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Titulo: Papel dos sensores citosolicos de DNA no desenvolvimento e
manutencéo da psoriase.

RESUMO

A psoriase € uma doenca inflamatdria cronica e recorrente da pele, marcada
por um aumento anormal na proliferacdo e diferenciagdo dos queratindcitos,
juntamente com a ativacao do sistema imunolégico. No entanto, 0 mecanismo
molecular que desencadeia essa resposta imunoldgica na pele psoriatica,
assim como, 0S mecanismos precisos subjacentes ao desenvolvimento e
persisténcia da doenca ainda ndo séo totalmente compreendidos. Portanto, o
objetivo inicial de nossa pesquisa foi identificar novos alvos com potencial
impacto na patogénese da psoriase. Apds a reandlise de diversos bancos de
dados publicos de pacientes com psoriase, identificamos o perfil transcricional
da pele desses pacientes. Identificamos a via de sinalizacdo de sensores
citosélicos de DNA associado a patégenos e, além disso, observamos o
aumento dos niveis de DNA circulante livre no plasma de pacientes com
psoriase. Combinando essas informacdes, e sabendo que o DNA é capaz de
ativar sensores especificos no citoplasma celular e desencadear respostas
imunes robustas, este trabalho teve como o objetivo principal avaliar a
participacdo dos sensores de DNA AIM2 (absent in melanoma 2) e STING
(STimulator of INterferon Genes) na imunopatogénese da psoriase.
Encontramos o aumento da expressao de AIM2 tanto na epiderme psoriatica
humana quanto em um modelo murino de psoriase induzida pela aplicacdo
topica de imiquimode (IMQ). A ablacdo genética de AIM2 reduziu o
desenvolvimento da psoriase induzida por IMQ ao diminuir a producdo de
citocinas do tipo 3 (como IL-17A e IL-23) e a infiltracdo de células imunes no
local inflamatorio. Além disso, demonstramos que a IL-17A induziu a expressao
de AIM2 nos queratindcitos. Por fim, a auséncia genética dos componentes do
inflamassoma downstream AIM2, ASC e caspase-1 aliviou a inflamacéo
cutanea induzida por IMQ. Em relagcdo ao STING, identificamos que sua
expressdo é majoritaria na derme da pele de pacientes com psoriase. A
deficiéncia genética de STING induziu a uma exacerbacdo da resposta
inflamato6ria ao aumentar os niveis de citocinas inflamatérias (como IL-17, IL-
23 e IL-6), reduzir citocinas anti-inflamatérias (como IL-10) e aumentar a
migracdo de células imunes na pele no modelo psoriasiforme. Também,
evidenciamos que os linfécitos e a citocina IL-17A desempenham um papel
crucial na regulacéo da resposta inflamatoria mediada por STING. Além disso,
observamos que IRF3, componente downstream da sinalizagcdo de STING,
intensificou a inflamacgéo na pele, sendo essa regulacao independente de cGAS
e IFNAR. Coletivamente, nossos dados mostram que 0s receptores citdésolicos
de DNA, STING e AIM2 desempenham um papel na modulacao da resposta
inflamatoria da pele, sugerindo que esses receptores podem ser alvos
farmacolégicos importantes para doencas inflamatérias.

Palavras-chave: Psoriase. Pele. Inflamacao. Sensores de DNA. STING. AIM2.
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Title: Role of cytosolic DNA sensors in the maintenance and development of psoriasis

ABSTRACT

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by abnormal keratinocyte
proliferation and immune system activation. The molecular mechanisms triggering this immune
response in psoriatic skin remain incompletely understood. This study aimed to identify new
targets for psoriasis pathogenesis. After reanalyzing public psoriasis patient data, we identified
the cytosolic DNA sensor signaling pathway associated with pathogens and observed increased
circulating free DNA in psoriasis patient plasma. The study focused on the DNA sensors AIM2
and STING in psoriasis immunopathogenesis. We found elevated AIM2 expression in both
human psoriatic epidermis and a mouse model induced by imiquimod (IMQ). Genetic ablation
of AIM2 reduced IMQ-induced psoriasis by decreasing type 3 cytokines (such as IL-17A and IL-
23) and immune cell infiltration. IL-17A induced AIM2 expression in keratinocytes. The absence
of AIM2 inflammasome components, ASC and caspase-1, alleviated IMQ-induced skin
inflammation. For STING, we identified its predominant expression in the dermis of psoriasis
skin. Genetic deficiency of STING worsened inflammation, increasing pro-inflammatory
cytokines (IL-17, IL-23, IL-6) and immune cell migration. Lymphocytes and IL-17A were crucial
in regulating the STING-mediated inflammatory response. Additionally, IRF3, a downstream
component of STING signaling, enhanced skin inflammation independently of cGAS and
IFNAR. Overall, our findings suggest that STING and AIM2 cytosolic DNA receptors play a role
in modulating skin inflammation and could be potential pharmacological targets for inflammatory

diseases.
Keywords: Psoriasis. Skin. Inflammation. DNA sensors. STING. AIM2.

Titre: Rble des senseurs cytosoliques de I'ADN dans le maintien et le développement
du psoriasis )
RESUME

La psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau caractérisée par une
prolifération anormale des kératinocytes et une activation du systéeme immunitaire. Les
mécanismes moléculaires déclenchant cette réponse immunitaire dans la peau psoriasique
restent encore mal compris. Cette étude visait a identifier de nouvelles cibles pour la pathogénie
de la psoriasis. Aprés avoir réanalysé les données publiques de patients psoriasiques, nous
avons identifié la voie de signalisation des capteurs d'ADN cytosoliques associée aux agents
pathogenes et observé une augmentation de I'ADN libre circulant dans le plasma des patients
psoriasiques. L'étude s'est concentrée sur les capteurs d'ADN AIM2 et STING dans
l'immunopathogénie de la psoriasis. Nous avons trouvé une expression élevée d'AIM2 a la fois
dans I'épiderme psoriasique humain et dans un modele murin induit par I'imiquimod (IMQ).
L'ablation génétique d'AIM2 a réduit la psoriasis induite par IMQ en diminuant les cytokines de
type 3 (comme IL-17A et IL-23) et [linfiltration de cellules immunitaires. IL-17A a induit
I'expression d'AIM2 dans les kératinocytes. L'absence des composants de l'inflammasome
AIM2, ASC et caspase-1, a atténué l'inflammation cutanée induite par IMQ. Concernant STING,
nous avons identifié son expression prédominante dans le derme de la peau psoriasique. La
déficience génétique de STING a exacerbé l'inflammation en augmentant les cytokines pro-
inflammatoires (IL-17, IL-23, IL-6) et la migration des cellules immunitaires. Les lymphocytes et
IL-17A ont joué un réle crucial dans la régulation de la réponse inflammatoire médiée par
STING. De plus, IRF3, un composant en aval de la signalisation de STING, a intensifié
l'inflammation cutanée indépendamment de cGAS et IFNAR. Dans I'ensemble, nos résultats
suggerent que les récepteurs d'ADN cytosoliques STING et AIM2 jouent un réle dans la
modulation de l'inflammation cutanée et pourraient constituer des cibles pharmacologiques
potentielles pour les maladies inflammatoires.

Mots-clés: Psoriasis. Peau. Inflammation. Capteurs d'/ADN. STING. AIM2

Laboratoire d'Immunologie et Neurogénétique CRID - Centro de Pesquisa em Doengas
Expérimentales et Moléculaire Inflamatorias
INEM - UMR7355 CNRS - Université d'Orléans Av. Bandeirantes, R. Paineiras, 3900 - Vila
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Le psoriasis est une maladie inflammatoire chronique de la peau, d'origine
immunitaire, qui entraine une défiguration et une incapacité, compromettant
significativement la qualité de vie des patients. Sa principale caractéristique est
I'épaississement de la peau da a I'nyperprolifération des kératinocytes et a I'infiltration
de cellules immunitaires dans le derme et I'épiderme (Nestle et al., 2009 ; Greb et al.,
2016 ; Griffiths et al., 2021a). En plus des manifestations cutanées, la maladie peut
affecter les ongles et les articulations et est associée a diverses comorbidités, telles que
l'arthrite psoriasique, les maladies cardiovasculaires, le diabéte, le syndrome
métabolique et la dépression.

La maladie se manifeste sous différentes formes cliniques, notamment le
psoriasis vulgaire, guttata, inversé, pustuleux et érythrodermique, la forme vulgaire
étant la plus fréquente. Les symptémes incluent des démangeaisons, des sensations de
brdlure et des douleurs, avec une étendue variable des Iésions cutanées. La maladie suit
une évolution cyclique, alternant entre des périodes d'exacerbation et de rémission (Greb
et al., 2016 ; Griffiths & Barker, 2007). A I’échelle mondiale, elle touche plus de 125
millions de personnes, avec une distribution géographique inégale et une prévalence
plus élevée chez les individus d'ascendance caucasienne (Parisi et al., 2013 ; Tollefson
et al., 2010). Son apparition survient en moyenne a I'age de 33 ans, avec des pics entre
18-39 ans et 50-69 ans (Greb et al., 2016 ; Griffiths et al., 2021b ; Parisi et al., 2013).

L'étiologie du psoriasis est multifactorielle, résultant de I'interaction entre des
facteurs génétiques et environnementaux (Griffiths et al., 2021a). Le principal facteur
génétique identifié est le locus de susceptibilité au psoriasis 1 (HLA-C), en particulier
I'allele HLA-C*06:02, qui augmente le risque de développer la maladie (Nair et al., 2006
; Okada et al., 2014 ; Zhang et al., 2014). En outre, d'autres loci de susceptibilité ont
également été decrits (Capon et al., 1999 ; Karason et al., 2005 ; Lee et al., 2000 ; Sagoo
et al., 2004 ; Veal et al., 2001). Parmi les facteurs environnementaux, on retrouve le
stress, les infections, la consommation d'alcool, le tabagisme et I'utilisation de certains
médicaments, qui peuvent agir comme déclencheurs chez les individus genétiquement
prédisposés (Griffiths & Barker, 2007 ; Kumar et al., 2013). Cependant, le mécanisme
exact par lequel ces facteurs déclenchent le psoriasis n'est pas encore totalement
compris.

La physiopathologie du psoriasis implique une réponse immunitaire exacerbée
au sein de la peau, résultant de l'interaction entre les kératinocytes et les cellules
immunitaires. Leur activation entraine la production de médiateurs inflammatoires, le
recrutement de cellules dendritiques et I'activation des lymphocytes T, favorisant ainsi
la libération de cytokines pro-inflammatoires (Boehncke & Schon, 2015 ; Nestle et al.,
2009 ; Greb et al., 2016 ; Griffiths et al., 2021a). L’axe IL-23/IL-17 joue un rdle central
dans ce processus, stimulant I'nyperprolifération des kératinocytes et perpétuant
I'inflammation cutanée (Ehrchen et al., 2009a ; Gong et al., 2019 ; Greb et al., 2016 ; Jin
etal., 2014).

Le systeme immunitaire inné est fondamental pour la réponse contre les micro-
organismes, détectant les motifs moléculaires associés aux pathogénes (PAMPS) par le
biais de récepteurs de reconnaissance des motifs (PRRs). Parmi ces récepteurs, on
distingue les récepteurs de type Toll (TLRs), ceux de type NOD-like (NLRs) et ceux de
type RIG-I-like (RLRs), chacun reconnaissant différentes classes de pathogenes dans
des compartiments cellulaires distincts (Kanneganti, 2020). La reconnaissance des
acides nucleiques, tels que I'ADN et I'ARN, est un mécanisme de défense essentiel, car
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de nombreux micro-organismes liberent leur matériel génétique dans le cytoplasme des
cellules hotes (Tan et al., 2018).

La détection de I'ADN cytoplasmique, qu'il soit endogene ou exogene, est un
signal d'alerte d'infection ou de dommage cellulaire, activant des capteurs spécifiques
qui déclenchent des réponses immunitaires intenses (Wu & Chen, 2014). Deux des
principales voies de reconnaissance de I'ADN cytoplasmique impliquent I'activation de
la protéine AIM2 et de « Stimulateur des Génes de I'Interféron » (STING). AIM2 forme
un inflammasome qui active la caspase-1, favorisant la production d'IL-1 et d'IL-18
(Kumari et al., 2020). Quant a la voie STING, activée par des senseurs d'ADN tels que
CcGAS qui produisent des dinucléotides cycliques qui activent STING, elle entraine
notamment la production d'interférons de type I (Hopfner & Hornung, 2020). Ces deux
voies jouent un réle important dans I'immunité innée et peuvent étre impliquées dans la
pathogenese du psoriasis.

L'activation de AIM2 joue un réle essentiel dans la défense contre les pathogénes
intracellulaires et extracellulaires, notamment les bactéries et les virus a ADN
(Rathinam et al., 2010 ; Botto et al., 2019 ; Reinholz et al., 2013). Cependant, ce méme
mécanisme est également impliqué dans la pathogenese des maladies auto-immunes,
telles que la polyarthrite rhumatoide et le lupus érythémateux systémique (Kumari et
al., 2020 ; Zhang et al., 2013 ; Yang et al., 2021). Dans le contexte du psoriasis, AIM2
a été identifié comme un géne de susceptibilité associé a la maladie (Zuo et al., 2015).
Des études ont montré que son expression est augmentée dans les kératinocytes des
Iésions cutanées des patients atteints de psoriasis, favorisant la libération d'IL-1f, ce qui
suggere un role clé dans la pathogenese de la maladie (Dombrowski et al., 2011).
Toutefois, les mécanismes exacts par lesquels AIM2 module la réponse immunitaire
dans le psoriasis ne sont pas encore completement élucidés.

Tout comme AIM2, la voie STING est également impliquée dans la réponse
immunitaire et inflammatoire. STING est activeé par les dinucléotides cycliques (CDNs),
tels que le cGAMP, produits par des senseurs d'ADN comme cGAS. Son activation
déclenche une cascade de signalisation aboutissant a la production d'interférons de type
| et d'autres cytokines inflammatoires (Ishikawa & Barber, 2008 ; Ablasser et al., 2013a
; Hopfner & Hornung, 2020). En plus de son rble dans la défense antivirale, la
signalisation via STING a été associée a la régulation de l'auto-immunité et de
I'inflammation. Des études indiquent que son activation pourrait avoir des effets
thérapeutiques dans des maladies comme la sclérose en plaques (Lemos et al., 2014 ;
Johnson et al., 2021) et la colite (Canesso et al., 2018 ; Ahn et al., 2017), en modulant
la production de cytokines inflammatoires et immunosuppressives.

Dans le psoriasis, cependant, le réle de STING reste encore mal compris.
Certaines recherches suggérent que STING et IRF3 sont surexprimés dans les Iésions
psoriasiques et que I'inhibition de la voie STING pourrait réduire I'inflammation cutanée
dans des modéles animaux (Xiaohong et al., 2022 ; Sauer et al., 2011). Malgré ces
travaux, les mécanismes précis par lesquels STING influence la réponse inflammatoire
dans le psoriasis restent peu clairs, soulignant la nécessité de recherches
supplémentaires pour mieux comprendre sa fonction dans ce contexte.

Compte tenu de ces éléments, l'objectif principal de cette étude était d'évaluer la

participation d'’AIM2 (partie A) et de STING (partie B) dans I'immunopathogenese du
psoriasis.
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Malgré les avancées dans la compréhension du psoriasis et le développement de
thérapies efficaces, les mécanismes moléculaires impliqués dans sa pathogenése ne sont
pas encore totalement élucidés. Notre étude visait a identifier des cibles liées au
développement et au maintien de la maladie. Pour ce faire, nous avons réanalysé cing
bases de données publiques, comparant I'expression des génes entre la peau affectée et
non affectée, et avons identifié I'activation des capteurs cytosoliques d’ADN comme une
voie de régulation clé (Figure 4).

Parmi ces capteurs, nous avons étudié le role d’AIM2, dont I'expression était
augmentée dans la peau lésée des patients atteints de psoriasis, mais pas dans la peau
non lésée (Figure 6). De plus, nous avons constaté que les patients atteints de psoriasis
présentent des niveaux élevés d’ADN libre de cellules (cfDNA) dans le plasma,
suggérant son implication dans I'inflammation via I'activation de AIM2 (Figure 5). Pour
approfondir cette caractérisation, nous avons utilisé un modele murin d'inflammation
cutanée induite par I'imiquimod (IMQ), qui reproduit certains aspects des lésions
psoriasiques humaines. Nous avons observé une augmentation progressive de
I'épaisseur de la peau et de I'expression d'AIM2, avec un pic aux jours 2 et 3 apres
I'application de I''MQ, renforgant I'association de ce capteur avec I'inflammation dans
le psoriasis (Figure 7).

Afin d'examiner le réle d'AIM2 dans I'inflammation cutanée induite par I'IMQ,
nous avons utilisé des souris déficientes en AIM2 (Aim2-/-). Nous avons observe que
ces animaux présentaient une inflammation réduite, mise en évidence par une moindre
épaisseur de la peau et une infiltration cellulaire inflammatoire réduite (Figures 8-9). De
plus, la délétion d’AIM2 a entrainé une diminution de I'expression des génes associés a
I'activation des keératinocytes (Krtl4, Lcn2 et S100a9) ainsi qu'une réduction des
cytokines et chimiokines inflammatoires, telles que I'lL-1p, I'IL-6, I'lL-17A, I'lL-18,
I'IL-23 et CXCL1/KC (Figure 10). Une analyse par cytométrie de flux a révélé que
I'absence de AIM2 entrainait une infiltration moindre de neutrophiles, de macrophages,
de cellules dendritiques et de cellules T productrices d'IL-17A dans la peau enflammée
(Figure 11). Pour confirmer son role dans l'inflammation, nous avons injecté un ligand
de AIM2 (poly dA:dT) dans la peau de souris, observant une réponse inflammatoire
rapide et intense (Figure 12). L'immunofluorescence sur des biopsies de patients atteints
de psoriasis a montré une forte expression d'’AIM2 dans I'épiderme lésé, principalement
dans les keératinocytes. Ces résultats confirment qu'AIM2 joue un réle clé dans
I'inflammation psoriasique et contribue a la progression de la maladie (Figure 13).

