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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1. Inflamassomas 

 

Os inflamassomas são complexos multiproteicos que são ativados quando ocorre 

reconhecimento de componentes específicos de um patógeno ou sinalização causado pelo 

dano nas células. O NLRP3 é o inflamassoma mais bem estudado e é ativado em resposta 

a múltiplos patógenos e moléculas que induzem danos nas membranas das células 

hospedeiras (Broz and Dixit, 2016). A ativação do inflamassoma é bem regulada pela 

célula, para isso são necessários dois sinais independentes. O primeiro sinal (também 

chamado de priming) é caracterizado pela ativação dos TLRs (ou TNFR) levando à 

transcrição de muitos genes inflamatórios, incluindo Nlrp3, Casp11 e II1b. O segundo 

sinal é essencial para que haja a ativação do inflamassoma, e é caracterizado quando um 

sinal de dano celular ou um patógeno é reconhecido pelas proteínas sensores do 

inflamassoma (Exemplo NLRP3, AIM2, NLRC4), alguns desses sinais que podem 

desencadear a ativação do inflamassoma é o efluxo de K+, toxinas microbianas, cristais, 

ROS, entre outros. Após a ativação ocorre a oligomerização do NLRP3, que promove a 

oligomerização do ASC via interação Pirina-Pirina, expondo vários domínios CARD de 

ASC nos filamentos formados. Esses domínios, por sua vez, são responsáveis por recrutar 

caspase-1 via interação CARD/CARD para promover a ativação de caspase-1. A caspase-

1 cliva IL-1β e GSDMD, que se insere na membrana formando poros que levam ao 

desequilíbrio osmótico da célula, e lise levando a uma morte celular altamente 

inflamatória conhecida como piroptose (Figura 1). 

A ativação não canônica do inflamassoma ocorre após o reconhecimento de LPS 

intracelular, que levam a ativação de caspase-11 induzindo a formação de poros de 

GSDMD (Aglietti et al., 2016; Ding et al., 2016; Liu et al., 2016; Sborgi et al., 2016). 

Esses poros levam a ativação canônica do inflamassoma, pois permitem o efluxo de K+, 

que é importante para ativar NLRP3 (Rühl and Broz, 2015). Dessa forma, ocorre a 

ativação de caspase-1 que utiliza os mesmos mecanismos de formação de poro de 

GSDMD e piroptose (Kayagaki et al., 2015; Okondo et al., 2017). A necessidade dos dois 

sinais fornece uma regulação fina e controlada da ativação do inflamassoma que previne 

a indução de inflamação desnecessária na ausência de infecção ou moléculas nocivas.  
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Figura 1. Ativação do inflamassoma (Criado com Biorender). 

 

1.2. Piroptose e Gasdermina 

Vários patógenos invadem as células do hospedeiro numa tentativa de escapar da 

resposta imune celular, servindo homo reservatórios para o patógeno. Para eliminar esses 

reservatórios é necessário que haja a morte das células infectadas. Existem mecanismos 

celulares intrínsecos e extrínsecos para a morte de células infectadas. Se a infecção é 

detectada pelas proteínas da resposta imune inata que estão presentes na célula, irá ativar 

os mecanismos intrínsecos de morte celular, entre eles estão: apoptose, necroptose e 

piroptose. A infecção também pode ser detectada por células citotóxicas, como os 

linfócitos T citotóxicos e as células natural killer (NK), representando os mecanismos 

extrínsecos de morte celular.  

O termo piroptose foi proposto inicialmente por Cookson and Brennan, 2001, para 

descrever uma morte programada inflamatória dependente de caspase-1. 

Morfologicamente, a piroptose é uma forma lítica de morte celular, caracterizada pela 
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formação de grandes poros na membrana plasmática, que permitem o influxo de água e 

de íons que leva ao desequilíbrio osmótico e a lise da célula (Fink and Cookson, 2006).  

A piroptose possui um importante papel eliminando as células comprometidas, 

removendo o sítio de replicação dos patógenos e estimulando a resposta imune. Por 

exemplo, esse tipo de morte celular auxilia na eliminação de bactérias intracelulares, pois 

dessa forma as bactérias são retiradas do meio intracelular e apresentadas para neutrófilos 

(Miao et al., 2010). Quando a célula morre por piroptose, as bactérias se mantêm presas 

nos restos celulares da célula morta, em uma estrutura denominada pore-induced 

intracellular trap (PIT) (Jorgensen, Zhang, et al., 2016). Durante a piroptose, há a 

liberação de IL-1β, IL-18, eicosanoids e DAMPs (Von Moltke et al., 2012; Jorgensen, 

Lopez, et al., 2016), esses DAMPS recrutam células imune para a região onde está 

acontecendo a infecção, dessa forma neutrófilos e macrófagos podem, então, fagocitar e 

matar as bactérias presas nos PITs por meio da eferocitose (Sauer et al., 2011; Jorgensen, 

Lopez, et al., 2016; Jorgensen, Zhang, et al., 2016). 

