha estudos
mostrando que nos protocolos de diferenciagdo de DCs in vitro, a via de sinalizagao
de STATG influencia a diferenciagdo de DCs. Ativada pela IL-4, STAT6 € responsavel
por induzir modificagdes epigenéticas no DNA das células diferenciadas a partir de
precursores de medula 6ssea para que essas células se assemelhem a DCs (VENTO-
TORMO et al., 2016). Da mesma forma, a sinalizagao por STAT6 parece influenciar a
expressao de receptores que controlam a metabolismo lipidico nessas células,
estimulando respostas inflamatérias in vitro (SZANTO et al., 2010).

Em relacdo a influéncia da via de sinalizacdo de STAT6 na funcéo de cDCs, ha
dados que mostram que STAT6 modula algumas fungdes importantes das DCs, como
a ativacao e a migracao dessas células em alguns contextos especificos. A inibicao
da fosforilagdo de STAT6 pela via nasal diminui a migragéo in vivo de cDC2s em
quadros de alergia, porém nao sabemos se € um efeito direto da via de STAT6 em
DCs ou um efeito secundario causado pela inibicdo de STAT6 em outras células (LEE
et al., 2019).

Além disso, ha evidéncias de que a ativagao da via de sinalizagado de STAT6
promove a progressao tumoral no pulméo porque estimula o aumento de células
mieloides CD11b* (incluindo macréfagos e DCs) com um perfil regulador ou de
macrofagos M2 (FU et al., 2019). Nesse mesmo sentido, a via de sinalizagdo de

STAT6 em cDCs estimula essas células a se diferenciarem em DCs imunoreguladoras



(mregDCs) que diminuem a sua capacidade de instruir respostas de células T
produtoras de INF-y. O bloqueio sistémico da IL-4 aumenta a resposta antitumoral e
promove a diminuicdo de um tumor de pulmao (MAIER et al., 2020). Por outro lado,
estudos anteriores mostram que o estimulo de DCs com IL-4 diminui a produgao de
IL-10 e aumenta a secrecao de IL-12 em células diferenciadas a partir de precursores
da medula 6ssea que se assemelham a DCs. O aumento de IL-12 esta associado com
o aumento da promocéo de respostas Th1 in vitro (YAO et al., 2005). Esses resultados
indicam que a sinalizagao de STAT6 pode estimular DCs a promoverem respostas de
células T CD4* com um perfil Th1.

Ainda, existem evidéncias na literatura indicando que a via de sinalizacao de
STATG influencia as respostas imunes promovidas pelas cDC2s in vivo. Como citado
anteriormente, as cDC2s sao especializadas em promover respostas de células Trh.
Mas para isso, a interagao entre cDC2s e/ou células T e B é necessaria para a indugao
de células TrH, bem como para o inicio e expansdo dos centros germinativos
(CROTTY, 2011). Curiosamente, essas intera¢cdes ocorrem na zona marginal das
zonas de células T e B e dentro dos centros germinativos (CGs), que sdo areas que
podem ter um nicho especifico para suportar tais interacbes (EISENBARTH, 2019).
Ha evidéncias que indicam que as citocinas IL4/IL13 e a via de sinalizacdo de STAT6
limitam a expansdo de CGs quando camundongos sao infectados com
Nippostrongylus brasiliensis, um modelo de infeccdo Th2 (KAPLAN et al., 1996;
MINTY et al., 1993; TURQUETI-NEVES et al., 2014). Além disso, a imunizacao
subcutanea com NP-ovalbumina reduziu a formagéo de CGs em camundongos sem
IL-4 (GONZALEZ et al., 2018) (Gonzalez et al., 2018).