Nos données démontrent que AIM2 est exprimé dans I'épiderme des patients
atteints de psoriasis et dans le modéle psoriasiforme induit par I'IMQ. Nous avons étudié
l'influence de I'IL-17A sur la régulation de AIM2 et observe que sa stimulation
augmentait I'expression de AIM2 dans les kératinocytes humains (HaCaT). De plus,
I'analyse des biopsies de patients traités par brodalumab a révélé une réduction
significative de I'ARNm de AIM2, mettant en évidence une induction dépendante de
I'IL-17. Les souris deficientes en IL-17RA (ll17ra-/-) présentaient une inflammation
cutanée réduite, des niveaux moindres de cytokines inflammatoires et une expression
plus faible de AIM2 dans la peau apres induction par I'IMQ. Ces résultats indiquent que
I'induction de AIM2 dans le psoriasis se produit de maniere dépendante de I'lL-17
(Figures 16-17).

Enfin, nous avons examiné si la fonction d'AIM2 dépendait des composants de
I'inflammasome dans le psoriasis. Les souris deficientes en ASC (Pycard-/-) ou en
caspase-1 (Caspl-/-) présentaient une réduction de I'hyperplasie cutanée et une
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inflammation moindre, similaire a I'absence de AIM2 (Figure 18). En outre, l'absence
d'’ASC ou de caspase-1 a empéché la production d'IL-1p, d'IL-17 et d'IL-23. De maniere
cohérente, I'absence du récepteur de I'lL-1p (IL-1R) a également réduit I'inflammation
et la production de ces cytokines. Ces résultats indiquent que AIM2 favorise
I'inflammation cutanée dans le psoriasis de maniere dépendante de I'inflammasome.

Ensuite, nous avons étudié le role de STING dans le psoriasis, étant donné
l'augmentation des niveaux d’ADN libre et I'activation des voies de signalisation de
I'ADN et de l'interféron. Des analyses par immunofluorescence ont révélé une
expression accrue de STING dans le derme des zones lésées des patients atteints de
psoriasis. Dans le modéle murin d'inflammation cutanée induite par I''lMQ, I'absence de
STING (Sting-/-) a entrainé un épaississement accru de la peau, un érytheme, une
desquamation et une infiltration inflammatoire. De plus, les souris Sting-/- présentaient
des niveaux elevés d'IL-17, d'IL-23 et d'IL-6, mais des concentrations plus faibles
d'IFN-B et d'IL-10. La cytométrie de flux a indiqué que la déficience en STING
augmentait la migration des neutrophiles, des cellules dendritiques, des monocytes et
des cellules T CD4+ vers la peau. Ces résultats suggerent que STING joue un réle
régulateur essentiel dans [l'inflammation cutanée, en modulant les médiateurs
inflammatoires et le recrutement cellulaire (Figures 21-24).

Enfin, nous avons évalué le role de STING dans la régulation de I'inflammation
cutanée du psoriasis et sa relation avec les lymphocytes et les médiateurs
inflammatoires. L'absence de STING a exacerbé I'inflammation et augmenté le nombre
de cellules T CD4+. Cependant, l'inflammation a été réduite chez les souris Sting-/-
Rag2-/-, suggérant une dépendance aux lymphocytes. La neutralisation de I'lL-17 chez
les Sting-/- a également réduit Il'inflammation, indiquant que STING contréle la
production d'IL-17.

Concernant la voie classique d'activation de STING, les souris déficientes en
CGAS présentaient un épaississement cutané moindre que les Sting-/-, indiquant que
STING agit indépendamment de cGAS. En revanche, I'absence d'IRF3 a intensifié
I'inflammation, suggérant que la régulation inflammatoire par STING dépend d'IRF3.
De plus, lI'absence du récepteur de I'IFN de type | (IFNAR) a réduit I'inflammation,
indiquant que STING agit indépendamment de la signalisation de I'lFN de type I. Ainsi,
nos données suggeérent que STING contrdle I'inflammation cutanée via IRF3, mais sans
dépendre de cGAS ou d'IFN de type | (Figures 25-30).

Nous concluons que les senseurs d'ADN AIM2 et STING jouent des réles
opposés dans I'inflammation associée au psoriasis. Chez I'humain, nous avons observé
une signature génique activée pour les capteurs cytosoliques de I'ADN et une
augmentation du DNA libre plasmatique. Dans le modéle préclinique, AIM2 était
principalement exprimé dans I'épiderme, tandis que STING I'était dans le derme. AIM2
favorise I'inflammation psoriasiforme en augmentant les cytokines, les chimiokines et
la prolifération des kératinocytes, son expression étant induite par I'IL-17A. En
revanche, STING exerce un effet protecteur, réduisant les cytokines pro-inflammatoires,
augmentant les cytokines anti-inflammatoires et limitant la migration des cellules
immunitaires. De plus, STING régule lI'inflammation via IRF3, indépendamment de
cGAS et d'IFNAR. Ces résultats suggérent qu'AIM2 et STING sont des modulateurs
clés de lI'inflammation cutanée et des cibles thérapeutiques potentielles pour les maladies
inflammatoires médiées par I'lL-17.
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1. INTRODUCAO
1.1 Pele: caracteristicas gerais e anatomia imunolégica

A pele representa 0 maior 6rgdo do corpo humano e desempenha um
papel fundamental como uma barreira protetora contra agressfées externas.
Contudo, essa funcéo protetora ndo se limita apenas a defesa fisica, mas
também engloba importantes func¢des imunoldgicas. Portanto, a protecdo
fornecida pelo tegumento ndo é apenas passiva, mas também envolve a
participacdo ativa e integrada do sistema imunologico local. O sistema
imunologico da pele trabalha constantemente para manter um equilibrio entre
as respostas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. A integridade estrutural e
funcional da pele é crucial para que ela possa desempenhar de forma eficaz
suas diversas funcées (MARANDUCA et al., 2020; KABASHIMA et al., 2018).

A epiderme, a camada mais superficiais da pele, desempenha a funcao
de barreira cutdnea. E constituida por 4-5 camadas de células, incluindo a
camada basal, camadas coOrneas, camada granular, camada clara ou
translicida (presente apenas nas palmas das méos e plantas dos pés) e a
camada espinhosa. A epiderme funciona como trés linhas de defesa: uma
barreira fisica que limita a agressdo mecéanica e a penetracdo de patdégenos;
uma barreira quimica, com papel antimicrobiano; e uma barreira contra a perda
de agua e eletrélitos. Cerca de 90% da epiderme € composta por
gueratinécitos, além deles, estdo presentes células do sistema imune, como as
células de Langerhans (LCs), que sdo um subconjunto exclusivo de células
apresentadoras de antigenos profissionais (APCs), e residem entre o0s
gueratinécitos. Além das LCs, dois subconjuntos de linfécitos T podem ser
encontrados na epiderme: os linfocitos T yd do subtipo Vy5 e linfécitos T CD8
residentes de memoria (KABASHIMA et al., 2018; NESTLE et al., 2009).

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme e esta conectada a ela
por meio de uma camada de tecido adiposo chamada hipoderme. Na derme,
uma variedade de células esta presente, incluindo fibroblastos, células
endoteliais e células do sistema imunolégico, como células dendriticas
dérmicas (DCs), DCs plasmocitoides, macréfagos, mastdcitos, linfécitos T yo
dos subtipos Vy4 e Vy6, e células linfoides inatas (ILCs) (KABASHIMA et al.,
2018; NESTLE et al., 2009). Em condi¢cfes de equilibrio, ha uma quantidade
reduzida de neutréfilos, mondécitos e linfocitos T TCRaf circulando pela derme.
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No entanto, em resposta a estimulos inflamatorios, células imunes se
acumulam rapidamente nesta camada. Anatomicamente, a derme é
caracterizada por uma matriz extracelular (MEC) abundante, composta por
fibras de coldgeno e elastina que preenchem os espacos extracelulares. A MEC
fornece um suporte estrutural favoravel a migracdo de células do sistema
imunologico. Os vasos sanguineos e linfaticos estdo distribuidos
estrategicamente ao longo da MEC (KABASHIMA et al., 2018; NESTLE et al.,
2009).

A homeostase cutanea € mantida pela coordenacdo e comunicacao
permanentes entre as células epiteliais e as células imunes na pele. Qualquer
interrupcéo na microbiota da pele e/ou nos mecanismos de reparo da pele leva
a processos cutaneos inflamatérios, a um desequilibrio entre fatores pré-
inflamatorios e anti-inflamatérios e ao surgimento de doencas dermatoldgicas
inflamatorias, como a psoriase (MARANDUCA et al., 2020; KABASHIMA et al.,
2018).

1.2 Psoriase: aspectos gerais e manifestacdes clinicas

A psoriase é uma doenca inflamatoéria crénica, mediada pelo sistema
imunolégico, ndo contagiosa, dolorosa e que causa desfiguracdo e
incapacitacao, reduzindo a qualidade de vida dos pacientes. Essa doenca afeta
principalmente a pele, e é caracterizada pelo aumento da espessura cutanea
decorrente da ativacdo acentuada de queratindcitos e células do sistema imune
gue infiltram a derme e epiderme (FRANK NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009;
GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 2021a). Além da pele, pode ocorrer a
manifestacdo da psoriase nas unhas e articulacdes, e também estar associada
com o alto risco de desenvolver comorbidades, tais como, artrite psoriatica,
distarbios cardiovasculares, diabetes, sindrome metabdlica e depressao.

A psoriase pode apresentar-se em diversas formas clinicas, como
psoriase vulgar, psoriase gutata, psoriase inversa, psoriase pustulosa e
psoriase eritrodérmica, e é possivel que um mesmo individuo desenvolva
multiplos fendtipos (GRIFFITHS & BARKER, 2007). A psoriase vulgar é a
manifestacdo mais comum e os sintomas que sdo compartilhados por todos os
fenotipos sdo coceira, queimacéao e dor. A extensdo do envolvimento da pele é
variavel e a maioria dos tipos de psoriase tem uma evolucdo ciclica, com

exacerbacéo da leséo por algumas semanas ou meses, depois a redugao por
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algum tempo ou até mesmo entrando em um periodo de remissdo (GREB et
al., 2016; GRIFFITHS & BARKER, 2007).

Psoriase vulgar — E marcada por areas delimitadas de placas
eritematosas e endurecidas, cobertas por uma escama prateada. Os locais
frequentemente afetados incluem os joelhos, cotovelos, couro cabeludo e
tronco (GREB et al., 2016; GRIFFITHS & BARKER, 2007) (Figura l1a)

Psoriase gutata — E o segundo tipo mais comum. Caracterizada por
pequenas manchas vermelhas, geralmente em forma de gota, que aparecem
na pele. Essas manchas podem se espalhar pelo corpo e sdo frequentemente
acompanhadas por descamacédo. A psoriase gutata geralmente ocorre em
criancas e adultos jovens e pode ser desencadeada por infec¢des bacterianas,
como infeccdes estreptocdcicas da garganta (GREB et al., 2016; GRIFFITHS
& BARKER, 2007) (Figura 1b).

Psoriase inversa — Caracterizada por placas eritematosas nas dobras
corporais, a psoriase inversa é distinta por sua auséncia de descamagéo devido
ao aumento da umidade nessas areas. Muitos individuos com esse tipo de
psoriase podem também apresentar outros subtipos simultaneamente (GREB
et al., 2016; GRIFFITHS & BARKER, 2007) (Figura 1c).

Psoriase pustulosa — Caracterizada por pustulas estéreis sobre uma
base eritematosa, a psoriase pustulosa é predominantemente observada em
adultos. Comumente localizada nas maos e pés, essa condicdo tende a
progredir através de um ciclo que inclui eritema, formacdo de pustulas e
descamacao subsequente (GREB et al., 2016; GRIFFITHS & BARKER, 2007)
(Figura 1d).

Psoriase eritrodérmica — Esta é a forma mais grave de psoriase,
podendo ser potencialmente fatal. Caracteriza-se pela presenca de eritema
disseminado em, pelo menos, 90% do corpo, resultando em intensa coceira e
dor, além de uma descamacéo excessiva da pele. Afeta aproximadamente 3%
dos pacientes com psoriase, geralmente manifestando-se em individuos com
psoriase vulgar instavel (GREB et al., 2016; GRIFFITHS & BARKER, 2007)
(Figura le).
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Figura 1 - Manifestagdes clinicas da psoriase. llustracédo representativa de pacientes com:
A) Psoriase vulgar, B) Psoriase gutata, C) Psoriase inversa, D) Psoriase pustulosa, E) Psoriase
eritrodérmica. Adaptado de Greb et al 2016.

1.3 Distribuicédo global da psoriase

A psoriase afeta mais de 125 milhdes de adultos e criangcas em todo o
mundo (GREB et al., 2016). Entretanto sua prevaléncia € conhecida em apenas
19% dos paises ao redor do mundo, e essa prevaléncia é distribuida de forma
desigual entre diferentes regides geogréaficas. E mais comum em individuos de
origem caucasiana. A incidéncia da doencga varia consideravelmente, desde
0,1% no leste da Asia até 1,5% na Europa Ocidental, sendo mais alta em paises
de alta renda (PARISI et al., 2013; TOLLEFSON et al., 2010) (Figura 2). Em
relacdo ao Brasil, a escassez de estudos sobre a prevaléncia da psoriase
dificulta a obtencdo de dados precisos, embora se estime que
aproximadamente 1% da populacdo seja afetada por essa condicdo. Um
levantamento realizado pela Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD)
indicou que os residentes da regido sul do pais apresentam o dobro da
incidéncia em comparacdo com aqueles na regido norte (DI MEGLIO &
NESTLE, 2017; ROMITI et. al., 2017).
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Figura 2 - Distribuicdo global da prevaléncia da psoriase. Uma revisdo sistematica de
estudos internacionais de base populacional demonstrou uma prevaléncia global de psoriase em
adultos variando de 2,7% nos Estados Unidos a 8,5% na Noruega. As taxas de prevaléncia mais
baixas foram observadas em indios latino-americanos, nativos americanos e em paises africanos
e asiaticos, enquanto as taxas mais altas foram relatadas na Europa. Mesmo na Asia, a
prevaléncia variou de 0,3% em Hong Kong, Sendai (Jap&o) e cinco grandes cidades da China
continental a 2,4% nas Filipinas. Adaptado de Greb et al, 2016

A psoriase nao faz distingdo entre homens e mulheres e geralmente se
manifesta em torno dos 33 anos de idade, embora o inicio possa ser
influenciado por fatores genéticos e ambientais. Embora possa ocorrer em
gualquer idade, ha evidéncias de duas fases distintas de inicio da doenca,
conhecidas como distribuicdo bimodal. A primeira fase ocorre entre os 18 e 39
anos, enquanto a segunda fase € observada entre os 50 e 69 anos (GREB et
al., 2016; GRIFFITHS et al., 2021b; PARISI et al., 2013). Além disso, esta
doenca apresenta um alto impacto econémico com custos direto entre 51,7 a
63,2 bilhdes dolares e custos indiretos entre 23,9 a 35,4 bilhdes doélares
(BREZINSKI, DHILLON, & ARMSTRONG, 2015).

1.4 Etiologia da Psoriase

A causa da psoriase é multifacetada, resultante da interacdo entre
elementos genéticos e ambientais (GRIFFITHS et al., 2021a). A relagcéao entre
fatores genéticos e psoriase foi inicialmente estabelecida por meio de estudos
epidemiologicos com gémeos e familias. A hereditariedade € o principal
determinante de risco para o desenvolvimento da psoriase, com gémeos
monozigoticos apresentando um risco duas a trés vezes maior em comparagao

com gémeos dizigoticos (SUN et al., 2010; TSOI et al., 2017; ZHANG et al.,
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2014). Estudos de associacdo do genoma tém desempenhado um papel crucial
na identificacdo de locais de susceptibilidade de alto risco para a psoriase, com
mais de 80 locais genéticos contribuindo para aproximadamente 30% da
hereditariedade da doenca. O perfil genético da psoriase € fortemente
influenciado pela variacdo no locus de susceptibilidade a psoriase 1 (HLA-C;
anteriormente conhecido como PSORS1), que engloba genes do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), responsaveis pela codificagdo dos
antigenos leucocitarios humanos (HLAS). Entre esses padrbes genéticos, o
HLA-C*06:02 é considerado o principal fator de risco genético para o
desenvolvimento da psoriase na populacéo (NAIR et al., 2006; OKADA et al.,
2014; ZHANG et al., 2014). A presenca de pelo menos um alelo aumenta o
risco de psoriase em quatro a cinco vezes (SUN et al., 2010; TSOl et al., 2017,
ZHANG et al., 2014). Outros padrbes genéticos, como o HLA-B13, HLA-B17,
HLA-B37, HLA-Bw16, HLA-Bw57 e HLA-DR7, também estdo associados a um
maior risco de desenvolvimento da psoriase (OKADA et al., 2014). Além dos
loci do MHC, foram identificados outros 17 loci de susceptibilidade, incluindo
mutacdes nas regides de susceptibilidade a psoriase 2 (PSORS2) na regido
17924-g25, que abrange o gene CARD14, PSORS4 no complexo de
diferenciacdo da epiderme, PSORS7 no cromossomo 1p, que inclui o loci do
receptor de IL-23 (IL23R), e PSORS6 no cromossomo 19p13, que abrange o
loci das tirosinas quinases (CAPON et al., 1999; KARASON et al., 2005; LEE
et al., 2000; SAGOO et al., 2004; VEAL et al., 2001).

A psoriase pode ser desencadeada em pessoas com predisposicao
genética por uma variedade de estimulos ambientais, como estresse, infec¢des
(especialmente estreptocdécicas), consumo de alcool, tabagismo, exposicao a
medicamentos como litio, antimalaricos e anti-inflamatérios ndo esteroides, e,
em certos casos, exposi¢cao a luz solar (GRIFFITHS; BARKER, 2007; KUMAR
et al., 2013). Entretanto, apesar de se saber os fatores que contribuem para o
desenvolvimento da psoriase, o gatilho exato ainda é desconhecido. Ou seja,
ainda nao foi identificado um Unico fator desencadeante universal. Essa falta
de compreensao completa do gatilho da psoriase continua sendo um desafio

significativo na pesquisa e no tratamento da doenca.

1.5 Fisiopatologia da psoriase
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Até meados dos anos 90 acreditava-se que a patogénese da psoriase
estava principalmente ligada a ativacao e proliferacdo de queratindcitos. No
entanto, atualmente compreendemos que o sistema imunolégico desempenha
um papel central no desenvolvimento e na persisténcia da doenga
(BOEHNCKE; SCHON, 2015; FRANK NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009;
GREB et al., 2016; GRIFFITHS et al., 2021a). Sendo marcada por eventos
celulares que resultam na desregulagcdo dos componentes celulares
responsaveis pela resposta imune da barreira da pele, levando a uma resposta
inflamatoria crénica (LOWES et al., 2007). Dentre essas desregulacdes, a que
vem sendo citada como a principal desencadeadora da doencga, € o ‘crosstalk’
de forma exacerbada entre queratindcitos e células do sistema imune na pele.