A GSDMD foi inicialmente descrita como tendo um papel importante na piroptose 

mediada pelas caspase-1/11, que clivam a GSDMD no resíduo D276 (peptídeo FLTD), 

separando em uma região N-terminal ou ‘p30’ e outra região C-terminal ou ‘p20’, a região 

C-terminal inibe a região N-terminal, que é a região efetora formadora de poro (Kayagaki 

et al., 2015; Shi et al., 2015; Yang et al., 2018). A região N-terminal da GSDMD possui 

forte afinidade por lipídeos como: cardiolipin, phosphatidylinositol 4-phosphate [PI(4)P] 

e phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PI(4,5)P] (Aglietti et al., 2016; Chen et al., 

2016; Ding et al., 2016; Liu et al., 2016). Essa afinidade explica a formação de poros pela 

GSDMD apenas na parte citosólica da membrana plasmática, que contém estes lipídeos 

(Ding et al., 2016; Liu et al., 2016), além de explicar a lise de bactérias por meio da 

formação de poros na membrana de bactérias (Liu et al., 2016). 

A família da gasdermina (GSDM) é conservada entre os vertebrados e os humanos 

possuem quatro parálogos da gasdermina, denominados: GSDMA, GSDMB, GSDMC e 

GSDMD. Os camundongos possuem 3 homólogos para Gsdma e 4 para Gsdmc e Gsdmd, 

não possuindo Gsdmb. Todas as GSDMs possuem dois domínios preditos, com uma 

região variável conectante, com pouca semelhança a qualquer domínio conhecido. 

O domínio N-terminal das proteínas GSDMA, GSDMB, GSDMC, DFNA5 e 

GSDMA3 são citotóxicos quando expressos em células, enquanto a expressão do gene 

completo não é (Van Laer et al., 2004; Lin et al., 2015; Shi et al., 2015; Ding et al., 2016). 

De forma curiosa, as gasderminas A, B, C e E não possuem o sítio de clivagem para a 

caspase, indicando a presença de outro mecanismo de ativação (Shi et al., 2015). Além 
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da morte celular programada, a GSDMD pode estar envolvida em processos de regulação 

da proliferação celular ou diferenciação, pois são expressas principalmente em tecidos 

epiteliais (Saeki et al., 2009). Alguns trabalhos mostram que a GSDMA é menos expressa 

em câncer de estomago e esôfago (Saeki et al., 2007; Saeki et al., 2009). A GSDMB está 

associada com asma infantil (Wu et al., 2009), podendo estimular a proliferação celular 

(Sun et al., 2008), estando relacionada com um prognóstico ruim em amostras de câncer 

de mama (Hergueta-Redondo et al., 2014; Hergueta-Redondo et al., 2016), e a GSDMC 

está associada com melanomas metastásicos (Watabe et al., 2001).  

Os poros formados pela GSDMD possuem um diâmetro interno entre 12-14 nm, 

com aproximadamente 16 subunidades (Ding et al., 2016), esse diâmetro é suficiente para 

permitir a passagem de citocinas como a IL-1β e íons (Evavold et al., 2018). Embora a 

secreção rápida de IL-1β seja dependente de GSDMD, a liberação tardia pode ser 

independente (Monteleone et al., 2018). Após a clivagem de GSDMD, ocorre a 

oligomerização de Ninj1 que, então, realiza o rompimento da membrana plasmática das 

células e a liberação de LDH e HMGB1 (Kayagaki et al., 2021). Um esquema sobre a 

piroptose está representado na Figura 2. 

 

Figura 2: Mecanismo para a formação de poro pela Gasdermina (Criado com 

Biorender).  
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A ativação da Gasdermin-D em resposta à infecção por  

Leishmania induz a formação de um poro transiente que 

promove a ativação de NLRP3 
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RESUMO 

 

A  Leishmania é um parasita intracelular obrigatório que causa a leishmaniose, 

uma doença que afeta milhões de pessoas em todo o mundo. Durante a infecção, ocorre 

a ativação do inflamassoma de NLRP3, que é fundamental para a progressão da doença. 

Os mecanismos moleculares envolvidos na ativação do inflamassoma ainda não são 

claros, e a  Leishmania consegue evadir a resposta imune inibindo processos específicos 

em células infectadas, um desses processos é a inibição da morte celular. Aqui, 

investigamos a participação da Gasdermina-D (GSDMD, uma proteína efetora formadora 

de poros associada à piroptose) durante a infecção por  Leishmania in vitro e in vivo. 