1.7 Estudo da influéncia das vias de sinalizacdo de STAT3 e STAT6 na

capacidade de cDCs esplénicas promoverem respostas de células T auxiliares

Considerando os estudos descritos acima que avaliam a influéncia das vias de
sinalizacdo de STAT3 e STAT6 em DCs, podemos considerar que os papeis dessas
vias de sinalizacado ainda nao sao completamente compreendidos. As evidéncias do
papel da via de sinalizagdo de STAT3 na fungao de cDCs, especialmente nos subtipos
de cDC1 e cDC2s esplénicas, ainda sao divergentes, apesar de haver um consenso

que a delegao de STAT3 diminui a capacidade tolerogénica das DCs (MELILLO et al.,



2010). Os dados mostram que a o STAT3 pode ainda modular outras fungbes das
DCs, como a maturagédo imunogénica (ARDOUIN et al., 2016). Em relagao a via de
STATG, ha evidéncia que esta via de sinalizacdo também exerce um papel regulador,
inibindo principalmente DCs a promoverem respostas inflamatérias (MAIER et al.,
2020). No entanto, camundongos deficientes de STAT6 apresentaram respostas
promovidas por cDC2s deficientes (TURQUETI-NEVES et al., 2014). Dessa forma,
novos estudos sao necessarios para melhor entendermos a modulacéo de STAT3 e
STATG6 nas fungdes de diferentes subtipos de cDCs. Além disso, ndo ha estudos que
avaliam a influéncia das vias de sinalizagdo de STAT3 e STAT6 nas repostas
induzidas pelo direcionamento de antigenos para cDC1s e cDC2s via os receptores
DEC205 e DCIRZ2, respectivamente.

Desta forma, neste estudo avaliamos o papel das vias de sinalizacdo de STAT3
e STAT6 em cDC1s e/ou cDC2s usando a estratégia de direcionamento de antigenos
para cDC1s e para cDC2s via os receptores DEC205 e DCIR2 in vivo. Essa estratégia
vem sendo amplamente utilizada no Laboratorio de Direcionamento de Antigenos para
Células Dendriticas para o desenvolvimento de vacinas ou para estudar as fungdes
de cDCs (AMORIM, K. N. et al., 2016; ANTONIALLI et al., 2017; APOSTOLICO et al.,
2019; BOSCARDIN et al., 2006; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015;
SULCZEWSKI et al., 2020).

Para estudar a influéncia da via de STAT3 utilizamos um modelo de
direcionamento de um antigeno hibrido formado por um fragmento de 19 kDa da
proteina 1 de superficie de merozoito (MSP119) derivada do Plasmodium vivax
conjugada ao epitopo sintético PADRE (do inglés “Pan allelic DR epitope”) (ROSA et
al., 2004). A porcao desse antigeno formada pela proteina MSP119 € um forte alvo da
resposta humoral contra o parasito e tem sido utilizada no desenvolvimento de vacinas
(WILSON et al., 2011). O epitopo PADRE, por outro lado, foi desenvolvido para ligar-
se a moléculas de MHC Il humanas mais frequentes na populagdo e é também
reconhecido pelo haplétipo 1-A/I-E® de camundongos C57BL/6, e assim induz uma
forte resposta de células T CD4* (DEL GUERCIO et al., 1997). Assim, o antigeno é
capaz de gerar robusta resposta de células T CD4* e também promover a produgao
de altos titulos de anticorpos (ROSA et al., 2004). Entdo, para direcionar antigenos
para cDCs, os anticorpos monoclonais quiméricos aDEC-MSP119PADRE e aDCIR2-



MSP119PADRE que foram previamente caracterizados (ANTONIALLI et al., 2017;
SULCZEWSKI et al., 2020).