Estudos pré-clinicos fornecem evidéncias de que a liberacdo de
mediadores pelos queratinécitos desempenha um papel central no inicio da
patogénese da psoriase, especialmente através da ativacdo das células
dendriticas (DCs) e subsequente ativacdo dos linfécitos T. A catelicidina LL-37,
liberada por queratinécitos ativados, forma um complexo com o DNA proprio,
reconhecido pelas células dendriticas plasmocitoides (pDCs) via TLR9,
induzindo a producéo de interferon alfa (IFN-a). Essas citocinas, juntamente
com outras secretadas pelos queratinécitos, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, ativam
diretamente as DCs na derme, resultando na producéo de IL-12 e IL-23. Isso
leva a ativacdo de linfocitos T naive em linfocitos Thl e Th1l7 nos ganglios
linfaticos drenantes da pele, respectivamente. Além disso, os linfécitos T yd
residentes na derme podem ser ativados na pele, iniciando a cascata
inflamatéria. Os linfécitos T ativados produzem citocinas como IL-17A, IL-22,
IFN-y e TNF-a, que ativam diretamente os queratindcitos, induzindo a produgao
de citocinas e quimiocinas adicionais, como TNF-a e CXCL-1, essenciais para
o recrutamento de neutrdfilos e linfécitos T adicionais, ampliando ainda mais a
cascata inflamatdria na psoriase (BOEHNCKE; SCHON, 2015; GRIFFITHS et
al., 2021b; PANTELYUSHIN et al., 2012) (Figura 3)
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Figura 3 - Visdo geral da imunopatogénese simplificada da psoriase. Diversos
estressores pode desencadear a ativacdo das células dendriticas (DCs) diretamente,
através de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs), ou indiretamente, por meio
do es estresse nos queratindcitos (resultando na liberagcédo de IL-1, TNF-a e IL-36). As DCs
sensiveis ao estresse sdo capazes de produzir IL-23, que por sua vez ativa os linfécitos T
yd e as células linfoides inatas (ILCs) para a produgéo de IL-17 e IL-22, constituindo um
evento inicial na psoriase mediado pela resposta imune inata. Além disso, os linfécitos T
helper 1 (Thl) e Th1l7 sdo ativados nos linfonodos drenantes da pele e, por meio de um
gradiente de quimiocinas, migram de volta para a pele, onde produzem citocinas como IFN-
y e IL-17a, respectivamente. Essas citocinas ativam diretamente os queratinécitos e
amplificam a resposta inflamatéria na psoriase. Adaptado de Becher, B. et al, 2012.

A fisiopatologia da psoriase é complexa e multifatorial, envolvendo uma
rede intricada de células e mediadores moleculares. Entretanto, um corpus
crescente de evidéncias na literatura sugere que a doenca €
predominantemente mediada por vias imunolégicas cutaneas, especialmente o
eixo IL-23/IL-17. A ativacdo desse eixo desencadeia uma cascata de eventos
gue inclui a ativacdo de queratinécitos. Essas células liberam uma variedade
de mediadores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas, peptideos
antimicrobianos e alarminas, que contribuem para a amplificacdo e manutencao
da resposta inflamatéria caracteristica da psoriase (EHRCHEN et al., 2009a;
GONG et al., 2019; GREB et al., 2016; JIN et al., 2014).Terapias direcionadas
especificamente para esta cascata de sinalizacdo tém demonstrado eficacia
clinica substancial no manejo de pacientes com formas moderadas a graves da
condicdo (GHORESCHI et al., 2021).
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1.6 Sensores de DNA

O sistema imunologico inato constitui a primeira linha de defesa do
organismo hospedeiro, reconhecendo infec¢cbes microbianas através dos
receptores de reconhecimento de padrdes (Pattern Recognition Receptors;
PRRs). Esses receptores reconhecem estruturas conservadas essenciais para
o ciclo de vida dos patdgenos, conhecidas como padrdes moleculares
associados a patégenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns; PAMPS),
desencadeando vias de sinalizagao intracelular que resultam na ativacdo de
fatores de transcricdo e na producdo de citocinas para conter a infeccao
(BRUBAKER et al., 2015). Dessa forma, a resposta imunolégica inata também
contribui para a geragao de uma resposta adaptativa eficaz.

Atualmente, uma variedade de receptores de reconhecimento de
padrdes (PRRs) sédo descritos, incluindo os receptores do tipo Toll (TLRS), os
receptores similares ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo
(NLRs) e os receptores do tipo RIG-1 (RLRs). Esses receptores diferem em
relagdo ao compartimento celular em que estéo localizados e a natureza do
padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP) que reconhecem
(KANNEGANTI, 2020). Por exemplo, os TLRs 3, 7, 8, 9 e 13 estdo presentes
em endolisossomos e respondem a diferentes &cidos nucleicos derivados de
virus e bactérias que entram nas células hospedeiras por endocitose
(FITZGERALD; KAGAN, 2020). Por outro lado, os sensores do tipo RLRs, como
RIG-I, MDA5 e LGP2, reconhecem o RNA de fita Unica (ssRNA) ou dupla fita
(dsRNA) liberados no citoplasma das células hospedeiras durante uma
infeccdo (REHWINKEL; GACK, 2020). Dessa forma, o reconhecimento de
acidos nucleicos tornou-se um importante mecanismo da imunidade inata para
iniciar respostas antimicrobianas, considerando que microrganismos invasores,
como virus, utilizam DNA e/ou RNA para replicacéo e liberam esses genomas
no citoplasma das células hospedeiras (TAN et al., 2018).

Sob condic¢des fisioloégicas, o material genético em células eucaridticas €&
primariamente confinado ao nucleo e as mitocondrias. A presenca de DNA no
citoplasma, portanto, pode sugerir uma perturbacéo celular, seja por infeccao
ou lesé@o. Esse DNA, seja de origem enddgena ou exogena, pode servir como
um sinal intrinseco de alerta, conhecido como padrdo molecular associado ao
dano (damage-associated molecular pattern; DAMP). Em ambas as situacgoes,

a presenca de DNA citoplasmatico € capaz de ativar sensores especificos no
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citoplasma celular, desencadeando respostas imunes robustas (WU; CHEN,
2014).

Nesse contexto, surgem duas vias importantes para o reconhecimento
de DNA no citoplasma: a via mediada pela proteina AIM2 (absent in melanoma
2) e a via de ativacdo do Estimulador de Genes de Interferon (STING). A
ativacdo do AIM2 pelo DNA desencadeia a formacdo do inflamassoma,
envolvendo a proteina ASC, resultando na ativacdo da caspase-1 para a
maturacdo e producdo de IL-1b e IL-18 por clivagem proteolitica, aléem da
inducao de piroptose (KUMARI et al., 2020). Por outro lado, a ativacéo da via
de sinalizacédo do STING ocorre predominantemente por meio de sensores de
DNA, como a enzima cGAS (cyclic GMP-AMP synthase), que gera
dinucleotideos ciclicos capazes de se ligar ao STING, desencadeando a
ativacado da quinase TBK1 (TANK-binding kinase 1) e do fator IRF-3 (Interferon
Regulatory Factor 3), resultando na producédo de interferons (IFN) do tipo |
(HOPFNER; HORNUNG, 2020).

1.7 Absent in melanoma 2 (AIM2)

A estrutura do AIM2 tem sido amplamente investigada desde sua
descoberta como um sensor de DNA. Os membros desta familia incluem
proteinas que sdo caracterizadas por um dominio de sequéncia conservado de
aproximadamente 200 aminoacidos (DAWSON; TRAPANI, 1996).
Estruturalmente, o AIM2 é composto por um dominio HIN (Hematopoietic,
Interferon-Inducible, and Nuclear Localization) localizado no terminal C e um
dominio PYD (Pyrin) no terminal N (WANG; TIAN; YIN, 2019).

O dominio HIN é essencial para a ligacdo do DNA de dupla fita no citoplasma.
Este dominio € composto por duas dobras de OB
(oligonucleotide/oligosaccharide binding), que se conectam as duas fitas de
DNA. Isso explica por que o receptor AIM2 reconhece DNA de dupla fita em
vez de DNA de fita simples (JIN et al.,, 2012; THEOBALD; MITTON-FRY;
WUTTKE, 2003). A ligacdo do DNA de dupla fita no dominio HIN-200 do AIM2
ocorre por meio de interacdes eletrostaticas, onde os residuos de arginina e
lisina carregados positivamente nas dobras OB se associam aos fosfatos
carregados negativamente na estrutura da ribose do DNA (WANG; TIAN; YIN,
2019; WANG,; YIN, 2017). A ativacdo do AIM2 por DNA de dupla fita é

independente da sequéncia de DNA, mas depende do seu tamanho, sendo que
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70 pares de bases de DNA de dupla fita € o tamanho minimo necessario para
ativar o AIM2 (JIN et al., 2012). Curiosamente, a ativacado do AIM2 ocorre mais
rapidamente na presenca de moléculas de DNA de dupla fita longas, como
aquelas com 300 pares de bases, 0 que sugere que o tamanho da molécula de
DNA é um fator importante na regulacdo da ativacéo do AIM2 (MATYSZEWSKI;
MORRONE; SOHN, 2018).

O dominio PYD do AIM2 desempenha um papel crucial no recrutamento
da proteina adaptadora ASC durante a formacédo do inflamassoma (HYUN et
al., 2007). Este dominio PYD se liga diretamente ao dominio PYD da ASC,
resultando na montagem de filamentos helicoidais que permitem a
oligomerizacao do inflamassoma do AIM2 (WANG; TIAN; YIN, 2019). Apés a
ligacdo da dupla fita de DNA no dominio HIN-200, ocorre uma mudanca
conformacional que libera o dominio PYD do HIN-200, tornando-o acessivel
para interagir com o dominio PYD da ASC (JIN et al., 2012). A ASC € uma
molécula adaptadora que recruta a caspase-1 por meio da interacédo entre os
dominios CARD de ambas as moléculas (WANG; TIAN; YIN, 2019). A formacéao
do inflamassoma do AIM2 facilita a proximidade das moléculas de caspase-1,
levando a geracdo autocatalitica de moléculas de caspase-1 ativas e a
subsequente clivagem proteolitica das citocinas pro-IL-1 e pro-IL-18 em suas
formas maduras (KUMARI et al., 2020).

Inicialmente foi amplamente estudado a ativacdo de AIM2, que
desencadeia uma resposta imune, frente ao reconhecimento e a resposta aos
diferentes tipos de patdgenos (KUMARI et al., 2020). Por exemplo, ativagdo do
inflamassoma de AIM2 promove um papel protetor contra bactérias
intracelulares e extracelulares. Bactérias como Listeria e Francisella sdo
bactérias intracelulares capazes de se replicar no interior de macréfagos e
células dendriticas. AIM2 ¢é ativado pelo dsDNA destas bactérias apés a lise
das mesmas e liberagdo do DNA no citoplasma (RATHINAM et al., 2010).

Em relacdo a infec¢des por virus de DNA, estudos anteriores demonstraram
gue o DNA do Citomegalovirus murino (MCMV) induz a ativacdo de AIM2 em
macrofagos e células dendriticas, resultando na producéo de IL-13 e IL-18
dependente da ativacdo de caspase-1. Além disso, a ativacdo de AIM2 é
associada ao controle da replicagéo viral (RATHINAM et al., 2010). De maneira
semelhante, o Citomegalovirus humano (HCMV) induz a ativacdo de AIM2 e a
producédo de IL-1 em células THP1 (BOTTO et al.,, 2019). AIM2 também
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responde a infeccao pelo virus vaccinia em macrofagos e células dendriticas,
assim como ao virus da hepatite B (HBV) e ao papilomavirus humano (HPV)
(REINHOLZ et al., 2013).

Ha um ndmero crescente de estudos que destacam a relevancia do AIM2
na regulacao de respostas inflamatorias indesejadas, dentre elas, artrite e lUpus
eritematoso sistémico (KUMARI et al., 2020). A deficiéncia de AIM2 foi
associada a um menor desenvolvimento de artrite reumatoide, acompanhada
pela reducéo na infiltragdo de macréfagos, inflamacéo articular e danos 6sseos
e cartilaginosos (JAKOBS; PERNER; HORNUNG, 2015). Em relacdo ao lupus
eritematoso sistémico foi demonstrado que a supressédo de AIM2 resulta em
uma melhora notavel da doenca, inibindo a ativacao de macréfagos e reduzindo
a resposta inflamatoéria em camundongos (ZHANG et al., 2013). Ademais, ha
relato que a auséncia de AIM2 em linfocitos B esta associada a protecéo contra
o desenvolvimento do LES. Essas descobertas sugerem que a expressao de
AIM2 em linfécitos B desempenha um papel crucial na diferenciacdo dessas
células e contribui para a patogénese da doenca (YANG et al., 2021).

No contexto da psoriase, o AIM2 foi identificado como um gene/locus de
susceptibilidade associado a psoriase (ZUO et al., 2015). Um dos poucos
estudos que explorou a relevancia de AIM2 na psoriase, demonstrou que a
expressdo de AIM2 estd aumentada em queratinécitos de lesdes cutaneas de
pacientes com psoriase, e sua ativacdo em queratindcitos in vitro leva a
liberacdo de IL-1B, sugerindo que o AIM2 esta envolvido na patogénese da
psoriase (DOMBROWSKI et al., 2011). No entanto, ainda nédo foi elucidada a
contribuicho do AIM2 na modulacdo da resposta imune durante o
desenvolvimento e persisténcia da psoriase.

1.8 Estimulador de Genes de Interferon (STING)

STING, também conhecida como MITA, ERIS ou MPYS, é codificada
pelo gene TMEM173 (Tmem173 em camundongos) e desempenha um papel
crucial na resposta imune inata aos acidos nucleicos (ISHIKAWA; BARBER,
2008; SUN et al., 2009; ZHONG et al., 2008).

A proteina adaptadora STING é composta por 379 aminoacidos em
humanos ou 378 em camundongos. Em condicbes de homeostase, esta
localizada no citoplasma adjacente ao reticulo endoplasmatico (RE). Sua
estrutura inclui uma regido N-terminal, um dominio transmembrana com quatro

segmentos, uma regido conectora, um dominio citosdlico de ligacéo ao ligante
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(ligand-binding domain; LBD) e uma cauda C-terminal (C-terminal tail; CTT)
(HUANG et al., 2012; OUYANG et al., 2012; SHANG et al., 2012, 2019).

A ativacao de STING pode ocorrer através de varios sensores de DNA
citoplasmaticos, incluindo IFI16 (proteina 16 induzida pelo interferon gama)
(JONSSON et al., 2017; UNTERHOLZNER et al., 2010), DDX41 (DEAD-box
helicase 41) (ZHANG et al., 2011b) e cGAS (cyclic GMP-AMP synthase), este
tltimo amplamente estudado na literatura. cGAS possui um dominio catalitico
e dois sitios de ligacdo ao DNA, permitindo sua interacdo com o dsDNA
citoplasmatico e ativando-o para sintetizar o dinucleotideo ciclico (cyclic
dinucleotide; CDN) cGAMP utilizando ATP e GTP como substratos
(ABLASSER et al., 2013a; SUN et al., 2013). Além disso, estudos recentes
demonstraram que os CDNs produzidos por cGAS podem ser exportados para
0 meio extracelular, onde atuam como imunotransmissores, ativando STING
em outras células imunes presentes no ambiente (CAROZZA et al., 2020).

A interacao entre STING e CDNs, como cGAMP, c-di-AMP e c-di-GMP,
induz mudancgas conformacionais e a oligomerizacado de STING (BURDETTE
et al., 2011; ISHIKAWA; MA; BARBER, 2009). Isso promove sua translocacao
do reticulo endoplasmatico para compartimentos perinucleares, como o
complexo de Golgi, endossomos e autofagossomos, por meio de um processo
mediado por vesiculas do complexo Il de proteinas do envoltério (COPII)
(DOBBS et al., 2015; MUKAI et al., 2016; SAITOH et al., 2009; ZHANG et al.,
2019). Também ja foi demonstrado que STING tem a capacidade de se ligar
diretamente ao dsDNA, entretanto os detalhes precisos dessa interagao ainda
estao por ser totalmente esclarecidos (ABE et al., 2013). No entanto, a ativacao
de STING desempenha um papel fundamental na resposta ao reconhecimento
de dsDNA citoplasmatico.

Com a sua ativacao e subsequente translocacao intracelular, a proteina
STING exp0e o seu dominio C-terminal, que atua como um local de ancoragem
para a proteina quinase TBK1. Esta, por sua vez, sofre autofosforilacdo em seu
residuo S172 e catalisa a fosforilagdo de STING em S366 (em humanos) ou
S365 (em camundongos). Adicionalmente, apds a translocacdo para o
complexo de Golgi, ocorre a palmitoilagéo dos residuos de cisteina C88 e C91
de STING, uma modificacdo pos-traducional crucial para a sinalizagéo eficaz
da proteina (MUKAI et al., 2016). Concomitantemente a ativagdo de STING,

TBK1 promove o recrutamento e fosforilagdo de IRF3 em S396,
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desencadeando a sua dimerizacdo e subsequente translocacdo nuclear
(CHEN; SUN; CHEN, 2016; TANAKA; CHEN, 2012; ZHANG et al., 2019). No
nacleo, IRF3 instiga a transcricdo de genes envolvidos na resposta imune inata,
notadamente os interferons do tipo | (LIU et al., 2015; TANAKA; CHEN, 2012).
Ademais, a ativacao da cascata STING-TBK1 pode recrutar a quinase IKK, que,
por sua vez, fosforila o inibidor do fator nuclear NF-kB (IkBa), propiciando a
ativacdo e translocagdo nuclear de NF-kB para a transcrigdo de genes
inflamatoérios (ABE; BARBER, 2014; DUNPHY et al., 2018). No entanto, a
montagem do sinalossoma STING-TBK1-IRF3 representa a via canbnica de
ativacao de STING.

Além de desencadear uma resposta antiviral nas células, a cascata de
sinalizacao induzida pelos interferons do tipo | também engloba outras vias que
resultam na expressao de efetores antibacterianos, citocinas, quimiocinas e
moléculas metabdlicas. Isso confere a sinalizacdo mediada por interferons do
tipo I uma diversidade funcional, com efeitos tanto pré-inflamatérios quanto anti-
inflamatoérios (IVASHKIV; DONLIN, 2014). Por exemplo, os interferons do tipo |
tém sido associados a inducdo da producdo de IL-10, uma citocina
imunossupressora potente com amplos efeitos sobre as células do sistema
imune inato e adaptativo (CHANG et al., 2007; JIANG et al., 2016; MCNAB et
al., 2014).