Demonstramos que apesar da ausência de piroptose, a GSDMD é ativa nos estágios 

iniciais da infecção por L. amazonensis em macrófagos, permitindo uma permeabilização 

celular transitória e efluxo de potássio, promovendo a ativação do inflamassoma de 

NLRP3. No entanto, logo após a infecção, a GSDMD é processada em um fragmento não 

canônico de 25 kDa em células infectadas por  Leishmania. O processamento não 

canônico de GSDMD não requer ativação de caspase e pode representar uma estratégia 

de subversão utilizada pela  Leishmania para inibir a morte celular. Macrófagos Gsdmd-

\- exibem menos formação de puncta de ASC e produção de IL-1β em resposta à infecção, 

sugerindo que a permeabilização de membrana mediada pelos poros transientes de 

GSDMD contribuem para a ativação do inflamassoma de NLRP3. Camundongos e 

macrófagos deficientes em GSDMD foram altamente suscetíveis à infecção por várias 

espécies de  Leishmania, incluindo L. amazonensis, L. major, L. braziliensis e L. 

mexicana, confirmando um papel importante da Gasdermin-D e do inflamassoma na 

resistência do hospedeiro à infecção. Finalmente, puncta de ASC/NLRP3 e Gasdermin-

D clivada estavam presentes em biópsias de pele de pacientes com leishmaniose, 

apoiando o papel dessas moléculas durante a doença ativa em humanos. Ao todo, nossos 

achados revelam que a  Leishmania subverte as funções normais da GSDMD, uma 

molécula que é fundamental para promover a ativação do inflamassoma e a imunidade na 

Leishmaniose. 

 

Palavras-chave:  Leishmania, GSDMD, Inflamassoma 
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ABSTRACT 

 

 Leishmania is an obligate intracellular parasite that causes Leishmaniasis, a 

disease that affects millions of people worldwide. Leishmania evades immune response 

by inhibiting specific processes on parasite-containing immune cells, yet the NLRP3 

inflammasome activation is key for disease outcome. The molecular mechanisms 

upstream of the inflammasome activation are still unclear and there is no evident host cell 

death in Leishmania-infected cells. Here, we investigated the participation of Gasdermin-

D (GSDMD, a pore-forming effector protein associated with pyroptosis) during 

Leishmania infection in macrophages and in vivo. We demonstrated that despite the 

absence of pyroptosis, GSDMD is active at the early stages of L. amazonensis infection 

in macrophages, allowing a transient cell permeabilization and potassium efflux, 

promoting NLRP3 inflammasome activation. However, soon after the infection, GSDMD 

is processed in to a non-canonical 25 kDa fragment in Leishmania-infected cells. Non-

canonical processing of GSDMD does not require caspase activation and may represent 

a subversion strategy used by Leishmania to inhibit cell death. Gsdmd–/– macrophages 

exhibit less ASC puncta formation and IL-1β production in response to infection, 

suggesting that the transient GSDMD-mediated permeabilization contributes for NLRP3 

inflammasome activation. Mouse and macrophages deficient in GSDMD were highly 

susceptible to infection by several Leishmania species, including L. amazonensis, L. 

major, L. braziliensis and L. mexicana, confirming a key role of Gasdermin-D for 

inflammasome mediated host resistance to infection. Finally, ASC/NLRP3 puncta and 

cleaved Gasdermin-D were present in skin biopsies of leishmaniasis patients, supporting 

the role of these molecules during active disease in humans. Altogether, our findings 

reveal that Leishmania subvert the normal functions of GSDMD, a molecule that is key 

to promote inflammasome activation and immunity in Leishmaniasis. 

 

Keywords:  Leishmania, GSDMD, Inflammasome 
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2. INTRODUÇÃO 

2.1 Classificação e Taxonomia 

A leishmaniose é uma doença transmitida por artrópodes, que possui como 

agentes causadores parasitas pertencentes ao Reino Eukaryota, Classe Kinetoplastea, 

Subclase Metakinetoplastina, Ordem Trypannosomatida, Família Trypanosomatidae, 

Subfamília Leishmaniinae e Gênero Leishmania (Lainson and Shaw, 1987; Schoch et al., 

2020). 

Atualmente, foram descritas 18 espécies de Leishmania que são patogênicas para 

os humanos, pertencentes aos subgêneros Leishmania, Viannia e Mundinia e estão 

distribuídas em todo o mundo, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais 

(Steverding, 2017). 

 

2.2 Epidemiologia 

Existem três principais formas da doença: Leishmaniose cutânea (CL, do inglês 

cutaneous leishmaniasis), Leishmaniose visceral (VL, do inglês visceral leishmaniasis) 

e a Leishmaniose mucocutânea (MCL, do inglês mucocutaneous leishmaniasis). A 

leishmaniose cutânea é a forma mais comum da doença. A Organização Mundial da 

Saúde estima de 0,6 a 1 milhão de novos casos de leishmaniose cutânea no mundo. 

Atualmente, mais de 1 bilhão de pessoas vivem com leishmaniose em áreas endêmicas. 

Devido à alta incidência da doença, a Organização Mundial da Saúde inclui a 

leishmaniose entre as seis endemias mais importantes em todo o mundo (PAHO/WHO, 

2022). 

Os parasitas que costumam causar a leishmaniose cutânea são comumente 

divididos em espécies do velho mundo (Leishmania major, L. tropica e L. aethiopica), 

que são prevalentes no Mediterrâneo, África, Índia e espécies do novo mundo (L. 

amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis e L. guyanensis) que são endêmicas na América 

Central e do Sul. 