Resultados prévios do modelo que utilizamos mostram que a imunizacdo de
camundongos com aDEC-MSP119PADRE, quando o antigeno é direcionado para
cDC1s, promove uma resposta de células T CD4* Th1 e de células Trn principalmente
4 dias depois de uma segunda dose da imunizagao. Por outro lado, a imunizagao de
camundongos com aDEC-MSP119PADRE promoveu uma robusta resposta de células
Trn 5 dias depois da primeira imunizagdo. Além disso, os camundongos imunizados
com aDCIR-MSP119PADRE promoveram uma robusta resposta humoral com
producdo de altos titulos de anticorpos, formagdo de CGs e diferenciacdo de
plasmdcitos [ver figura 5 (SULCZEWSKI et al., 2020). Analisamos se a delegédo de
STAT3 em células CD11c positivas altera a resposta promovida pelas cDC1s ou pelas

cDC2s, apods o direcionamento do antigeno para cada um desses subtipos de cDCs.
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Figura 5 - Respostas imunes promovidas pelo direcionamento de antigenos a cDCs.
Esquema representando as respostas imunes induzidas pelo direcionamento de antigenos para cDC1
(esquerda) e cDC2s (direita) depois da primeira dose (superior) e depois da segunda dose (inferior).
cDC1 induzem respostas de células T auxiliares com um perfil de respostas Th1 apds a primeira
imunizacao. Apds a segunda dose, as cDC1s promovem respostas Th1, respostas de células TrH
semelhantes a células Th1 e de células T reguladoras. Por outro lado, cDC2s promovem respostas de
células Trn que estimulam a formagao de CGs e a diferenciacédo de plasmacitos e, consequentemente,
a producédo de anticorpos. Apds a segunda dose, os altos titulos de anticorpos induzidos na primeira
imunizagao inibem a formacdo de CGs ou o direcionamento de antigenos para cDC2s. Fonte:
(SULCZEWSKI et al., 2020) (adaptado).

Para analisar a influéncia da via de sinalizacdo de STAT6, estudamos a
modulacdo de STAT6 na reposta induzida por cDC2s, pois ainda ndo conhecemos
todos os sinais necessarios para a promog¢ao de células TrH no bago, considerando
as interagdes entre as células DC2s, T e B na zona marginal no bago. Para isso,
utilizamos o modelo de direcionamento de antigenos com os anticorpos aDEC-
Ovalbumina e a aDCIR2-Ovalbumina para direcionar antigenos para as cDC1s e
cDC2s, respectivamente. Nesse protocolo, a reposta promovida € semelhante a
resposta induzida pelo direcionamento do antigeno MSP119PADRE (SHIN et al., 2016;
SHIN et al., 2015).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia das vias de sinalizagdgo de STAT3 e STAT6 na
especializacdo de cDC1s e cDC2s esplénicas em promover respostas de células T

auxiliares.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar a fosforilagdo de STAT3 e STAT6 em cDCs esplénicas;

- Estudar a influéncia das vias de sinalizacdo de STAT3 e STAT6 na
diferenciacao e na maturacao de cDC1s e cDC2s esplénicas;

- Analisar a resposta de células T CD4" induzida pelo direcionamento antigenos

para as cDC1s e cDC2s deficientes na expressédo de STAT3 e STATG6 in vivo.



3. CONCLUSOES

Com os resultados desse estudo podemos concluir que a via de sinalizacao de
STAT3 possui um duplo papel no controle e na regulacdo da capacidade de cDC1s
promoverem respostas de células T auxiliares. Primeiramente, os resultados
mostraram que a via de STAT3 nao influencia a diferenciacdo de cDCs esplénicas a
partir do momento que os precursores de cDCs expressam CD11c. Os dados acima
apresentados indicam que a via de sinalizacdo de STAT3 n&o controla a capacidade
de cDC2s em promover respostas de células TrH. Porém, STAT3 estimula cDC1s a
promoverem respostas de células Th1 e Trn.

Referente a via de sinalizagcdo de STAT6 podemos concluir que a diferenciacéo
de cDCs esplénicas ocorre por mecanismos independentes de STAT6. Além disso, os
resultados mostraram que a via de sinalizagdo de STAT6 estimula a promogao de
respostas de células Trn e a formagao de CG em repostas promovidas por cDC2s, em
especial apés o direcionamento de antigenos para cDC2s via receptor DCIR2.
Contudo, a delecdo de STAT6 nao altera a capacidade de cDC2s promoverem a

proliferagao de células T CD4" in vitro e in vivo.
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