E bem estabelecido que o reconhecimento de DNA préprio pelo sistema
imunoldgico pode desencadear a quebra da tolerancia e contribuir para o
desenvolvimento de doengas autoimunes, 0 que tem motivado pesquisadores
a explorar o papel do reconhecimento de DNA enddgeno nesse processo
(ZHANG et al., 2022). De maneira geral, a producédo cronica de interferons do
tipo | tem sido associada ao desenvolvimento dessas condicfes patoldgicas.

A esclerose multipla (EM) € uma doenca autoimune que afeta o sistema
nervoso central, resultando em neuroinflamagdo e desmielinizagdo. A
encefalomielite autoimune experimental (EAE) é um modelo amplamente
utilizado para estudar a EM. Em estudos prévios, observou-se que o a ativacao
de STING com nanoparticulas de DNA (DNPs) ou com o CDN c-di-GMP
reduziu significativamente os sinais clinicos da EAE, além de suprimir a
producdo de citocinas inflamatérias por células esplenociticas apoés
reestimulagdo antigénica in vitro (LEMOS et al., 2014). Notavelmente, a

ativacdo de STING durante esse processo desencadeou a expressédo de
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indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO1) em células hematopoiéticas. A IDO1,
uma enzima envolvida no metabolismo do triptofano, também exerce funcdes
tolerogénicas, regulando negativamente a producao de citocinas inflamatorias
e suprimindo respostas mediadas por células T, contribuindo assim para a
prevencao da autoimunidade (MUNN; MELLOR, 2013). Estudos mais recentes
demonstraram que a terapia com injecao de microparticulas encapsuladas com
0 CDN cGAMP (cGAMP MP) em animais com EAE resultou em uma reducgao
significativa nos parametros clinicos da doenca, com um inicio tardio da
mesma. Esse efeito terapéutico foi associado a inducédo da producéo de IL-27,
tanto por mecanismos dependentes quanto independentes de IFNs do tipo I.
Importante ressaltar que esses efeitos terapéuticos foram abolidos em animais
com mutagdes disfuncionais em STING (JOHNSON et al., 2021)

No cenéario de mucosa intestinal, foi investigado o papel dos CDNs
produzidos pela microbiota intestinal na ativacdo do eixo STING-IFN do tipo |
para a manutencéo da homeostase local. Eles observaram que a deficiéncia de
STING exacerbou a colite induzida por dextran sulfato de sodio (DSS),
resultando em niveis reduzidos de IL-10 nos linfonodos mesentéricos e
aumento da concentracao de IL-17 no c6lon dos animais. Além disso, utilizando
um modelo de colite induzida por transferéncia de células T, eles demonstraram
que as células T CD4+ deficientes em STING foram capazes de induzir uma
inflamac&o intestinal mais grave (CANESSO et al.,2018). Esses achados foram
corroborados por outro estudo que mostrou que os CDNs derivados da
microbiota ativam STING em fagdcitos mononucleares, resultando na producao
de IL-10 para prevenir a inflamacéo e promover a homeostase intestinal (AHN
et al., 2017)

Ao que tange ao papel de STING na psoriase ha uma escassez de
estudos abordando qual seria o papel na modulacdo dessa doenca. Um dos
poucos estudos existente, demonstrou que existe uma regulacao positiva da
expressdo de STING e IRF3 na area lesionada de pacientes com psoriase e
diabetes. Em camundongos diabéticos com psoriase, apds o tratamento com
C-156, inibidor de STING, houve uma melhora na resposta inflamatéria do
tecido cutaneo (XIAOHONG, et al., 2022). Além desse, outro trabalho que
utilizou os STINGC®! , (Goldenticket), que possuem uma mutagdo (substituicdo
I199N) na proteina STING, tornando-a inativa (SAUER et al.,, 2011), foi

observado uma melhora na resposta inflamatéria em modelos semelhantes a
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psoriase. No entanto, esses estudos nao esclareceram os mecanismos pelos
guais o STING e a cascata de sinalizacdo desencadeada por sua ativacao
podem modular a resposta inflamatoria durante o desenvolvimento da psoriase.

Diante de tudo que foi exposto, entender os mecanismos pelo qual os
sensores de DNA citdsolico modula a resposta inflamatoria na psoriase, além
de contribuir para o entendimento do mecanismo fisiopatolégico da psoriase,
possibilitaria apontar novos caminhos para o desenvolvimento de ferramentas
terapéuticas ou de diagnosticos mais eficientes para melhorar a qualidade de

vida dos pacientes acometidos pela doenca.
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2. HIPOTESE

Diversos estudos tém demonstrado que os receptores de acidos
nucleicos desempenham um papel significativo na fisiopatologia de doencas
inflamatoérias. Sendo assim, a hipotese de nosso trabalho é que o DNA
extracelular leva a ativacdo de AIM2 (parte A) e STING (parte B), induzindo a
modulacédo de vias inflamatorias e contribuindo assim para a resposta imune

na psoriase.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar a participacdo de AIM2 (parte A) e STING (parte B) na

imunopatogénese da psoriase.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar o perfil transcricional da pele de pacientes com psoriase;

- Quantificar a concentracdo do DNA circulante livre em plasma de pacientes
com psoriase;

- Caracterizar a expresséao de AIM2 e STING em modelo psoriasiforme induzido
por IMQ e em pele de pacientes com psoriase

- Avaliar o papel de AIM2 e STING em modelo psoriasiforme induzido por IMQ);
- Investigar os mecanismos pelo qual AIM2 e STING modula a inflamagéo
cutanea em modelo psoriasiforme induzido por IMQ

- Verificar se os componentes das vias de sinalizacdo de AIM2 e STING estéao

envolvidas na resposta inflamatoria em modelo psoriasiforme induzido por IMQ
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Pacientes

A viabilizacdo desta parte do estudo conta com a participacao de equipe médica
da Divisdo de Dermatologia, sob a coordenacdo da Profa Cacilda da Silva
Souza. Foram convidados a participar do estudo pacientes em seguimento no
Ambulatério de Psoriase do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP/USP). O convite foi
realizado pessoalmente no horario de funcionamento dos ambulatorios.
Amostras da bidpsia da pele foram coletadas de 22 pacientes com psoriase
vulgar com lesdes de psoriase ativas envolvendo uma éarea de superficie
corporal (BSA) superior a 10% e/ou indice de &rea e gravidade da psoriase
(PASI) superior a 10, critérios para psoriase moderada-grave. Esses pacientes
estavam em uso de tratamento topico (corticosteroides e/ou calcipotriol) ou ndo
estavam em uso de nenhum tratamento sistémico. Esses foram os critérios de
inclusdo/exclusdo. As amostras de pele humana foram obtidas del2 pacientes
com psoriase vulgar, com a coleta da pele através de um punch de 2 mm, de
regioes lesionadas ou nao lesionadas dos mesmos pacientes. Essas amostras
foram coletadas pelos médicos dermatologistas habilitados para este
procedimento. Todas as amostras foram utilizadas para analises de DNA
circulante livre por qPCR ou cortes congelados para Imunofluorescéncia. As
aquisicdes das amostras, incluindo as biépsias de pele e amostras de sangue,
foram previamente aprovadas pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto (65644117.1.0000.5440). O consentimento informado foi obtido

para todos os procedimentos.

4.2. Animais

Camundongos machos Aim27, Pycard’”, Caspl” e IL-1R” em um fundo
genético C57BL/6J foram obtidos no biotério da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, em Sao Paulo, Brasil. A cepa de
camundongo Il17ra-/-, Sting” , Irf3”, Cgas”’ e Ifnar * foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. Bernhard Ryffel do “Centre National de la Recherche
Scientifique”, Orleans, Franga. Todos os camundongos foram criados e
alojados em condicdes especificas livres de patdgenos (SPF) no Centro de

criacdo de camundongos especiais da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
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Preto, da Universidade de Sao Paulo. Todos os experimentos foram realizados
com camundongos machos ou fémeas de 8 a 10 semanas de idade de acordo
com as diretrizes do comité de ética animal da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Todos os experimentos foram
realziados em concordancia com o comité de Etica para animais de

experimentacdo (077/2019).

4.3. Anédlises in silico

Dados brutos de conjuntos de dados de microarrays foram baixados do Gene
Expression Omnibus (GEO) (Edgar et al. 2002). Os efeitos de lote foram
detectados usando dados de varredura como substitutos de lote e depois
removidos usando o pacote sva. A normalizagdo foi realizada usando o
algoritmo Robust Multi Array do pacote affy bioconductor. A ambiguidade entre
as sondas correspondentes ao mesmo gene foi removida selecionando sondas
com a maior média de expressao entre as amostras. O controle de qualidade
das amostras de microarrays foi realizado usando o pacote arrayQualityMetrics
(Kauffmann et al. 2009). Um teste t moderado, conforme implementado no
pacote Limma, foi usado para detectar genes diferencialmente expressos entre
amostras de pele lesionada e ndo lesionada de pacientes com psoriase (Ritchie
et al. 2015). A deteccdo de genes diferencialmente expressos foi realizada
usando o pacote Limma (Ritchie et al., 2015) e estao representados no grafico
do ‘heatmap’ dos bancos de dados GSE13355, GSE14905, GSE53552,
GSEG6710 e GSE30999. A expressdo de AIM2 desses diferentes bancos de
dados foi quantificada e representada no GraphPad prisma 9 (GraphPad

Software) apds normalizacao.

4.4 Modelos psoriasiformes

Imiquimod 5% (IMQ) foi aplicado topicamente diariamente na pele do dorso (60
mg) ou da orelha (60 mg) de camundongos de 8-10 semanas de idade pela
duracédo indicada nas legendas das figuras. Para a pele do dorso, os
camundongos foram previamente depilados com barbeador e, posteriormente,
creme depilatério ‘veet’ para remover o pelo residual. Apés 2 dias, o creme
contendo IMQ foi aplicado na orelha ou na pele do dorso. Poly (dA:dT) (20
Mg/orelha) ou salina foram injetados intradermicamente diariamente pela

duracéo indicada nas legendas das figuras. As injecOes foram realizadas
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usando uma seringa de insulina em um volume total de 10-15 pl/orelha. O
tratamento com anti-IL17A (1mg/kg) ou IgG1 (1mg/kg) foram feitos nos dias 0,2
e 4 por via intraperitoneal.

4.5. Processamento de tecidos para citometria de fluxo

A pele do dorso e da orelha foram coletadas e digeridas conforme descrito
anteriormente por Zwicky et al. 2021). A pele do dorso e da orelha foram
cortadas em pequenos pedacos e digerida em RPMI, 5% suplementado com
colagenase de Clostridium histolyticum (1mg/ml) e desoxirribonuclease
(DNase) | (100 pg/ml; ambos Sigma- Aldrich) em 37°C durante 1,5 horas. Apds
a digestéo, aspiramos o conteudo de pele digerida, com uma seringa e agulha
de calibre 18. Os linfonodos foram cortados em pedacos pequenos e digeridos
em RPMI, Hepes 10 Mm suplementado com colagenase IV (0,2 mg/ml) e
DNase | (100 pg/ml) a 37°C por 40 min. Apds a digestao do tecido, usando uma
seringa com uma agulha de calibre 18, as células foram filtradas em um filtro

de células de 100 um e lavadas em PBS.

4.6. Citometria de fluxo

Para marcacéo de superficie, as suspensdes de células foram incubadas com
anticorpos em PBS a 4°C por 30 min. Para coloragdo de citocinas
intracelulares, as células foram estimuladas em meio de cultura com PMA (50
ng/ml; Sigma-Aldrich) e ionomicina (500 ng/ml; Sigma-Aldrich) por 4 h na
presenga de monensina (GolgiStop 1,5 ug/ml; BD Biosciences) a 37°C em uma
camara de CO2 umidificada a 5%. ApOs a marcacédo da superficie, as células
foram fixadas e permeabilizadas com 100 pl de solugao BD Cytofix/Cytoperm
a 4°C por 20 min. Em seguida, as células foram lavadas e marcadas
intracelularmente a 4°C em tampédo de permeabilizacdo durante a noite. A
marcacao foi realizada a 4°C durante a noite em tampao de permeabilizagéo.
As amostras foram adquiridas em FACS verse (BD Biosciences) e os dados

foram analisados usando o software FlowJo X (Tree Star).

4.7 Extracdo de RNA e PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)
O RNA total de toda a pele foi isolado usando o RNeasy Kit de acordo com as
instrucdes do fabricante (Qiagen). O cDNA de primeira fita foi sintetizado a

partir de 500 ug de mRNA usando o kit de transcri¢ao reversa de cDNA de alta
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capacidade (4368814, Thermo Fisher Scientific). A PCR quantitativa em tempo
real foi realizada usando O Master mix Power Syber Green (Thermo Fisher
Scientific), primers conforme descrito na Tabela de Recursos Chave e o
sistema Stepone Real-Time PCR. Os dados foram normalizados para valores
de Gapdh ou Actb, e utilizamos o método AACt para as analises. Os primers
utilizados foram:

Gapdh

Sense: CATCTTCTTGTGCAGTGCCA

Antisense: CGGCCAAATCCGTTCAC

S100a9

Sense: CAGCATAACCACCATCATCG

Antisense: GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT

Krt14

Sense: CAGCTCCTGTCACATCAGCGGT

Antisense: GTCCTGGTTTGTGTCCAGGT

Lcn2

Sense: CCCCATCTCTGCTCACTGTC

Antisense: TTTTTCTGGACCGCATTG

Aim2

Sense: AAGCTGAAATGAGTCCTGCTG

Antisense: AACATCTCCTGCTTGCCTTCT

4.8 Extracao de DNA circulante e quantificacdo por gPCR

Foi realizada a extracao de DNA total circulante a partir das amostras de plasma
dos pacientes utilizando o kit de isolamento de DNA (TIANgen Biotech),
seguindo as instrucbes do fabricante. Posteriormente, as amostras foram
guantificadas e avaliadas quanto a qualidade no NanoDrop One/Onec
(ThermoFisher Scientific, EUA).

4.9 Histologia
Logo apdés a coleta, a pele da orelha ou do dorso foram fixadas em
paraformaldeido a 4% (PFA) a 4°C por 24 h e, em seguida, embebidas em

parafina para coloracdo de hematoxilina e eosina (H&E). A espessura da pele
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foi medida histologicamente de forma cega. Os dados representam a média de
trés medidas em areas selecionadas aleatoriamente. A aquisicdo das imagens
foi realizada em microscoépio Leica MMC e analisada no software Image J. Para
coloracdo de imunofluorescéncia, pele humana e de camundongo foram
coletadas previamente em PBS, depois fixadas em PFA 4% a 4°C por 24 h,
lavadas em PBS e crioprotegidas em solucdo de sacarose 30% por 72 h. Os
tecidos foram entdo incorporados no composto OCT (Tissue-Tek; Sakura
Finetek) e congelados em gelo seco. Os cortes de pele foram cortados por
criostato (Leica) em cortes transversais de 10-15 ym de espessura montadas
em laminas de vidro. As amostras foram entdo incubadas com a solucéao de
trabalho (PBS-BSA 1%, 0,05% de Tween) a 4°C por 30 min. Posteriormente,
os cortes foram incubado com anticorpo priméario contra AIM2 (Abcam),
Tmem173 (Abcam) , S100a9 (R&D) e Krtl4 (Abcam) diluidos na solucédo de
trabalho a 4°C durante a noite. Os cortes foram lavados pelo menos cinco vezes
com TBS-T por 5 min antes de incubar com anticorpos secundarios e 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluido na solugéo de trabalho a 4°C por 30 min.
Os cortes foram lavados pelo menos cinco vezes com TBS-T e, em seguida, o
meio de montagem foi adicionado. A aquisicdo das imagens foi realizada em

microscopio LSM 780 (Carl Zeiss).

4.10 Microscopia intravital

Foi realizada injecao intradérmica de poly (dA:dT) ou salina na orelha de
camundongos LysmGfp, no volume maximo de 20ul em cada orelha. Apds as
injecOes, as orelhas desses animais foram adquiridas por 90 minutos seguidas,

através do sistema Leica MMC e analisada no software Image J.

4.11 ELISA

Os niveis de citocinas ou proteinas em sobrenadantes de células e amostras
de tecido foram avaliados por ELISA de acordo com os protocolos do fabricante
do kit DuoSet ELISA (R&D Systems)

4.12 Cultura de queratinécitos (células HaCaT) in vitro
A linhagem celular de queratindcitos humanos (HaCaT) foi expandida e mantida
em meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM - Thermo Fisher

Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino, glicose (4,5 g/l),
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penicilina (100 U/ml), L- glutamina (2 mM) e gentamicina (0,2 mg/ml) a 37°C e
5% de CO2. As células HaCaT foram estimuladas com IL-17A (100 ng/ml -
sistemas R&D) em uma placa de 24 pocos por 24 horas. Posteriormente, as
células foram transfetadas com dsDNA (2ug/ml) da propria célula HaCaT ou
com poly (dA:dT) (2ug/ml) utilizando Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher
Scientific) por 12-16 horas. 24 horas ap0s remover a mistura de transfec¢éo, o

sobrenadante celular foi coletado para ensaios de ELISA.

4.13 Cultura de queratinécitos primarios

A cultura de queratindcitos primarios foi realizada utilizando pele de um grupo
de seis camundongos neonatos (1 a 3 dias pds-nascimento). Os procedimentos
para remover a pele e isolar as células foram conduzidos conforme descrito por
Li. F e colaboradores, 2017. Ap6s quatro dias de cultivo das células, com a
renovacao do meio suplementado diariamente, as células foram tratadas com
IL-17 (100ng/ml) por 24 horas. Posteriormente, as células foram transfetadas
com dsDNA (2ug/ml) dos proprios queratindcitos primarios ou com poly (dA:dT)
(2ug/ml) utilizando Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific) por 12-16
horas. 24 horas ap6s remover a mistura de transfeccao, o sobrenadante celular

foi coletado para ensaios de ELISA.