Nos últimos anos, tem se observado um grande aumento da leishmaniose em áreas 

de conflito do Oriente Médio, com a Síria e o Afeganistão possuindo as maiores 

prevalências mundiais (Du et al., 2016) (Figura 3). Em 2020, o Brasil possuía uma 

prevalência de 7,5 casos para cada 100 mil habitantes, uma taxa mais baixa que a Costa 

Rica (10,19 casos para cada 100 mil habitantes), Colômbia (11,96 casos para cada 100 

mil habitantes), Peru (12,52 casos para cada 100 mil habitantes), Honduras (14,5 casos 
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para cada 100 mil habitantes), Bolívia (17,4 casos para cada 100 mil habitantes) e Panamá 

(21,4 casos para cada 100 mil habitantes), seus países vizinhos na América Central e do 

Sul (Figura 3) (WHO, 2020b).  

 

 

Figura 3. Taxa de prevalência da leishmaniose cutânea no mundo, 2020. Dados obtidos no 

WHO. 

 

A prevalência da leishmaniose cutânea é bastante variável entre os estados 

brasileiros, possuindo casos autóctones em todos eles. A região da Amazônia Legal (que 

compreende os estados do Acre, Amazonas, Roraima, Rondônia, Amapá, Mato Grosso, 

Tocantins, Pará e Maranhão) é a região que contribui com o maior número de casos, 

possuindo uma prevalência acima de 30 casos para cada 100 mil habitantes (Figura 4) 

(Datasus, 2022). A grande contribuição da Amazônia Legal nos casos de leishmaniose 

pode ser devido a surtos epidêmicos associados à derrubada das matas e da exploração 

desordenada das florestas. Nesse caso, a leishmaniose pode ser transmitida 

fundamentalmente por animais silvestres quando o homem entra em contato com áreas 

de mata fechada ou na interface da área peridomiciliar com áreas de mata, onde o homem 

costuma desenvolver atividades ligadas à agricultura. 
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Figura 4. Taxa de prevalência leishmaniose cutânea no Brasil por unidade federativa, 2020. 

Dados obtidos no (Datasus, 2022). 

 

Analisando a série histórica dos casos de leishmaniose no Brasil, observa-se nos 

últimos anos uma tendência de diminuição no número de casos reportados e na taxa de 

prevalência da doença (Datasus, 2022). Figura 5 

 

 

Figura 5. Série histórica do número de casos reportados versus taxa de prevalência da 

leishmaniose cutânea no Brasil. Dados obtidos no (Datasus, 2022). 

 

2.3 Morfologia 

As diferentes espécies de Leishmania são morfologicamente similares, entretanto 

elas possuem duas importantes morfologias, no mosquito como promastigota e no 
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mamífero como amastigota (Figura 6). A arquitetura celular é conservada entre essas 

duas morfologias que são bem características e possuem estruturas em comum, como a 

presença de um núcleo central, localizado anteriormente a ele se encontra o cinetoplasto, 

que é uma região onde se concentram as mitocôndrias e que está diretamente conectada 

ao corpúsculo basal (que se localiza na bolsa flagelar) de onde se origina o flagelo (Figura 

6). 

A morfologia da amastigota é caracterizada por uma forma esférica com um 

pequeno flagelo imóvel que emerge da bolsa flagelar de forma bem discreta, possuindo 

uma função sensorial (Gluenz et al., 2010; Wheeler et al., 2015). A morfologia da 

promastigota é definida por uma forma mais alongada e ovoide, com um longo flagelo 

móvel, que se estende para fora da bolsa flagelar e que é responsável em promover uma 

força propulsiva para a movimentação da Leishmania. 

 

 

 

Figura 6: Esquema indicando as principais estruturas de promastigotas e 

amastigotas da Leishmania (Criado com Biorender). 

 

2.4  Ciclo Biológico 

A Leishmania possui um ciclo de vida digenético, ou seja, seu ciclo de vida 

envolve um hospedeiro mamífero e um inseto vetor, sendo capaz de infectar dois 

hospedeiros. Quando um mosquito infectado pela Leishmania se alimenta de sangue, 

promastigotas metacíclicas são depositadas no lugar onde o mosquito se alimentou 

(Figura 7). As formas promastigotas metacíclicas são altamente móveis e capazes de 

induzir ao remodelamento do colágeno, possivelmente pela secreção de 
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metaloproteinases e cisteínoproteinases, o que permite a migração delas através da matriz 

extracelular, composta principalmente por colágeno (Lira et al., 1997; Fatoux-Ardore et 

al., 2014; Petropolis et al., 2014; Findlay et al., 2021). O dano gerado na pele do 

hospedeiro pelo mosquito atrai macrófagos e neutrófilos para o local da lesão, essas 

células são, então, infectadas pela Leishmania (Ribeiro-Gomes et al., 2004; Chaves et al., 

2020). 

Os neutrófilos são as primeiras células a migrar para o sítio de infecção e fagocitar 

os parasitas, induzindo a liberação de espécies reativas de oxigênio e peptídeos 

antibacterianos no vacúolo parasitóforo, bem como a liberação de NETS (Rochael et al., 

2015), entretanto in vivo este processo não é capaz de diminuir a viabilidade dos parasitas 

(Hurrell et al., 2015). Macrófagos dermais e macrófagos que migraram para o sítio de 

infecção são então infectados por meio da eferocitose de neutrófilos parasitados (Van 

Zandbergen et al., 2004; Chaves et al., 2020). 

Ao serem fagocitadas pelos macrófagos, as leishmanias se diferenciam em 

amastigotas, e os macrófagos migram para o linfonodo drenante (Moll et al., 1993; 

Muraille et al., 2003; Ritter et al., 2004). Acredita-se que esse processo pode ser 

modulado pelo parasita e possui um importante papel na disseminação da doença. Na fase 

crônica da doença, o colágeno da pele é substituído pelo colágeno III, essa mudança pode 

induzir à presença de uma matriz extracelular mais macia, pela qual os parasitas 

conseguiriam migrar e invadir o tecido de forma mais fácil (Abreu-Silva et al., 2004). O 

ciclo se completa quando um flebotomíneo não infectado realiza o repasto sanguíneo em 

um mamífero infectado, ingerindo macrófagos ou células dendríticas infectadas (e que se 

localizam no sítio de infecção). Os macrófagos se são destruídos em poucas horas 

liberando as formas amastigotas da Leishmania no aparelho digestivo do flebotomíneo, 

em torno de 24-48hs a Leishmania se diferencia em promastigota (Sacks and Perkins, 

1984; 1985; Killick Kendrick and Rioux, 1991; Bates and Rogers, 2004; Ambit et al., 

2011).  
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Figura 7: Ciclo de vida da  Leishmania (Criado com Biorender). 

 

2.5 Apresentação Clínica da Leishmaniose Cutânea  

A leishmaniose tegumentar apresenta um espectro de manifestações, podendo se 

manifestar como uma lesão única, exclusivamente cutânea e que tende à cicatrização ou 

as lesões podem ser numerosas, sendo denominada de leishmaniose cutânea disseminada. 

De forma geral, as lesões podem persistir por meses e algumas vezes por anos, e 

costumam aparecer algumas semanas ou meses após a exposição. As lesões se apresentam 

tipicamente como pápulas, placas nodulares ou lesões ulcerativas, com borda elevada e 

uma depressão central, fundo granuloso que pode estar recoberta por uma crosta, algumas 

lesões persistem como nódulos (Figura 8). As lesões geralmente são indolores, mas 

podem ser dolorosas principalmente se houver infecção bacteriana secundária (Brasil, 

2017)  

 

 

Figura 8. Lesão de leishmaniose Cutânea. (Brasil, 2017) 
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2.6 Aspectos Imunológicos 

Durante o repasto sanguíneo, o conteúdo das glândulas salivares do flebotomíneo 

é injetado na pele do hospedeiro mamífero junto com as formas metacíclicas da 

Leishmania. A saliva do flebotomíneo é capaz de promover uma reposta imune inicial 

que favorece o estabelecimento da doença, entre as funções que a saliva do flebotomíneo 

exerce podemos destacar a regulação da cascata de coagulação, aumento na migração de 

neutrófilos, aumento na secreção de IL6, diminuição na secreção de TNF, além de 

diminuir a síntese de óxido nítrico (Rohousová and Volf, 2006; Menezes et al., 2008). As 

células da epiderme (como os queratinócitos) respondem ao dano causado secretando 

moléculas coestimuladoras (como IFN-γ) que, então, atraem e induzem à ativação de 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos (Mbow et al., 2001). 

Macrófagos e neutrófilos, estão presentes nas primeiras horas de infecção e são 

capazes de fagocitar e induzir à secreção de diversas citocinas iniciando a resposta imune 

inata e adaptativa. A replicação do parasito no interior de macrófagos induz à produção 

de NO e ROS após a ativação dos macrófagos com IFN-γ (Nacy et al., 1985; Gantt et al., 

2001). O balanço entre as respostas Th1 e Th2 é determinante na progressão da 

leishmaniose. Uma resposta Th1 desbalanceada (excessiva secreção de IFN-γ e TNF-α) 

está associada com quadros mais graves de leishmaniose cutânea e mucocutânea (Melby 

et al., 1994; Bacellar et al., 2002).  

As células dendríticas derivadas de monócitos (moDCs) também possuem um 

papel importante na leishmaniose secretando IL-12, o que favorece um perfil de linfócitos 

Th1 (León et al., 2007). O receptor de quimiocina CCR2 auxilia na migração das células 

dendríticas inflamatórias para os linfonodos e na sua ausência há o favorecimento de uma 

resposta Th2 (Sato et al., 2000; De Trez et al., 2009).  