4.14 Western Blot

Os sobrenadantes foram utilizados para dosagem de proteinas, utilizando o
reagente Bradford Reagent (Sigma Aldrich). Volumes contendo quantidades
especificas de proteina foram incubados com tampdo de amostras na
proporcdao de 1:1, a 95°C durante 10 min. Em seguida, amostras do
homogenato foram separadas por eletroforese em gel acrilamida SDS-PAGE
10-12% e transferidas para membranas de nitrocelulose. Apés a transferéncia,
as membranas foram incubadas a 4°C com tampéao de bloqueio, contendo PBS
e leite desnatado 5% (p/v) além de Tween 20 (0,1%). Em seguida, as
membranas foram lavadas com PBS e Tween 20 (0,1%) e incubadas em
solucéo de BSA 5% e Tween 20 (0,1%) contendo anticorpo monoclonal anti-
AIM2 (1:1000, Abcam). As membranas foram novamente lavadas, incubadas
com anticorpo secundario por 1 h e novamente lavadas. As membranas foram
reveladas com o kit de quimioluminescéncia (ECL, Amershan Pharmacia

Biotech, Little Chalfont, U.K.), seguindo as recomendac¢des do fabricante.
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4.15 Anéalise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8
(GraphPad Software) e R studio. As comparacdes para dois grupos foram
calculadas usando testes t de Student bicaudais ndo pareados, e comparacdes
multiplas por ANOVA de uma via ou ANOVA de duas vias com pos teste de
Bonferroni. Valores de P abaixo de 0,05 foram considerados significativos
(*P<0,05). Detalhes estatisticos para cada experimento podem ser encontrados

nas legendas das figuras correspondentes.
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Parte A

Papel do AIM2 no desenvolvimento e

manutencédo da psoriase
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5. RESULTADOS

5.1 A via de sensores citosélicos de DNA representa a assinatura

génica na pele de pacientes com psoriase

Apesar dos recentes progressos na compreensdo da patogénese da
psoriase (GRIFFITHS et al., 2021a) e do advento de terapias farmacoldgicas
mais eficazes para seu tratamento (GHORESCHI et al., 2021), os mecanismos
moleculares responsaveis pelo surgimento e pela manutencéo dessa condicao
ainda permanecem pouco compreendidos. Nesse contexto, o objetivo inicial de
nosso estudo foi identificar potenciais alvos envolvidos no desenvolvimento e
manutencdo da psoriase. Primeiramente, para termos uma visdo global,
realizamos uma reanalise de cinco bancos de dados publicos provenientes de
diferentes estudos envolvendo pacientes com psoriase. Entdo, por meio de
uma analise sistemética e imparcial, pudemos examinar as principais
alteracdes transcricionais entre a pele ndo afetada e a afetada por psoriase. De
forma interessante, identificamos que o0s sensores citosolicos de DNA
associado a patégenos foram uma das principais vias de regulacdo positiva

observadas nestes bancos de dados (Figura 4).
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Figura 4 - A via de sensores citosdlicos de DNA é dominantemente up
regulada na pele de pacientes com psoriase. Heatmap mostrando o nimero de
genes diferencialmente expressos (DEGs) de pele lesionada e néo lesionada de
pacientes com psoriase vulgar em cinco bancos de dados diferentes (GSE14905,
GSE53552, GSE1355, GSE30999 e GSE6710), utilizando uma escala de cores
continua de roxo para vermelho. Os valores individuais de log2 [fold change]
(normalizados ao baseline) foram usados como classificacdes em uma anélise de
enriquecimento de conjuntos de genes em amostras Unicas para identificar vias
consistentemente enriquecidas entre os sujeitos.
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5.2 As concentrac6es de DNA livre plasméatico encontram-se

elevadas em pacientes com psoriase

O papel de moléculas de DNA livre de células (cfDNA) era mal
compreendido e sua presenca no plasma era considerada irrelevante. No
entanto, sua importancia clinica tem sido reconhecida devido as diferencas nas
concentragbes entre individuos saudaveis e doentes. No momento,
concentragdes elevadas de cfDNA sao identificadas como biomarcadores de
gravidade em pacientes com varias doencas, incluindo doencas autoimunes,
cancer e sepse (BRONKHORST; UNGERER; HOLDENRIEDER, 2019;
DUVVURI; LOOD, 2019; RHODES; CECCONI, 2012). Sabendo disso,
analisamos a concentracao de cfDNA em plasma de pacientes com psoriase
vulgar em relacdo a doadores saudaveis. Nossos dados relevaram que em
pacientes com psoriase hd um aumento nos niveis de cfDNA quando

comparados com os individuos saudaveis (Figura 5).
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Figura 5 - Os niveis de DNA livrem de células estdo elevados em pacientes psoriaticos.
Niveis de cfDNA (cOpias de DNA mitocondrial / DNA nuclear por pL) em amostras de plasma
de pacientes saudaveis (n=16) e pacientes com psoriase (n=13). A significancia estatistica foi
avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. P<0,001 (****) foi considerado estatisticamente
significante.

5.3 A expressao de AIM2 esta elevada na pele de pacientes com
psoriase e no modelo psoriasisforme

O cfDNA consiste em fragmentos curtos de DNA de fita dupla que podem
promover a inflamacéo através da ativacdo de receptores citdsolicos como o
AIM2, responsavel pela maturacéo e liberacdo de IL-1B e IL-18. Nosso proximo
passo, foi investigar a possivel participacdo de AIM2 na psoriase através de
uma caracterizagdo utilizando quatro bancos de dados publicos que
disponibilizou valores de expressdao génica de mais de 20.000 genes em

bidpsias de pacientes divididos em 3 grupos: biopsia de individuos controle
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saudavel (controles), biopsia ndo lesionada de pacientes com psoriase vulgar
e biopsia lesionada de pacientes com psoriase.

Observamos que a expressao génica de AIM2 é regulado positivamente
na biépsia da pele lesionada de pacientes com psoriase vulgar em comparacao
com a regido nao lesionada e pacientes controle saudaveis. Notavelmente, ndo
encontramos diferenca significativa nos niveis de AIM2 entre pele néo
lesionada e pele de individuos saudaveis, indicando que a expressao de AIM2

esta relacionada com a resposta inflamatoria ativa (Figura 6).
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Figura 6 - A expresséo de AIM2 é induzida na les8o cuténea de pacientes com
psoriase vulgar. Os gréficos em barra representam a expressdo de AIM2 entre
individuos saudaveis, pele lesionada e ndo lesionada de pacientes com psoriase, de
guatro bases de dados de psoriase humana (GSE53552, 30999, 1405 e 6710). A
significAncia estatistica foi avaliada pelo teste t de Student ndo pareado. P<0,05 (*)
e P<0,001 (****) foi considerado estatisticamente significante.

Com intuito de aprofundar essa caracterizagao, utilizamos o modelo de
inflamacdo cutanea induzida pela aplicacdo tépica de imiquimode 5% (IMQ)
(VAN DER FITS et al., 2009a), um imunomodulador ligante dos receptores
TLR7/8. Esse modelo mimetiza o desenvolvimento das lesbes cutaneas
semelhante ao observado em humanos, tais como: hiperproliferacdo de
gueratinécitos, aumento de infiltrado inflamatério na derme e a resposta
inflamatéria dependente do eixo IL-23/IL-17 (VAN DER FITS et al., 2009b).
Previamente, corroborando com os dados ja descrito na literatura, observamos
gue houve um aumento da espessura da pele no grupo tratado com IMQ, dia
apos dia, comparado ao grupo sem tratamento cutaneo com IMQ (Figura 7A-
C). Entéo, avaliamos a cinética da expressao de AIM2. Assim como visualizado
em pacientes com psoriase vulgar, houve um aumento um significativo da
expressdo do AIM2. Entretanto, no modelo psoriasisforme, foi possivel
identificar que o pico de expressdo de AIM2 ocorre nos dias 2 e 3 apls a
aplicacéo de IMQ (Figura 7D).
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Figura 7 - A expressdo de AIM2 é induzida na pele em modelo psoriasiforme.
Camundongos WT (C57BL/6) previamente depilados foram tratados topicamente com IMQ 5%
diariamente antes das analises. Camundongos WT nao tratados foram utilizados como controle.
(A) llustracdo esquemética do modelo psoriasiforme. (B) Cinética da alteragcdo da inflamacao
(delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (C) Imagens representativas de cortes de
pele do dorso coradas por H&E adquiridas com objetiva de 20x. Barras de escala, 100 pym. (D)
Cinética do nivel de expresséo relativa de RNAm de AIM2 normalizados pelo Gapdh, nos lisados
de pele total de camundongos WT, avaliado por qPCR. Os graficos representam a média + SEM
de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA de duas vias com o teste de comparacgdo multipla de bonferroni em B e ANOVA de uma
via com o teste de comparacdo mdltipla de bonferroni em D. P<0,05 (*) foi considerado
estatisticamente significante.

5.4 A expressdao de AIM2 exacerba a inflamacdo cutadnea de
caracteristicas semelhantes as da psoriase

Com a finalidade de elucidar o papel funcional do AIM2 no
desenvolvimento inflamatério do modelo psoriasisforme induzido por IMQ,
foram utilizados camundongos deficientes geneticamente para AIM2 (Aim27").
Notamos que os animais Aim2” apresentaram um processo inflamatorio
atenuado em comparagcdo com o grupo controle, que foi evidente na menor
espessura da pele do dorso (Figura 8A) e na avaliacdo macroscopica (Figura
8B) apds a aplicacdo tépica de IMQ. Concomitante a esses achados,
observamos que a ablacdo genética de AIM2 diminuiu a espessura da
epiderme e o infiltrado de células inflamatérias na derme, avaliada por

coloracéo de H&E, em comparacao ao grupo WT tratado com IMQ (Figura 8C).
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Figura 8 - AIM2 exacerba a inflamacdo cutanea em modelo psoriasiforme.
Camundongos WT (C57BL/6) e Aim2- foram tratados topicamente com IMQ diariamente
antes das andlises. Camundongos WT néo tratados foram utilizados como controles. (A)
Cinética da alteracéo da espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro.
(B) Imagem macroscopica 6 dias apds aplicacdo topica de IMQ. (C) Imagens
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com obejtiva de
20x. Barras de escala, 100 ym. O grafico representa a média + SEM de dados obtidos
de 2-3 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias com o teste de comparacdo multipla de bonferroni em A. P<0,05 (*) foi
considerado estatisticamente significante.

Como controle, foi feita a histologia da pele WT e Aim27- sem nenhum
tratamento. N&o foi observado nenhuma diferenca entre as duas linhagens

(Figura 9). 10X 40X
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Figura 9 - Nao existe diferenca da morfologia da pele entre WT e Aim2-/-.
Camundongos WT (C57BL/6) e Aim2” sem tratamento foram utilizados. Imagens
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com objetiva de
20x e 40x. Barras de escala,100 ym e 50 uym.
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Entdo, fomos avaliar se o AIM2 é capaz de modular mediadores
inflamatorios relevantes para a manutencdo e desenvolvimento da psoriase.
Inicialmente, investigamos a expressdo de alguns genes classicamente
associados a ativagado de queratindcitos e inflamacao nesse modelo, tais como:
Krtl4, Lcn2 e S100a9. Diante da delecdo do AIM2, € possivel notar uma
reducdo da expressao de Krtl4, Lcn2 e S100a9, apés a aplicacdo de IMQ,
guando comparamos com o grupo controle (Figura 10A).

Nesse mesmo sentido, avaliamos os niveis de quimiocinas e citocinas
gue sao amplamente descritas na literatura por terem um papel crucial na
patofisiologia da psoriase. Foi observado que ablacdo genética de AIM2 leva
uma diminui¢do dos niveis de IL1-B, IL-6, IL-17A, IL-18, IL-23, e CXCL1/KC em
comparacao ao grupo controle, submetidos ao modelo de psoriasiforme (Figura

10B)
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Figura 10 - AIM2 promove aliberacdo de mediadores inflamatérios. Camundongos WT (C57BL/6)
e Aim2-* foram tratados topicamente com IMQ diariamente antes das andlises. Camundongos WT
ndo tratados foram utilizados como controles. (A) expresséo relativa de mRNA de Krtl4, Lcn2 e
S100a9 em lisados de pele inteira de camundongos tratados com IMQ normalizados para Gapdh
avaliados por gPCR (B) Niveis de IL-18, IL-6, IL-17, IL-18, IL-23 e KC em homogeneizados de pele
determinados por ELISA. Os graficos representam a média + SEM de dados obtidos de 2
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via com o teste

de comparagdo multipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.
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Sabendo da importancia dos mediadores inflamatérios supra citados
para ativagcéo e recrutamento de células, consequentemente, estabelecimento
da inflamagé&o cutanea, optamos por realizar uma citometria de fluxo da pele de
animais Aim2”7- e WT apds aplicacéo topica de IMQ para elucidar a relagéo do
AIM2 e a migracdo de células para o sitio inflamatorio. Dentre as células
mieloides e linfoides, foi observado que a deficiéncia de AIM2 leva a redugéo
do nimero de neutréfilos (CD11b* Ly6G*), macrofagos (CD11b* Ly6G- Ly6C"
MHCII*), células dendriticas (CD11c* MHCII*) e células T produtoras de IL17A
(CD3* TCRy8™IL17A") na pele tratada com IMQ comparada ao grupo controle

(Figura 11)
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Figura 11 - AIM2 promove a migracdo de células inflamatérias. Camundongos WT e Aim2+
receberam tratamento tépico por 6 dias consecutivos com IMQ antes das analises. Camundongos
WT e Aim27 ndo tratados com IMQ foram utilizados como controles. Gates representativas e
nameros absolutos de neutréfilos (CD11b+ Ly6G+), macréfagos (CD11b+ Ly6G- Ly6C- MHCII+),
células dendriticas (CD11c+ MHCII+) e células T yd T (CD3* TCR yd "t IL17A*) isoladas a partir de
células CD45+ provenientes da orelha. Os graficos representam a média + SEM de dados obtidos
de 2 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via com o
teste de comparacdo mudltipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente
significante.
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Em seguida, para ampliar o estudo do efeito do AIM2 na resposta
inflamatoria da pele, injetamos o ligante do AIM2 (poly dA:dT) na camada
dérmica da orelha de camundongos Lysm-GFP, e os efeitos agudos foram
analisados. Apos 90 min da administracdo intradérmica do ligante de AIM2,
observou-se uma migracao expressiva e rapida de células Lysm-GFP para o
tecido cutdneo em comparag¢do com os camundongos que receberam apenas

injecéo de salina. Sugerindo que quando o AIM2 reconhece o seu ligante ocorre
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uma resposta imunolégica rapida e robusta, indicando o seu papel na indugao

da inflamacéao cutanea (Figura 12).

90 min apds salina 90 min apos poly(dA:dT)

Figura 12 - AIM2 induz o acimulo massivo de células Lysm+ na pele agudamente. Salina
ou poly dA:dT (20 ug/orelha) foram injetados intradermicamente nas orelhas (15 ul) de
camundongos Lysm-GFP e avaliadas durante 90 minutos por microscopia intravital. Foto
representativa apos 90 minutos ap0s injecdo intradérmica de salina ou poly dA:dT na orelha,
avaliada por microscopia intravital.

Considerando todos esses dados em conjunto, fica evidente que AIM2
exacerba a fisiopatologia da inflamacdo cutanea semelhante a psoriase
induzida por IMQ, destacando seu papel na progressao da doenca, atravées da
modulacdo de mediadores inflamatérios que afetam a infiltracdo de células

imunes na pele inflamada.

5.5 AIM2 é majoritariamente expresso na epiderme

Sabendo do aumento da expressdo de AIM2 na pele lesionada de
pacientes com psoriase e na pele de camundongos, resolvemos caracterizar a
localizacdo da expresséo de AIM2. Para isso, foi realizado a biopsia da pele de
pacientes com psoriase seguida do ensaio de imunofluorescéncia. Na regiao
lesionada observamos uma expressdo massiva de AIM2 na epiderme, uma
regido predominada por queratindcitos, quando comparado a regido nao
lesionada do mesmo individuo. Uma expressao menor foi observada em células
na regido da derme (Figura 13A).

Para reforcar esse achado, também avaliamos a expresséo de AIM2 em
camundongos que foram submetidos ao modelo que mimetiza a psoriase. Do
mesmo modo que foi observado em pacientes, € possivel visualizar que ha uma

maior expressao de AIM2 na epiderme apos aplicacéo de IMQ (Figura 13B).
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Figura 13 - Caracterizacdo da expressdo de AIM2 na pele de pacientes e em modelo
experimental de psoriase. (A) Imagens de imunofluorescéncia com marcacédo para AlIM2
(vermelho) e DAPI (azul) de pele lesionada e ndo lesionada de paciente com psoriase vulgar.
Barra de escala, 50 ym. (B) Imagens de imunofluorescéncia com marcagédo para AIM2
(vermelho) e DAPI (azul) proveniente da pele de camundongos ap6s aplicagao topica de IMQ.

Barra de escala, 100 um. Todas as imagens foram adquiridas com com microscopio confocal
multifoton LSM 800 (Carl Zeiss Microscopy) e analisadas utilizando o software Fiji do imageJ.
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5.6 A expressédo de AIM2 é regulada por IL-17A

Nossas andlises prévias demonstraram que AIM2 € expresso na
epiderme, onde o0s queratindcitos predominam, tanto em pacientes com
psoriase quanto no modelo induzido por IMQ que simula a psoriase. Devido ao
papel crucial do IL-17A na patogénese da psoriase, estimulando a proliferacdo
e secrecdo de mediadores inflamatérios pelos queratinécitos (MARTIN et al.,
2013), decidimos investigar se o IL-17a poderia influenciar a expressao de
AIM2 nestas células. Para isso, primeiramente cultivamos uma linhagem celular
de queratindcitos humanos (HaCaT) na presenca ou auséncia de IL-17a (Figura
14A). A estimulacéo das células HaCaT com IL-17a resultou em um expressivo
aumento da expressao do gene AIM2 (Figura 14B). De maneira consistente, a
analise por imunoblot confirmou o aumento na expresséo da proteina AIM2
apos a ativacao das células HaCaT com IL-17A (Figural4C).

Em seguida, reanalisamos um banco de dados publico GEO
(GSE117468) para avaliar a expressao relativa do mRNA de AIM2 em bidpsias
de pele lesional de pacientes com psoriase vulgar tratados com brodalumabe,
um anticorpo monoclonal humano que visa a subunidade do receptor IL-17RA.

Bidpsias de pele das lesdes foram obtidas de pacientes antes do tratamento
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(basal) e 12 semanas apO0s a administracdo subcutanea de 210 mg de
brodalumabe ou placebo (RUSSEL et al., 2014). Notavelmente, encontramos
uma reducéo significativa do mRNA de AIM2 em biopsias de pele de pacientes
apos o tratamento com brodalumabe (Figura 14D).