 

2.7 Ativação do inflamassoma na leishmaniose  

Para se iniciar a resposta imune e o reconhecimento do patógeno por meio de 

PRRs (do inglês, Pattern Recognition Receptors). Dentre os principais PRRs envolvidos 

no reconhecimento de PAMPs (do inglês, Pathogen Associated Molecular Patterns) 

durante a infecção por  Leishmania spp. estão os TLRs (do inglês, Toll like Receptors) 

(Kropf et al., 2004; Liese et al., 2007; Osanya et al., 2011), NLRs (do inglês, NOD-like 

receptor) e CLRs (C-type Lectin Receptor) (Lefèvre et al., 2013; Lima-Junior et al., 2013; 

Lima-Junior et al., 2017).  

Os TLRs são proteínas transmembranas, caracterizados por um ectodomínio 

reconhecedor dos PAMPs, composto por regiões repetitivas ricas em leucina (LRR) e 
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uma cauda citoplasmática para a sinalização intracelular, referida como TIR (Toll/IL-1 

receptor), e que serve para a ligação de diversas proteínas quiinases e proteínas 

adaptadoras que iniciarão o processo de sinalização intracelular (Akira and Takeda, 

2004). Sabe-se que TLR2 (Osanya et al., 2011), TLR3 (Flandin et al., 2006), TLR4 

(Kropf et al., 2004) e TLR9 (Liese et al., 2007; Abou Fakher et al., 2009) desempenham 

uma função importante na leishmaniose. A sinalização via TLRs culmina com a 

transcrição de genes inflamatórios como pro-IL-1β, pro-IL-18 e NLRP3 (Zamboni and 

Lima-Junior, 2015). Os NLR são de grande importância na leishmaniose, um exemplo é 

o inflamassoma de NLRP3 (Lima-Junior et al., 2013; Gurung et al., 2015; Charmoy et 

al., 2016; Chaves et al., 2019; De Carvalho, Andrade, et al., 2019). Até o momento são 

conhecidos dois mecanismos de ativação do inflamassoma de NLRP3 na infecção por L. 

amazonensis, o primeiro mecanismo mostra que a dectina 1 (que é um receptor de lectina 

do tipo C - CLR) induziu à produção de ROS via proteína quinase Syk, atuando na 

ativação do inflamassoma NLRP3 durante a infecção por L. amazonensis (Lima-Junior et 

al., 2017). O segundo mecanismo descrito mostra que LPG é capaz de ativar o 

inflamassoma de NLRP3 de forma não canônica via caspase-11 (De Carvalho, Andrade, 

et al., 2019). Essas duas vias são capazes de induzir à secreção de IL-1β, que é importante 

para a restrição da replicação do parasita (Lima-Junior et al., 2013). 

A sinalização da IL-1 via IL-1R e Myd88 contribui para a produção de NO que 

desempenha um papel microbicida (Lima-Junior et al., 2013). Por outro lado, a IL-18 

pode agir em sinergismo com IL-12 na indução de um perfil Th1(Li et al., 2004; 

Haeberlein et al., 2010) ou em sinergismo com a IL-4, auxiliando para um perfil Th2 

(Bryson et al., 2008), que é desfavorável para o controle da infecção. As vias de ativação 

do inflamassoma estão descritas na Figura 9. 
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Figura 9. Ativação do inflamassoma na leishmaniose (Criado com Biorender). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

A leishmaniose é uma doença tropical negligenciada que afeta principalmente a 

população em países tropicais e subtropicais da África, Ásia e América Latina 

(PAHO/WHO; Alvar et al., 2012; WHO, 2020a). São conhecidas mais de 20 espécies que 

podem causar Leishmaniose em humanos e as manifestações clínicas da doença podem 

ser visceral ou cutâneas, podendo variar de lesões indolores às formas difusas ou 

mucocutânea (Chappuis et al., 2007; Reithinger et al., 2007; Alvar et al., 2012). Estima-

se que cerca de 2 milhões de novos casos aparecem a cada ano e 12 milhões de pacientes 

têm doença ativa (PAHO/WHO; WHO, 2020a).  

No hospedeiro mamífero, a Leishmania se replica em fagócitos profissionais e é 

bem aceito que regulação a das vias de morte celular das células hospedeiras é um 

mecanismo de evasão da resposta imune. Assim, a inibição da apoptose durante a infecção 

pela Leishmania já foi relatada em uma ampla gama de espécies e em muitos tipos de 

células (Aga et al., 2002; Akarid et al., 2004; Lisi et al., 2005; Ruhland et al., 2007; 

Gutiérrez-Kobeh et al., 2013; Gupta et al., 2016). Desta forma, logo após a infecção, o 

parasita manipula a maquinaria de morte celular para prevenir a morte da célula 

hospedeira e assegura a formação dos vacúolos parasitóforos que suportam a replicação 

de parasitas.  