Nosso proximo passo, foi avaliar se a perda de sinalizacéo de IL-17A em
camundongos deficientes em IL-17RA (ll17ra ) afetaria a expressao de AIM2
apos a inducdo do modelo de psoriase. Como ja descrito na literatura, os
camundongos ll17ra’ apresentaram uma espessura significativamente
reduzida em comparacdo ao grupo controle (Figura 14E). Além disso,
observamos niveis mais baixos de IL1-B, IL-18, IL-23 e CXCL1/KC apés a
aplicacdo tépica diaria de IMQ em ll17ra’ quando comparado com o0s
camundongos WT (Figura 14F). A histologia reforgou que existe uma menor
inflamacdo cutanea e hiperplasia epidérmica nos animais Il17ra’- em
comparacdo ao grupo controle (Figura 14G). Interessantemente, 0s
camundongos tratados com IMQ deficientes do receptor para IL-17A mostraram
menor expressao de proteina AIM2 na pele do que os camundongos WT
(Figura 14H). Com base no exposto, nossos resultados evidenciam que a
inducdo cutanea de AIM2 ocorre de maneira dependente de IL-17 em um

modelo psoriasiforme, assim como na pele afetada de pacientes com psoriase.
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Figura 14 - O eixo IL-17A é necessério para induzir a expressdo de AIM2 na pele com
psoriase. (A) llustracdo esquematica da cultura de células HaCaT. (B) Niveis relativos de
expressdo de mRNA de AIM2 em células HaCaT estimuladas com IL-17A por 24 horas, avaliados
por gPCR. (C) Western blot da expressédo de AIM2 em células HaCaT estimuladas com IL-17A
por 24 horas. (D) Expressdo de AIM2 na pele antes e apds 12 semanas de tratamento com
brodalumabe em psoriase humana. (E) Curso temporal das mudang¢as na espessura da orelha
(delta) foi medida diariamente ap6s aplicagéo tépica de IMQ. (F) Niveis de IL-18, IL-6, IL-23, IL-
18 e CXCL1/KC nos homogeneizados de pele da orelha determinados por ELISA. (G) Coloracéo
H&E de secdes de pele das costas em WT e ll17ra’- com IMQ por seis dias consecutivos. (H)
Expresséo relativa de mRNA de Aim2 de WT e Ill17ra”. O gréfico representa a média + SEM de
dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA
de duas vias com o teste de comparacgdo multipla de bonferroni em E e ANOVA de uma via com
o teste de comparagéo multipla de bonferroni em F e H. P<0,05 foi considerado estatisticamente
significante.

5.7 A ativagcao direta do AIM2 induz diretamente a inflamacéao

cutanea de caracteristicas semelhantes as da psoriase.

Com base na evidéncia que sugere o efeito pré-inflamatério de AIM2,
formulamos a hipétese de que ativacdo direta desse receptor poderia causar
diretamente alteracbes semelhantes a psoriase na pele. Inicialmente,
avaliamos a capacidade do poly(dA:dT), um ligante do AIM2, ou DNA de fita
dupla (dsDNA) extraido de queratindcitos, em induzir a liberagdo de

mediadores inflamatérios pelos queratindcitos. Foram estimulados tanto a
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linhagem celular de queratinocitos humanos (HaCaT) quanto os queratindcitos
murinos primarios. Nossos resultados demonstraram que tanto poly(dA:dT)
guanto dsDNA podiam induzir a producéo de CXCL1/CXCL8 e IL-18 por células
HaCaT e queratindcitos murinos primarios (Figura 15).
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Figura 15 - Poly (dA:dT) e dsDNA s&o capazes de estimular queratindcitos. (A)
Queratindcitos imortalizados de linhagem humana (HACAT) foram estimulados por 24 horas
com poly (dA:dT) (2ug) e dsDNA (2ug) da prépria HACAT e os niveis de CXCL8/IL-8 e IL-18
determinados por ELISA (B) Queratindcitos primarios foram estimulados por 24 horas com poly
(dA:dT) (2ug) e dsDNA (2ug) do proprio queratinécito e os niveis de CXCL1/KC e IL-18
determinados por ELISA. Os graficos representam a média + SEM de dados obtidos de 2
experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via com o
teste de comparacdo mdltipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente
significante.

Neste cenario, com o objetivo de examinar os efeitos da ativacdo de
AIM2 na resposta inflamatoéria da pele em estagios posteriores, implementamos
um modelo de injecdo intradérmica diaria de poly dA:dT por quatro dias
consecutivos em animais WT e Aim2” (Figura 16A). Esse protocolo nos
permitird observar se a ativacdo prolongada de AIM2 afeta a inflamacao
cutanea ao longo do tempo e como isso pode influenciar a progressdo ou a
resolucdo da resposta inflamatoéria. A injecdo de poly(dA:dT) provocou um
aumento significativo na espessura da orelha do grupo WT em comparacao
com aqueles tratados com salina, sendo o dia 3 o pico do aumento da
espessura da orelha. Em contrapartida, o grupo Aim2”- exibiram uma reducgéo
notavel na espessura da orelha apds a administragdo de poly(dA:dT) (Figura
16B), juntamente com uma diminui¢cdo na expressao dos genes Krtl4 e S100a9
(Figura 16C). Esses resultados sugerem que a auséncia de AIM2 reduz a
resposta inflamatéria induzida por poly(dA:dT), resultando em uma redugéo na
expressdo de genes associados a inflamacdo e a proliferacdo de

gueratindécitos.

66



A B O WT+ Salina Cc

. ; @ WT + Poly(dA:dT) ; .
Poly(dA:dT)(20ug) ou salina 1 ® Aim2 -+ Poly(dAdT) WT+ Salina mm WT+ Poly(dA:dT)

o
@

oA =9 Aim2 7+ Poly(dA:dT)
a_) fim 1a
4> vispsia da pele 04 40 1 a0, 510029
01 2 34dias .

lativa
(]
o

w
o
lativa

o
X

N
o
S
=}

xpressao re
Xpressao re

N
o

.

Espessura da orelha(Amm)

o
o
[
-
o

)

Figura 16 - A injecdo intradermal do ligante de AIM2 induz inflamag¢é&o na pele semelhante@
psoriase. Salina ou poly(dA:dT) (20 ug/orelha) foram injetados intradermal nas orelhas (15ul) de
camundongos WT e Aim27- durante 4 dias. (A) llustracéo esquematica da estratégia do experimento.
(B) Cinética da alteracdo da espessura (delta) da orelha, medida com um paquimetro. (C) Expresséo
relativa de mRNA de Krtl4 e S100a9 em lisados de pele inteira de camundongos tratados com
poly(dA:dT) normalizados para Gapdh avaliados por gqPCR O gréfico representa a média + SEM de
dados obtidos de 3 experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de
duas vias com o teste de comparacdo mdultipla de bonferroni em B. P<0,05 (*) foi considerado
estatisticamente significante.

E
E

Para investigar se o efeito pro-inflamatorio observado apos ativacéo
direta do AIM2 depende da proteina ASC, umas das proteinas pertencente ao
inflamassoma, administramos poly(dA:dT) em camundongos deficientes em
ASC (codificada pelo gene Pycard-/-). Observamos uma reducéo significativa
na espessura da orelha em camundongos Pycard” tratados com poly(dA:dT),
semelhante a observada em camundongos Aim2-”- (Figura 17A). Além disso,
houve uma diminui¢do na producdo de mediadores inflamatorios, como IL-1f,
IL-6, IL-17A, IL-18, IL-23 e CXCL1/KC, em camundongos Aim2”/ e Pycard’
tratados com poly(dA:dT) (Figura 17B). De forma consistente, cortes
histol6gicos da orelha mostraram uma diminuicdo na hiperplasia epidérmica
com um menor acumulo de células inflamatérias na derme de camundongos
Aim2-/- e Pycard-/- tratados com poly(dA:dT) em comparacdo com
camundongos WT tratados com poly(dA:dT) (Figura 17C). Esses achados
reforcam o papel do AIM2 em desencadear respostas inflamatorias cutaneas

observadas durante a psoriase.
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Figura 17 - Ainjec&o intradérmica do ligante de AIM2 desencadeia uma inflamacé&o cuténea
dependente de ASC. Salina ou poly(dA:dT) (20 ug/orelha) foram injetados intradermal nas
orelhas (15ul) de camundongos WT, Aim2”/- e Pycard- durante 4 dias. (A) Cinética da alteragdo
da espessura (delta) da orelha, medida com um paquimetro. (B) Niveis de IL-13, IL-6, IL-17, IL-
18, IL-23 e KC em homogeneizados de pele determinados por ELISA. (C) Imagens
representativas de cortes da orelha coradas por H&E, adquiridas com objetiva de 20x. Barras de
escala, 100 ym. O gréfico representa a média + SEM de dados obtidos de 3 experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de
comparacdo multipla de bonferroni em A e ANOVA de uma via com o teste de comparacao
multipla de bonferroni em B. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.

5.8 O inflamassoma AIM2 é necessario para a inducdo da
inflamacdo cutdnea semelhante a psoriase.

Por fim, examinamos se a funcédo do AIM2 depende dos componentes
do inflamassoma durante a psoriase. Inicialmente, notamos um aumento
significativo na expressao de PYCARD (que codifica para ASC) e CASP1 (que
codifica para caspase-1) na pele lesionada de pacientes com psoriase em
comparacdo com grupos de pele nao lesionada ou pele de individuos
saudaveis (Figura 18A). Além disso, observamos uma expressao
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consideravelmente aumentada de Caspl e //78 no modelo de psoriase induzida
por IMQ em camundongos (Figura 18B). Para avaliar o papel de ASC e
caspase-1, utilizamos linhagens de camundongos deficientes para ASC
(Pycard”-) ou caspase-1 (Caspl’). A falta de ASC ou caspase-1 resultou em
reducdo da hiperplasia cutanea, medida pela espessura da pele dorsal, de
maneira semelhante a observada na auséncia de AIM2 (Figura 18C). Estes
resultados foram corroborados pela coloracdo de H&E das secbes de pele
dorsal, que mostraram uma diminuicdo do espessamento epidérmico e da
acantose em camundongos Pycard’” e Caspl’ tratados com IMQ, em
comparacdo com camundongos WT tratados com IMQ (Figura 18D). E
importante destacar que a deficiéncia de ASC ou caspase-1 preveniu a
producdo de mediadores pro-inflamatérios, como: IL1-B, IL-17 e IL-23 (Figura
18E).
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Flgura 18 - ASC e Caspase 1 séo necessarlos para o desenvolvimento da psoriase induzida por
IMQ em camundongos. (A) Expressfes génicas de CASP1 e PYCARD em amostras de bidpsia de
pele de controles saudaveis e sitios ndo lesados ou lesados de pacientes com psoriase, avaliadas por
andlise de um conjunto de dados transcriptdmicos publicado (GSE14905). (B-E) Camundongos
WT(C57BL/6), Aim27, Pycard’ e Caspl’ foram tratados topicamente com IMQ diariamente antes das
andlises. Camundongos WT néo tratados foram usados como controles. (B) Cinética da expressao
relativa de mRNA de Caspl e Il1B em lisados de pele inteira de camundongos tratados com IMQ
normalizados para Gapdh avaliados por qPCR (C) Evolucdo das mudancas na espessura da pele das
costas (delta) medida diariamente apés aplicacdo tépica de IMQ por paquimetro. (D) Representagéo
da coloracéo de hematoxilina e eosina (H&E) de secdes de pele das costas dos animais. Adquirido com
ampliacdao de 20x. A barra de escala indica 100 ym. (E) Niveis de IL-1B, IL-23 e IL-17 em
homogeneizados de pele determinados por ELISA. O grafico representa a média + SEM de dados
obtidos de 3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias
com o teste de comparacdo multipla de bonferroni em C e ANOVA de uma via com o teste de
comparacao multipla de bonferroniem A, B e E. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.
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De forma consistente, a auséncia de IL-1R, o receptor de IL-1[3, reduziu
0 espessamento da pele e a producéo de IL1-B, IL-17 e IL-23 no modelo de
psoriase induzida por IMQ em camundongos (Figura 19 A-C). No geral, esses
dados evidenciam que o AIM2 promove a fisiopatologia da inflamacao cutanea

induzida por IMQ de maneira dependente do inflamassoma.
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Figura 19 - IL-1R é necessario para o desenvolvimento da psoriase induzida por IMQ em
camundongos. Camundongos WT (C57BL/6) e lIr1”- foram tratados topicamente com IMQ diariamente
antes das andlises. Camundongos WT ndo tratados foram usados como controles. (A) Cinética da
alteracdo da espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (B) Imagens
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com obejtiva de 20x. Barras
de escala, 100 pym. (C) Os niveis de IL-1B, IL-17 e IL-23 foram determinados por ELISA O gréfico
representa a média £+ SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A analise estatistica
foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de comparagéo miltipla de bonferroni em A e por
ANOVA de uma via com teste pds-hoc de Bonferroni em C. P<0,05 foi considerado estatisticamente

significante.
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Parte B

Papel do STING no desenvolvimento e

manutencédo da psoriase
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6. RESULTADOS

6.1 A via de sinalizagdo de interferon representa a assinatura
génica na pele de pacientes com psoriase

Conforme evidenciado na secdo A deste estudo, procedemos a
reandlise de cinco conjuntos de dados publicos provenientes de estudos
diversos que envolveram pacientes diagnosticados com psoriase. Observou-se
gue os sensores citosélicos de DNA associados a patégenos emergiram como
uma das principais vias com regulacéo positiva nesses conjuntos de dados. No
entanto, é importante ressaltar que a via de sinalizacao do interferon destacou-
se como uma das principais vias reguladas positivamente na pele de pacientes

com psoriase (Figura 20).
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Figura 20 - A via de sensores citosdlicos de DNA e sinalizacdo de interferon sé&o
dominantementes up regulada na pele de pacientes com psoriase. Heatmap mostrando o
namero de genes diferencialmente expressos (DEGs) de pele lesionada e ndo lesionada de
pacientes com psoriase vulgar em cinco bancos de dados diferentes (GSE14905, GSE53552,
GSE1355, GSE30999 e GSE6710), utilizando uma escala de cores continua de roxo para
vermelho. Os valores individuais de log2 [fold change] (normalizados ao baseline) foram usados
como classificagbes em uma andlise de enriqguecimento de conjuntos de genes em amostras
Unicas para identificar vias consistentemente enriquecidas entre os sujeitos.

6.2 STING estd expresso na pele de pacientes com psoriase

vulgar

Considerando a regulacao positiva das vias de sinalizagéo dos sensores
de DNA e da sinalizacdo de interferon, juntamente com o aumento dos niveis
de cfDNA no plasma de pacientes com psoriase (como demonstrado na se¢éo

A - Figura 4), optamos por investigar outro importante via de sensores de DNA,
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a via de sinalizacdo de STING, cuja ativacdo induz a producéo de interferons
tipo I. Inicialmente, para realizar a caracterizacao da expressédo de STING em
pacientes com psoriase, foram coletadas amostras da area néo lesionada e
lesionada de pacientes com psoriase vulgar para a realizacdo de ensaio de
imunofluorescéncia. Nossas analises revelaram uma expressdo aumentada de
STING na pele lesionada de pacientes com psoriase em comparagcdo com a
pele ndo lesionada desses pacientes. Além disso, foram utilizados KR14 e
S100A9, que sabidamente sdo expressas em queratindcitos que estao
localizados na epiderme. Curiosamente, é possivel visualizar que néo hao co-
expressdo de STING com KRT14 e S100A9, porém ha a expressao massiva

de STING na derme da é&rea lesionada (Figura 21).

o .. -

Lesionada

A

Nao lesionada

Lesionada

Figura 21 - A expresséo de STING é aumentada na derme da &area lesionada de pacientes
com psoriase. Imagens representativas de imunofluorescéncia com marcacdo para STING
(roxo), S100A9 (Vermelho), KRT14 (verde) e DAPI (azul) de pele lesionada e néo lesionada de
paciente com psoriase vulgar. Barra de escala, 100 ym em A e Barra de escala, 50 ym em B.
Todas as imagens foram adquiridas com com microscopio confocal multifoton LSM 800 (Carl
Zeiss Microscopy) e analisadas utilizando o software Fiji do imageJ.
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6.3 A deficiéncia de STING exacerba a inflamacdo cutanea em modelo
psoriasiforme

Para avaliar a importancia biolégica de STING, utilizamos camundongos
deficientes geneticamente para STING (Sting ) submetidos ao modelo de
inflamacdo cutanea induzida por IMQ. Nossos resultados indicaram que a
auséncia de STING, apos a aplicacao topica de IMQ, levou a um aumento
expressivo no espessamento da pele entre o terceiro e sexto dia (Figura 22A),
além disso, macroscopicamente foi possivel visualizar maior grau de eritema e
descamacao quando comparado ao grupo controle (Figura 22B). Corroborando
com esses dados, observamos nos cortes histologicos que a deficiéncia de
STING induz um maior espessamento da epiderme e na acantose, além de,
maior infiltrado de células inflamatérias na derme quando comparado ao grupo
controle (Figura 22C).
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Figura 22 - STING reduz a inflamagdo cutdnea em modelo psoriasiforme. Camundongos
‘WT (C57BL/6) e Sting’- foram tratados topicamente com IMQ diariamente antes das analises.
‘Camundongos WT néo tratados foram usados como controles. (A) Cinética da alteracao da
.espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (B) Imagem microscopica 6
dias ap6s aplicagéo topica de IMQ. (C) Imagens representativas de cortes de pele do dorso
‘coradas por H&E, adquiridas com obejtiva de 20x. Barras de escala, 100 uym. O grafico
representa a média + SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A andlise
-estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de comparacdo mdultipla de
bonferroni em C. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Figura 23 - STING modula os niveis de mediadores inflamatdrios. Camundongos WT (C57BL/6)
e Sting”- foram tratados topicamente com IMQ diariamente antes das andlises. Camundongos WT
nao tratados foram utilizados como controles. Amostras de pele foram coletadas e processadas para
mensuracgao dos niveis de IL-17, IL-6, IL-23, IFN- 3 e IL-10 por ELISA. O gréfico representa a média
+ SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA de uma via com o teste de comparacao multipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado

estatisticamente significante.
Em seguida, avaliamos se a auséncia de STING impacta os niveis de
mediadores inflamatorios que estado envolvidos no processo de cronificagéo do
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processo inflamatorio da pele. Apos seis dias consecutivos da aplicacao de
IMQ, notamos que a auséncia de STING acarretou ho aumento dos niveis de
IL-17, IL-23 e IL-6 quando comparado ao grupo WT. Entretanto, curiosamente,
os animais Sting - apresentaram menores niveis de IFN- B e de IL-10 ao

contrapor com o respectivo controle (Figura 23).

As citocinas IL-17, IL-23 e IL-6 desempenham um papel importante no
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias. Diante disso, decidimos
avaliar através de citometria de fluxo a relagéo entre STING e a migragédo de
células para a pele apdés os animais serem submetidos ao modelo
psoriasiforme. Nossos dados revelaram que na auséncia de STING ha um
maior numero de neutrdfilos (CD11b+ Ly6G+), de células dendriticas (CD11c+
MHCII+) e de mondcitos (CD11b+ Ly6G- Ly6C- MHCII+), e em relagdo as
células linfoides, também observou-se um aumento nas células T CD4+ em

comparacao com o grupo controle (Figura 24).
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Figura 24 - STING reduz a migracédo de células inflamatérias. Camundongos WT (C57BL/6)
e Sting” foram tratados topicamente com IMQ diariamente antes das andlises. NUmeros
absolutos de neutréfilos (CD11b+ Ly6G+), mondécitos (CD11b+ Ly6G- Ly6C- MHCII+), células
dendriticas (CD11c+ MHCII+) e células T CD4" isoladas a partir de células CD45+ provenientes
da orelha. Os gréficos representam a média + SEM de dados obtidos de 2 experimentos
independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via com o teste de
comparacao multipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente significante.

Ao analisar todos esses dados em conjunto, torna-se evidente que a
presenca de STING é necessaria para que ocorra 0 controle da inflamacgéao
cutanea, através da sua influéncia em modular os niveis de mediadores

inflamatorios, consequentemente, a migragéo de células imunes.
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6.4 A presenca de linfécitos é necessaria para que STING module a
inflamacao cutéanea

Ja é bem descrito na literatura que os linfocitos desempenham um papel
central na regulacdo da psoriase, tanto na sua patogénese quanto na
modulacdo da resposta imune durante a doenca (RENDON & SCHAKE, 2019),
e gue na auséncia de STING houve uma exacerbacédo da inflamacao, além do
aumento das células T CD4+, entdo resolvemos investigar se o fenotipo
observado era dependente de linfocitos. Para elucidar esse questionamento,
foram utilizados animais Sting - Rag2’, ou seja, esses animais ndo possuem
a expressdo de STING e nem linfécitos maduros. Interessantemente, notamos
gue os Sting - Rag2’- apresentaram uma melhora na espessura da pele (Figura
25A), assim como, na descamacao da pele quando comparado com o grupo
Sting - (Figura 25B). Corroborando com esses dados, observamos em cortes
histologicos que a ha uma reducao na espessura da epiderme e na acantose
no grupo Sting - Rag2”- quando comparado com o grupo Sting /- (Figura 25C).
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Figura 25 - Linfocitos sdo importantes para a modulacéo da inflamacgao cutanea por STING em
modelo psoriasiforme. Camundongos WT (C57BL/6), Sting” e Sting - Rag2” foram tratados
topicamente com IMQ diariamente antes das andlises. Camundongos WT nao tratados foram
utilizados como controles. (A) Cinética da alteragédo da espessura (delta) na pele do dorso, medida
com um paquimetro. (B) Imagem microscopica 6 dias apés aplicacdo topica de IMQ. (C) Imagens
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com obejtiva de 20x. Barras
de escala, 100 ym. O grafico representa a média + SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de
comparacao multipla de bonferroni em A. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Para obter uma visdo abrangente da resposta inflamatoria da pele na
auséncia de linfécitos e STING no modelo psoriasiforme induzido por IMQ,
investigamos as principais alteracdes nos niveis de mediadores inflamatorios.
Houve uma reducédo dos niveis de IL-17, IL-23 e IL-6, mas ndo de IL-10, no

grupo Sting - Rag2”- quando comparado ao Sting - (Figura 26).
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Figura 26 - Auséncia de linfécitos e STING afeta os niveis de mediadores inflamatérios em
modelo psoriasiforme. Camundongos WT (C57BL/6), Sting” e Sting - Rag2’ foram tratados
topicamente com IMQ diariamente antes das analises. Camundongos WT ndéo tratados foram
utilizados como controles. Amostras de pele foram coletadas e processadas para mensura¢ao dos
niveis de IL-17, IL-6, IL-23 e IL-10 por ELISA. O gréfico representa a média + SEM de dados
obtidos de 2-3 experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma
via com o teste de comparacao multipla de bonferroni. P<0,05 (*) foi considerado estatisticamente
significante.
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6.5 IL-17 é envolvida no controle da inflamacdo mediada por

STING em modelo psoriasiforme

Um estudo recente do nosso grupo demonstrou que STING é capaz de
induzir a reprogramacao de células TH17 para um perfil com menor potencial
patogénico. A ativacao de STING promove diminuicdo na producéo de IL-17A
e 0 aumento da producéo de IL-10 (DAMASCENO et al., 2022). Baseado nesse
estudo, e nos dados descritos anteriormente, decidimos investigar se a
resposta inflamatéria exacerbada observada na auséncia de STING é
dependente de IL-17. Assim, tratamos 0s animais Sting - com anti-IL-17 (1
mg/kg i.p.) nos dias zero, dois e quatro, assim como seu respectivo controle
IgG1(1 mg/kg i.p.), durante o desenvolvimento do modelo de psoriasiforme.
Interessantemente, foi possivel visualizar que o grupo Sting /- + anti-IL-17 +
IMQ apresentou uma reducao significativa na espessura da pele quando
comparado com o grupo Sting - + IgG1 + IMQ (Figura 27A). Esse dado é

suportado, por uma menor espessura da epiderme e infiltrado de células
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inflamatérias observadas nos segmentos histoldgicos da pele do grupo Sting 7
+ anti-IL-17 + IMQ em relacdo ao seu grupo controle (Figura 27B). Também
foram avaliados os niveis de IL-10 e IL-23 na pele do Sting 7~ + anti-IL-17 +
IMQ, onde ambas citocinas apresentaram uma diminuicdo em seus niveis
guando comparado ao grupo Sting - + IgG1 + IMQ. Entretanto, ndo houve
diferenca nos niveis de IL-10 e IL-23 entre os grupos WT e Sting 7 que
receberam anti-il-17 (Figura 27C).

Diante do exposto, podemos inferir que a sinalizagdo de STING induz o
controle da resposta inflamatéria de maneira dependente de IL-17, ou seja, de

alguma forma STING estar controlando a producéo de IL-17.
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Figura 27 - IL-17 controla a inflamacdo gerada pela auséncia de STING em modelo
psoriasiforme. Camundongos WT (C57BL/6) e Sting”- foram tratados topicamente com IMQ por
6 dias diariamente antes das analises. Camundongos WT nao tratados foram utilizados como
controles. Foram injetados anti-IL-17 (1mg/kg) ou IgG1l (1mg/kg) nos dias 0,2 e 4 por via
intraperitoneal. (A) Cinética da alteracdo da espessura (delta) na pele do dorso, medida com um
paquimetro. (B) Imagens representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas
com objetiva de 20x. Barras de escala, 100 um.(C) Amostras de pele foram coletadas e
processadas para mensuracdo dos niveis de IL-23 e IL-10 por ELISA. O gréafico representa a
média + SEM de dados obtidos de 2-3 experimentos independentes. A analise estatistica foi
realizada por ANOVA de duas vias com o teste de comparacdo multipla de bonferroni em A e
ANOVA de uma via com o teste de comparacdo multipla de bonferroni em C. P<0,05 foi
considerado estatisticamente significante.

6.6 A sinalizacdo de STING é dependente da expressédo de IRF3
na inflamacado cutanea da pele

A ativacao classica da via de sinalizacéo de STING ocorre por intermédio
de sensores de DNA como a GMP-AMP ciclico sintase (cyclic GMP-AMP
synthase; cGAS), que medeia a producdo de dinucleotideos ciclicos que se

ligam ao STING, desencadeando a ativagdo da quinase 1 de ligacdo a TANK
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(TANK- binding kinase 1; TBK1) e Fator Regulador de Interferon 3 (Interferon
Regulatory Factor 3; IRF-3) para a producdo de interferons (IFN) do tipo |
(HOPFENER; HORNUNG, 2020). Seguindo essa linha, primeiro, optamos por
investigar se a sinalizacdo de STING é dependente de cGAS no modelo de
inflamacdo da pele induzida por IMQ. Surpreendentemente, 0s animais
deficientes para cGAS exibiram uma menor espessura da pele, acompanhado,
por uma menor espessura de epiderme e de acantose em relagdo aos animais

gue néo possuem a expressdo de STING (Figura 28).
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Figura 28 - cGAS reduz a inflamac&o cutanea em modelo psoriasiforme. Camundongos WT
(C57BL/6) e cGAS foram tratados topicamente com IMQ por 6 dias diariamente antes das analises.
Camundongos WT nédo tratados foram utilizados como controles. (A) Cinética da alteracdo da
espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (B) Imagens representativas de
cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com objetiva de 20x. Barras de escala, 100
um. O gréfico representa a média + SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A
andlise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de comparacao miltipla de
bonferroni em A. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Em seguida nos perguntamos se a sinalizacdo de IRF3 é necesséria
para o controle da inflamacao cutéanea por STING. Curiosamente, a auséncia
de IRF3 intensificou a resposta inflamat6ria, o que pode ser visualizado através
do aumento expressivo da espessura da pele, assim como, da descamacgao
presente no dorso dos animais em relacdo aos animais Sting” e WT que
receberam IMQ (Figura 29 A-B). Além disso, a histologia evidenciou um
aumento robusto na epiderme, na acantose e no infiltrado de células na derme

no grupo Irf3 - em relacdo ao grupo controle (Figura 29C).
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Figura 29 - IRF3 induz a inflamagédo cutdnea em modelo psoriasiforme. Camundongos WT
(C57BL/6) e Irf37- foram tratados topicamente com IMQ por 6 dias diariamente antes das analises.
Camundongos WT néo tratados foram utilizados como controles. (A) Cinética da alteracdo da
espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (B) Imagens representativas de
cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com objetiva de 20x. Barras de escala, 100 um.
O gréfico representa a média + SEM de dados obtidos de 2 experimentos independentes. A analise
estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o teste de comparagédo multipla de bonferroni
em A. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Por fim, sabendo que classicamente a transcricdo de IRF3 leva a
producédo de interferons (IFN) do tipo I, no qual sua sinalizagcdo ocorre através
dos receptores IFNAR. Entdo, avaliamos se a expressdo desse receptor €
importante para o controle da resposta inflamatéria exercida por STING.
Surpreendentemente, a auséncia de IFNAR levou uma menor espessura da
pele tanto em relacdo ao Sting”- quanto ao WT apés a aplicacao tépica de IMQ
(Figura 30A). Esses achados também ficam evidentes na histologia (Figura
30B).

Com base nesses resultados, podemos inferir que a regulacdo da
resposta inflamatéria cutanea por STING ocorre independentemente da
ativacdo de STING via sinalizacédo de cGAS e do reconhecimento de interferon
tipo | por IFNAR. No entanto, essa regulacdo é dependente da sinalizacdo de

IRF3.
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Figura 30 - IFNAR reduz a inflamacédo cutdnea em modelo psoriasiforme. Camundongos WT
(C57BL/6) e Ifnar” foram tratados topicamente com IMQ por 6 dias diariamente antes das
analises. Camundongos WT néo tratados foram utilizados como controles (A) Cinética da
alteracdo da espessura (delta) na pele do dorso, medida com um paquimetro. (B) Imagens
representativas de cortes de pele do dorso coradas por H&E, adquiridas com objetiva de 20x.
Barras de escala, 100 ym. O grafico representa a média + SEM de dados obtidos de 2
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de duas vias com o
teste de comparacdo multipla de bonferroni em A. P<0,05 foi considerado estatisticamente
significante.
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7. DISCUSSAO

A psoriase é uma doenca de grande importancia epidemioldgica,
afetando aproximadamente 2-3% da populacdo mundial. Contudo, os farmacos
atualmente empregados no tratamento da psoriase frequentemente exibem
efichAcia limitada, uma vez que se concentram primariamente nas
manifestacdes inflamatdrias crénicas da doenga, sem abordar sua causa
subjacente de forma direta. Esta limitacdo decorre em grande parte do
entendimento ainda incompleto dos mecanismos precisos responsaveis pelo
desenvolvimento da patologia. Ademais, é de suma importancia a identificacédo
de potenciais biomarcadores, 0os quais podem desempenhar um papel crucial
no diagnostico, prognostico e abordagem terapéutica da psoriase. Neste
contexto, a proposta inicial deste estudo consistiu em identificar alvos
potencialmente relevantes na patogénese da psoriase. Para tanto, uma
abordagem integrada foi empregada, envolvendo a reanalise de multiplos
repositérios de dados publicos de pacientes com psoriase, com 0 intuito de
caracterizar o perfil transcricional mediante a comparacéo entre areas de pele
lesionada e néo lesionada desses individuos. A via de sensores de citésolicos
de DNA foi encontrada dominantemente aumentada. Neste estudo,
evidenciamos que vias cruciais para o reconhecimento de DNA citoplasmatico,
AIM2 e STING, desempenham um papel significativo na regulacdo do
desenvolvimento da psoriase, contudo, operam de maneira antagbnica.
Demonstramos que a expressao do AIM2 na pele, principalmente na epiderme,
aumenta durante a resposta inflamatéria da psoriase, e a ablacdo genética
desse gene resultou em uma reducéo significativa dos aspectos inflamatérios.
Por outro lado, observou-se que o STING é predominantemente expresso na
derme de individuos com psoriase, e sua auséncia resultou na intensificacao
da resposta inflamatoria.

O DNA recentemente surgiu como um ativador potente do sistema
imunologico inato. Células sdo expostas a DNA de fita dupla, liberado por
células hospedeiras danificadas durante lesdes teciduais ou introduzido por
virus de DNA e bactérias intracelulares durante infeccdes (HORNUNG, 2010;
IMAEDA, 2009; ISHII, 2006, STETSON, 2006; TAKAOKA, 2007). No nosso

estudo foi observado aumento de DNA circulante livre em plasma de pacientes
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com psoriase. O cfDNA anormal tem sido reconhecido como um fator
patogénico em diversas enfermidades, tais como doencas autoimunes,
traumas graves e neoplasias (LIU et al., 2021; CAICEDO et al., 2021; JIA et al.,
2020). Diante do exposto, o objetivo do nosso estudo foi investigar
simultaneamente a lacuna de conhecimento relacionada ao papel dos sensores
de DNA, AIM2 e STING, na resposta inflamatéria cutdanea durante o
desenvolvimento da psoriase.

Pesquisadores relataram que o gene AIM2 é um dos 15 novos genes/loci
de risco para psoriase por meio do array de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) de exoma completo (ZUO et al., 2015), reforcando a importancia de
elucidar o AIM2 no contexto da psoriase. Outro estudo, evidenciou que ha um
aumento da expressao de AIM2 na pele humana e o acimulo de DNA no
citoplasma dos queratindcitos ativa o inflamassoma AIM2, resultando na
liberacdo de IL-1B, sendo os queratindcitos identificados como a principal fonte
deste mediador inflamatério (DOMBROWSKI et al., 2011). Essas observacdes
sdo consistentes com nossas analises, nas quais identificamos um aumento na
expressdo de AIM2 na pele de pacientes com psoriase e em camundongos
tratados com IMQ, um modelo animal que mimetiza a psoriase. Além disso,
constatamos que a expressao de AIM2 esta predominantemente localizada na
epiderme.

A ativacdo do AIM2 inicia a montagem do inflamassoma, um complexo
imunoldgico inato que leva a ativacao de cascata inflamatoria, resultando na
maturacdo e secrecdo de IL-1B e IL-18. Achados experimentais e clinicos
apontam para um papel importante da IL-18 na patogénese e evolugdo da
inflamacdo cutanea na psoriase. Na pele inflamada, fatores derivados de
gueratindcitos, incluindo IL-1B, ativam células dendriticas residentes na pele,
que liberam IL-23, ativando células T produtoras de IL-17, como Th17. Isso
resulta na producéo de varias citocinas e quimiocinas, como IL-6 e CXCL-1,
levando ao recrutamento e ativacdo de outras células imunes, incluindo
neutréfilos e macrofagos. Quanto a IL-18, sua expressao esta correlacionada
de forma significativa com a gravidade da psoriase (RASMY et al., 2011). De
fato, resultados experimentais preliminares evidenciaram que a IL-18, em
combinagdo com a IL-23, induz a producdo de IL-17, desencadeando uma
inflamac&o proeminente e exacerbando a hiperplasia epidérmica caracteristica
da psoriase (SHIMOURA et al., 2017). Considerando o envolvimento da IL-1
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e IL-18 na patogénese da psoriase e sua liberacdo subsequente a ativacédo do
inflamassoma AIM2, nossa hipotese foi que 0 aumento da expresséo do gene
AIM2 na pele de pacientes com psoriase potencialize o processo inflamatorio
subjacente a doenca. Seguindo esta linha, fornecemos evidéncias de que a
deficiéncia genética de AIM2 previne a inflamacéo cutanea induzida por IMQ,
através da reducéo na producéao de IL-13, IL-6, IL-17, IL-18, IL-23 e CXCL1/KC,
o que diminui a migracdo de neutrdéfilos, células dendriticas, macrofagos e
células T yd produtoras de IL-17, e consequentemente, 0 estabelecimento da
inflamacé&o cutanea.