Independentemente da morte celular, a ativação de receptores imunes inatos 

representa um mecanismos importante para a restrição da infecção pela Leishmania 

(revisado em Zamboni and Lima-Junior, 2015). Membros dos receptores endossomais do 

tipo Toll (TLR3, 7 e 9) (Flandin et al., 2006; Ives et al., 2011; Schamber-Reis et al., 2013; 

Franco et al., 2017) e os inflamassomas estão entre os receptores imunes inatos ativados 

durante a infecção por  Leishmania (Lima-Junior et al., 2013; Gurung et al., 2015; 

Charmoy et al., 2016; Lima-Junior et al., 2017; Chaves et al., 2019; De Carvalho, 

Andrade, et al., 2019; De Carvalho, Lima-Junior, et al., 2019). O inflamassoma é um 

complexo proteico composto por uma proteína sensora (como NLRP3), uma proteína 

adaptadora (como a proteína ASC) e uma caspase inflamatória, como a caspase-1 e 

caspase-4 (humano)/caspase-11 (camundongos) (revisado em Broz and Dixit, 2016). 

A ativação de caspases inflamatórias pelo inflamassoma pode levar à morte 

celular inflamatória, conhecida como piroptose, processo importante para a eliminação 

de patógenos intracelulares (revisado em Jorgensen et al., 2017). Mecanicamente, a morte 
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celular piroptótica ocorre após a clivagem da Gasdermin-D (GSDMD), uma proteína 

efetora formadora de poros que é clivada por caspase-1 e caspase-4/11 (Kayagaki et al., 

2015; Shi et al., 2015; Liu et al., 2016). A GSDMD é composta por uma região efetora 

N-terminal e uma região C-terminal inibitória (Liu et al., 2018; Ruan et al., 2018; Wang, 

K. et al., 2020). Após a ativação do inflamassoma, caspase-1 e/ou caspase-11 clivam 

GSDMD, liberando o fragmento N-terminal que é o domínio efetor. A porção N-terminal 

da proteína oligomeriza na membrana plasmática, formando poros em forma de anel que 

causam a morte celular devido à liberação de conteúdo intracelular e desequilíbrio 

osmótico (Fink and Cookson, 2006; Aglietti et al., 2016; Ding et al., 2016; Liu et al., 

2016; Sborgi et al., 2016). Além disso, os poros formados pela GSDMD funcionam como 

canais para a liberação de IL-1β, que pode ocorrer mesmo em células viáveis (Evavold et 

al., 2018). Tais características tornam a GSDMD uma molécula de grande importância 

na indução de respostas imunes protetoras contra patógenos intracelulares (Orning et al., 

2019).  

Embora um número significativo de estudos, realizados por diferentes grupos, 

tenha demonstraram o papel fundamental dos inflamassomas na resposta do hospedeiro 

à Leishmania, os mecanismos moleculares que levam à ativação do inflamassoma 

permanecem obscuros. Foi demonstrado anteriormente que as vias de sinalização do 

hospedeiro, como Dectin-1/Syk Kinase e a produção de ROS gerada durante a fagocitose 

do parasita é responsável pela ativação de NLRP3 (Lima-Junior et al., 2017). Além disso, 

o efluxo de K+, que é bem relatado como essencial para a ativação do NLRP3 em resposta 

a muitos estímulos é realmente necessária para a ativação do inflamassoma em resposta 

a  Leishmania em células de camundongos e humanos (Lima-Junior et al., 2013; De 

Carvalho, Lima-Junior, et al., 2019; Cardoso et al., 2021). Nesse contexto, a necessidade 

do efluxo de K+ para ativação de NLRP3 em células infectadas por Leishmania é 

paradoxal porque os parasitas de Leishmania previnem ativamente os danos da membrana 

plasmática evitam a morte da célula hospedeira, conforme amplamente relatado 

(Handman and Bullen, 2002; Denkers and Butcher, 2005; Gregory and Olivier, 2005; 

Podinovskaia and Descoteaux, 2015). Além de não existirem trabalhos publicados que 

demonstram a importância da GSDMD na infecção por Leishmania spp. Para responder 

a essas questões-chave, avaliamos o papel do GSDMD na infecção por  Leishmania.  
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4. OBJETIVOS 

4.1  Objetivo Geral 

 

Avaliar o papel da Gasdermina-D na ativação do inflamassoma durante infecção 

por  Leishmania spp. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

i) Avaliar a ativação de GSDMD em resposta à infecção por Leishmania 

Racional: A GSDMD é a principal molécula na formação de poro via ativação de 

caspases inflamatórias (caspase-1 e caspase-11) e desempenha importante papel na 

indução do processo de piroptose, sendo uma molécula efetora importante da via do 

inflamassoma (Shi et al., 2015). Assim, hipotetizamos que a ativação do inflamassoma 

induz à formação de poro pela GSDMD. Dados já publicados e os resultados 

recentemente obtidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstram que o tratamento com 

potássio extracelular inibe a ativação de NLRP3, levando à falha no controle replicativo 

de L. amazonensis (Lima-Junior et al., 2013). Dessa forma, estabelecer a correlação entre 

a formação de poros pela GSDMD e o efluxo de potássio para ativação do inflamassoma 

de NLRP3 em resposta à infecção por L. amazonensis contribuiria para o conhecimento 

das vias intracelulares para o controle do patógeno.  