Os queratindcitos representam a populacao predominante de células no
estrato epidérmico da pele. Durante o curso da psoriase, essas células
manifestam uma proliferacéo e diferenciagdo anémalas, levando a hiperplasia
epidérmica (NI et al., 2020). Observamos que o AIM2 esta predominantemente
expresso na epiderme, e sua falta resulta em uma reducéo na expressao de
Lcn2, Krtl4 e S100a9, os quais estdo relacionados com a ativacdo e
proliferacdo dos queratindcitos. Entretanto, € necessario a condugédo de mais
experimentos para entender a influéncia de AIM2 na ativacao e proliferacéo dos
gueratinécitos. Dentre as citocinas documentadas por seu efeito direto sobre
0s queratindcitos, IL-17 se destaca, levando a um ciclo de retroalimentacéo
positiva que induz a producgéo de citocinas e quimiocinas adicionais (MARTIN
et al., 2013). Identificamos que ao estimular queratindcitos com IL-17A houve
um aumento na expressdo tanto do gene quanto da proteina de AIM2.
Posteriormente, foi observado que apds o tratamento farmacoldégico com o
anticorpo monoclonal anti-IL17RA (brodalumabe), a expressdo de AIM2 foi
significativamente suprimida. Seguindo nessa linha de entender a importancia
de IL-17A para a expressao de AIM2, evidenciamos que a perda de sinalizacao
de IL-17A em camundongos deficientes em IL-17RA leva uma menor
expressao de Aim2. Esses resultados, em conjunto, sugerem que o ambiente
pro-inflamatério, caracterizado pela presenca de IL-17A na pele afetada pela
psoriase, desempenha um papel importante na regulagdo da expresséo do
AIM2, estabelecendo um feedback positivo que influencia a inflamacéo cutanea
psoriasiforme. Assim, uma investigacdo mais aprofundada € necessaria para
compreender o mecanismo pelo qual ocorre a regulacdo de AIM2 por IL-17A

em queratindcitos.
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Cada vez mais, estudos ressaltam que a ativacéo do receptor AIM2 esta
associada a diversas doencas autoimunes e inflamatérias, como artrite
reumatoide, colite, diabetes tipo 1 e IUpus eritematoso sistémico (KUMARI et
al., 2021). No entanto, é importante destacar que a ativagédo do receptor AIM2
pode desencadear tanto uma resposta pré-inflamatoria quanto anti-
inflamatoria. Por exemplo, a ativacdo de AIM2 na mucosa intestinal parece
estar relacionada a protecdo contra a disbiose e o desenvolvimento da colite.
Nesse contexto, Hu et al. (2015) observaram que camundongos deficientes em
AIM2 sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de colite induzida por DSS ou
pela inflamacéo intestinal decorrente de infeccdo por Escherichia coli. Esses
eventos foram associados a uma reducéo significativa na producéo de IL-1B e
IL-18, demonstrando assim a importancia da ativacdo do inflamassoma AlM2
no controle do crescimento de E. coli e na protecdo contra a inflamacéao
intestinal. Por outro lado, na artrite, a ativacdo do receptor AIM2 esta associada
ao seu desenvolvimento. Isso € evidenciado pelo aumento da expressao de
caspase-1 clivada e IL-1B observado nas articulagbes de camundongos
deficientes em IFNAR e Dnase Il. Essa melhoria foi acompanhada por uma
reducdo na infiltracdo de macrofagos, inflamacéo articular e danos 6sseos e
cartilaginosos (JAKOBS; PERNER; HORNUNG, 2015). Neste estudo, foi
observado que a ativacéo do receptor AIM2 na pele, por meio de seu ligante,
poly (dA:dT), induz a uma resposta inflamatéria cutanea semelhante a psoriase.
Esta resposta foi caracterizada pela hiperplasia epidérmica e pelo aumento de
IL-6, IL-17A, IL-18, IL-23 e CXCL1/KC, assim como da expressao de genes
associados a diferenciacéo e proliferacdo de queratinécitos (Krtl4 e S100a9).
Além disso, constatou-se que o efeito pré-inflamatério de AIM2 na pele é
dependente de ASC. Portanto, reforca-se a importancia de AIM2 para o
estabelecimento do processo inflamatério cutaneo.

Uma das limitagcdes do presente estudo € a falta de experimentacéo para
identificar qual seria a origem desse DNA. Contudo, como mencionado
anteriormente, demonstramos que ha um aumento de DNA circulante livre no
plasma, nos dando indicios que pode estar envolvido com a ativacdo do
receptor de AIM2. Cao e colaboradores (2022) propuseram que as armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETS) de pacientes com psoriase poderiam ativar
o inflamassoma AIM2 em queratinécitos por meio da via de sinalizagdo p-38

MAPK, induzindo a producéo de IL-1B. E relevante destacar que as NETs tém
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sido relatadas contendo DNA mitocondrial (mtDNA) (POLI et al, 2023; LOOD et
al.,, 2016), e que a estimulacdo de queratindcitos cultivados com dsDNA
desencadeia a liberacdo de IL-13 mediada pelo inflamassoma AIM2
(DOMBROWSKI et al., 2011). Neste trabalho, demonstramos que a linhagem
de queratindcitos humano e queratindcitos murinos estimulados com dsDNA ou
poly(dA:dT) produzem a quimiocina, CXCL1, assim como a citocina IL-18,
dependente do inflamassoma. Juntos, esses achados e nossas descobertas
sugerem que o dsDNA pode ativar o AIM2 nos queratindcitos, promovendo o
desenvolvimento da psoriase. No entanto, estudos futuros sdo necessarios
para elucidar o mecanismo exato envolvido e o potencial papel de AIM2 em
outros células, incluindo células imunes por meio de camundongos deficientes
condicionais. Além disso, vale salientar que outros receptores inatos, incluindo
sensores de DNA, também desencadeiam e mantém a inflamacdo na pele
psoriatica. Por exemplo, o peptideo LL37 forma um complexo com acidos
nucléicos que pode ativar o receptor toll-like 9 (TLR9) em queratinécitos ou
células dendriticas plasmocitoides para promover ainda mais a producao de
mediadores pro-inflamatoérios durante a psoriase (MORIZANE et al., 2012,
LANDE et al., 2007). Isso poderia explicar por que a deficiéncia de AIM2 néo
consegue mitigar completamente a inflamac&o da pele psoriatica.

Quando o AIM2 reconhece e se liga ao DNA ocorre uma mudanga
conformacional no AIM2, levando a sua oligomerizacédo. Este oligbmero de
AIM2 entéo recruta a proteina adaptadora ASC, através da interacdo entre seus
dominios de homologia de caspase-recrutamento (CARD). A ASC recrutada se
polimeriza em um filamento longo, formando a plataforma de ativacdo para a
enzima caspase-1. A caspase-1 é entdo recrutada e ativada dentro do
inflamassoma AIM2, promovendo a clivagem da pro-IL-13 e pré-IL-18 em suas
formas ativas, IL-1B e IL-18 (HORNUNG et. al., 2009). Nossos resultados
demonstram um aumento na expressao de ASC e caspase-1 na pele lesada de
pacientes com psoriase vulgar. Além disso, ao submetermos animais
deficientes em ASC ou caspase-1 a um modelo murino semelhante a psoriase,
observamos uma melhora no desenvolvimento da psoriase. Esta melhoria foi
evidenciada pela reducao da espessura epidérmica, acantose e dos niveis de
IL1-B, IL-17 e IL-23 em camundongos Pycard”’ e Caspl” tratados com IMQ.
Assim, nosso estudo demonstra que o AIM2 é essencial para induzir a

inflamagé&o psoriasiforme por meio de um mecanismo dependente do
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inflamassoma. Em consonancia com nossos dados, outro estudo revelou que
0 EFLA 945, um constituinte de extratos de folhas de videira vermelha
conhecido por impedir a entrada de DNA, atenua as respostas pro-inflamatorias
relacionadas a psoriase induzida por IMQ na pele psoriatica tdpica, incluindo a
ativacdo da caspase-1, maturacdo de IL-1B8 e producdo de IL-17, além de
reduzir a gravidade da psoriase (CHUNG et a., 2020).

Dado o exposto, nossos resultados combinados de amostras clinicas e
murinas demonstram pela primeira vez que o AIM2 promove a inflamacgao
cutanea induzindo a liberacdo de mediadores inflamatérios e amplificando a
migracao de células imunes, e tem sua expressao regulada por IL-17.

Com base no dado ja mencionado, foi observado que além da regulagéo
positiva da via de sensores de DNA, também, encontramos a modulacao
positiva da sinalizacdo de IFNs na pele de pacientes com psoriase. Entao,
sabendo que STING é um membro chave da maquinaria de reconhecimento de
DNA citoplasmético e que sua sinalizacdo culmina na fosforilacdo e
subsequente migracdo de IRF3, para o nacleo das células, onde promove a
expressdo de IFNs do tipo | (TANAKA; CHEN,2012), buscamos aprofundar o
conhecimento de como ele esta envolvido na fisiopatologia da psoriase.

Sempre empenhados em adotar uma abordagem translacional,
observamos que houve um aumento da expressao de STING na regido da
derme de pacientes com psoriase. Diante disso, nosso proximo objetivo foi
elucidar a relevancia biol6gica de STING para o desenvolvimento da psoriase.
Ao induzir o modelo semelhante a psoriase em animais deficientes para STING,
ficou evidente que houve uma exacerbacao da inflamacéo. Vale ressaltar que
esse experimento foi conduzido tanto no Brasil quanto na Franca, e 0s
resultados alcancados foram consistentes nos dois locais, demonstrando a
reprodutibilidade dos achados. Entretanto, Yu e colaboradores (2022), usando
a pontuacdo PASI modificada, demonstraram que em camundongos
(Tmem1739) ocorre a melhora da resposta inflamatéria. A diferenca observada
entre os dois estudos pode ser atribuida a diferentes abordagens para a
interrupcédo genética (Sting™~ versus Tmem1739%). O Tmem1739 possui uma
mutacao (substituicdo 1199N) na proteina STING, tornando-a inativa (SAUER
et al.,, 2011), e isto pode interferir na ativagdo das vias de sinalizacbes
downstream a STING, e desta forma influenciar nos resultados obtidos pelos

pesquisadores.
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Noés ultimos anos vem sendo demonstrado que STING é capaz de
modular respostas inflamatérias. Conesso e seus colaboradores (2019)
demonstraram que a deficiéncia de STING é suficiente para agravamento da
colite induzida por DSS, e isto foi associado a menores niveis de IL-10 e
maiores niveis de IL-17. Em consonancia com essas descobertas, foi relatado
gue CDNs derivados da microbiota é capaz de ativar STING em fagdécitos
mononucleares e induzem a producao de IL-10 para prevenir a inflamacao e
promover a homeostase intestinal (AHN et. al., 2017). No contexto de EAE, a
ativacado de STING foi capaz de reduzir sinais clinicos da doenca, e também foi
observado uma menor producdo de IL-17 e IL-6 (LEMOS et. al.,, 2014).
Corroborando com esses achados, nossos resultados demonstram que a
deficiéncia de STING levou a uma maior producdo de IL-23, IL-17 e IL-6, e
menor uma producgédo de IL-10 e IFNB. Sabe-se que esse milieu de citocinas
tem implicacBes importantes na migracdo, manutencdo e diferenciacdo de
células que estdo envolvidas com a progressao da psoriase (DI MEGLIO &
NESTLE, 2017). Dentro desse contexto, observamos que a auséncia de STING
levou a um maior numero de neutrofilos, de células dendriticas, de mondcitos
e de células T CD4+ no sitio inflamatdério. De fato, fica evidente a contribuicdo
de STING durante o processo inflamatério no contexto da psoriase, entretanto
sd0 necessarios mais estudos para entender como essa proteina regula a
producéo de citocinas.

Nas ultimas décadas, vem sendo demonstrado que tanto as células
imunes quanto as adaptativas desempenhas um papel no processo inflamatério
cronico da psoriase. Especialmente, as células T auxiliares sdo elementos
essenciais no desenvolvimento da doenca, as quais produzem diversas
citocinas, como IL-17. Essa citocina atua sobre queratindcitos, intensificando a
inflamacdo caracteristica da psoriase (MARTIN, et. al. 2013).
Interessantemente, observamos que 0s animais que ndo possuem linfécitos
maduros e ndo possuem STING apresentam uma melhora consideravel no
fendtipo, além de, menores niveis de IL-17, IL-23 e IL-6. O que nos leva a
acreditar que a sinalizacdo de STING em linfocitos € crucial para limitar o
processo inflamatério durante a psoriase. Interessantemente, um estudo do
nosso grupo demonstrou que ativagéo de STING regula a patogenicidade de
células Th1l7. Nestas células, STING induz a producdo de IL-10 de modo

parcialmente dependente da atividade de AhR em células TH17. Em paralelo,
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STING é capaz de reduzir a atividade transcricional de Roryt sobre a regido
CNS2 do gene ll17a, culminando em menor producdo desta citocina
(DAMASCENO et al., 2022). Esses dados suportam os nossos achados, onde
observamos que a neutralizacdo de IL-17A foi capaz de reverter a resposta
inflamatdria exacerbada observada em animais deficientes de STING. Em
concordancia com os resultados obtidos em nosso estudo, foi mostrado que a
deficiéncia de STING per se induziu aumento no infiltrado de células TH17 no
pancreas, a exacerbacgédo da inflamacao e indugéo de fibrose em modelo de
pancreatite crénica em camundongos (ZHAO et al.,, 2019). Entretanto, o
tratamento com anti-IL17A em animais STING KO foi suficiente para reverter
0s parametros clinicos da doenca. Diante do exposto, nossos dados e 0s
estudos recentes, fica evidente que a ativacdo da sinalizacdo de STING tem
potencial para ser usado como uma estratégia terapéutica para controlar
doencas que sdo mediadas por células Thl7.

STING pode ser estimulado por diferentes sensores de DNA
citoplasmaticos, como a proteina IFI16 (JONSSON et al, 2017;
UNTERHOLZNER et al., 2010), a helicase DDX41 (ZHANG et al., 2011b), e
cGAS, sendo esta ultima amplamente estudada como alvo terapéutico em
doencas inflamatérias (DECOUT et al., 2021). Porém, em nosso trabalho
observamos que o efeito anti-inflamatério de STING € independente da
sinalizacdo de cGAS no modelo psoriasiforme. Sugerindo que outro sensor de
DNA pode estar envolvido na ativacdo de STING na psoriase. Além disso, é
importante destacar que foi relatado que STING pode se ligar diretamente ao
DNA dupla-fita (ABE et al.,, 2013), assim como, estresse celular induz a
liberacdo de DNA mitocondrial, o qual foi previamente demonstrado ativar a via
de sinalizacdo de STING (WEST et al., 2015). Deste modo, esses tdpicos sdo
de nosso interesse e necessitam de futuras investigacdes para desvendar qual
€ 0 mecanismo de ativagdo de STING no desenvolvimento da psoriase.

A via de sinalizagéo tradicional do STING resulta na fosforilagdo e
posterior translocacdo de IRF3 para o nucleo das células, onde estimula a
expressao de interferons do tipo | (TANAKA; CHEN, 2012). No presente estudo,
vimos que IRF3 é fundamental para controle da resposta inflamatério no
contexto da psoriase. De fato, no trabalho citado anteriormente, em células
Th17 apos ativagdo de STING, o fator de transcricdo IRF3 é ativado, sendo

capaz de interagir fisicamente com Roryt, 0 que resulta em uma menor
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producdo de IL-17. Sendo assim, investigacdes futuras torna-se interessante
para desvendar os mecanismos e o impacto da sinalizacéo de STING-IRF3 em
células Th17 no contexto da psoriase.

Pesquisas recentes descreveram a existéncia de uma via ndo canonica
do STING, que rapidamente induz a producéo de IL-6 com producdo minima
de IFN-B ap6s danos ao DNA em queratinécitos HaCaT (DUNPHY et al., 2018).
Além disso, no que diz a respeito de resposta inflamatéria na pele, foi visto que
em camundongos tratados com anticorpos neutralizantes de IFNa ou IFN(, ou
camundongos deficientes em IFNAR (receptor para IFNa/f), nao
desenvolveram inflamacéo cutanea mediada por células Th17 (NESTLE et al.,
2005; GREGORIO et. al, 2010). Esses resultados suportam o que encontramos
nesse estudo, onde observamos que que a regulacéo da resposta inflamatoria
cutanea por STING ocorre independentemente de IFNAR. Como observamos
um aumento da producdo de IL-6 na auséncia de STING e uma menor
producédo de IFN beta, especulamos que esté ocorrendo a ativacao de uma via
ndo candnica durante o desenvolvimento da psoriase, no entanto, é necessario
mais estudo para elucidar essa possivel sinalizacao.

Por fim, é relevante salientar que, embora nédo tenha sido o foco de
nosso estudo, h& evidéncias de uma relagao entre AIM2 e STING, o que abre
perspectivas para investigar a interacdo desses dois receptores de DNA na
fisiopatologia de doencas inflamatoérias na pele. O presente estudo mostrou
gue esses receptores podem desencadear respostas distintas, indicando a
complexidade de suas interacbes e seu potencial impacto nos processos
inflamatérios cutaneos. Podemos citar como exemplo, uma pesquisa que
relatou que ativacao in vitro do inflamassoma AIM2 em macréfagos e células
dendriticas murinas resulta em uma reducdo da ativacdo da via STING, em
parte através da promocdo da morte celular dependente de caspase-1
(CORRALES et. al., 2016).

Portanto, este estudo acrescenta novas perspectivas quanto a
versatilidade de receptores de DNA em regular as repostas imunes, o qual
contribuira para investigagao do circuito imunorregulador induzido por STING e
AIM2 na psoriase. Logo, STING e AIM2 pode representar potencial alvo

terapéutico para doencas inflamatdérias crénicas na pele.
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8. CONCLUSAO

Tendo em vista os achados descritos neste trabalho podemos concluir
gue os sensores de DNA, AIM2 e STNG, desempenham um papel relevante no
processo inflamatoério associado a psoriase. Porém, ativacdo desses sensores
levam a uma resposta antagobnica.

Em humanos, demonstramos o perfil da assinatura génica na pele de
pacientes com psoriase, com destaque para a via de sensores de citdsolicos
de DNA. Além disso, observamos o aumento de DNA circulante livre no plasma.
Ao combinar amostras clinicas de pacientes com psoriase e um modelo pré-
clinico da doenca, observamos que a expressado de AIM2 é predominante na
epiderme, enquanto a expresséo de STING ocorre na derme.

Relatamos que o AIM2 desempenha um papel crucial como sensor
imunoldgico na promocéao da inflamacgéo cutanea psoriasiforme, aumentando
0s niveis de citocinas e quimiocinas, bem como o recrutamento de células
imunes e a ativacao/proliferacdo de queratindcitos. Observamos também que
a expressao de AIM2 nos queratinécitos € induzida pela IL-17A. Além disso,
nossos resultados demonstram o envolvimento do AIM2 na inflamacao
psoriasiforme através de sua ativagcdo candnica.

Em relacdo ao STING, nossa pesquisa evidencia seu papel protetor no
modelo de inflamacado cutanea semelhante a psoriase. Isto ocorre, através da
reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, do aumento dos niveis de
citocinas anti-inflamatérias e diminuindo a migracdo de células imunes.
Demonstramos que os linfécitos e a IL-17A desempenham um papel crucial na
regulacdo da resposta inflamatoria mediada por STING. Além disso,
observamos que IRF3, componente downstream da sinalizacdo de STING,
intensificou a inflamacéo na pele, sendo essa regulacao independente de cGAS
e IFNAR.

Em suma, nossos resultados indicam que os receptores de DNA, STING
e AIM2 desempenham um papel na modulagdo da resposta inflamatoria da
pele, sugerindo que esses receptores podem ser alvos farmacologicos
importantes para doencas inflamatérias que envolvem respostas mediadas por

IL-17 em sua patogénese.
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10. ANEXOS
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