 

ii) Avaliar as vias do inflamassoma responsáveis pela clivagem da GSDMD 

in vitro e in vivo.  

Racional: Em modelos experimentais bacterianos já foi descrito que a ativação 

dos inflamassomas de NLRP3 e AIM2 leva a clivagem de GSDMD pelas caspase-1 ou 

caspase 11 (Hornung et al., 2009; Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015), ocorrendo a 

associação da região N-terminal da GSDMD e a formação do poro (He et al., 2015). 

Entretanto, ainda não são conhecidas as vias de ativação da GSDMD durante a infecção 

pela Leishmania, sendo de extrema importância a caracterização desses processos em 

doenças infecciosas inflamatórias, pois o entendimento dessas vias pode futuramente ser 

utilizado com propósitos terapêuticos. Assim, temos como objetivo investigar quais dos 

inflamassomas são responsáveis pela clivagem de GSDMD e a formação de poro.  
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iii) Avaliar a localização intracelular de GSDMD em resposta à infecção por 

L. amazonensis.  

Racional: A GSDMD possui uma estrutura composta por duas regiões, uma N-

terminal efetora e uma região C-terminal auto inibitória (Liu et al., 2016; Liu et al., 2018) 

Após a ativação do inflamassoma, as caspases-1 e a caspase-11 clivam a GSDMD 

(Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015), dessa forma a região N-terminal da proteína se 

oligomeriza em estruturas em forma de anel, formando poros na membrana (Aglietti et 

al., 2016; Ding et al., 2016; Liu et al., 2016). Recentemente foi descrito que mesmo em 

células viáveis esses poros são canais para a liberação de IL-1β (Evavold et al., 2018). 

Para compreender melhor esse mecanismo na infecção pela L. amazonensis, pretendemos 

identificar a localização intracelular e a formação do poro de GSDMD em resposta à 

infecção.  

 

iv) Avaliar a importância de GSDMD no controle da replicação em 

macrófagos e in vivo.  

Racional: Resultados já publicados pelo nosso grupo de pesquisa mostram que o 

inflamassoma de NLRP3 é importante para o controle da replicação da Leishmania 

(Lima-Junior et al., 2013). A ativação do NLRP3 pode ocorrer por uma via não canônica, 

em que a formação do poro em resposta a diferentes inflamassomas é responsável pelo 

efluxo de potássio que ativa o NLRP3 (Cunha et al., 2017). Assim, acreditamos que o 

reconhecimento da L. amazonensis pelo inflamassoma leva a formação de poro pela 

GSDMD e que o efluxo de K+ resultante desse processo é responsável por ativar o 

NLRP3, resultando no controle da replicação do parasita. Dessa maneira, pretendemos 

avaliar se a GSDMD é importante para a replicação da Leishmania em infecções de 

macrófagos in vitro e in vivo de camundongo deficientes para GSDMD.  

 

v) Avaliar a ativação da GSDMD nas lesões de pacientes com leishmaniose 

cutânea. 

Racional: Afim de avaliar se os nossos achados in vitro e in vivo em camundongos 

são aplicáveis na fisiopatologia da leishmaniose cutânea em humanos, vamos avaliar a 

ativação do inflamassoma e clivagem da GSDMD em biopsias de pele de pacientes com 

leishmaniose. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Animais e infecção 

Camundongos fêmeas C57BL/6 (WT – Jackson Laboratório, número de estoque 

000664) com idade entre seis e oito semanas e deficiente em caspase-11 (Casp11–/–) 

(Kayagaki et al., 2011), caspase-1/11 (Casp1/11–/–) (Kuida et al., 1995), NLRP3 (Nlrp3–

/–) (Mariathasan et al., 2006) e Gasdermin-D (Gsdmd–/–) (Chen et al., 2019) com 

background de C57BL/6 foram mantidos sob condições livres de patógenos no 

Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogênicos da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo (FMRP/USP). Os 

experimentos com animais foram realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética 

para uso animal, CETEA/FMRP (Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Protocolo aprovado 018/2019). 

 

5.2 Cepas de parasitas e cultivo de parasitas 

Os parasitas utilizados neste estudo são Leishmania (L.) amazonensis PH8 

(IFLA/BR/67/PH8) e esta cepa expressando constitutivamente a proteína fluorescente 

vermelha (RFP) (gentilmente cedida pelo Prof. Dr. David L. Sacks, Instituto Nacional de 

Alergia e Doenças Infecciosas (NIAID504 NIH, EUA), cepa Leishmania (V.) braziliensis 

M2903 (MHOM/BR/75/M2903), cepa Leishmania (L.) major LV39 (MRHO/SU/59/P) e 

cepa Leishmania (L.) mexicana M379 (MNYC/BZ/62/M379). As cepas de Leishmania 

braziliensis e Leishmania mexicana expressando constitutivamente EGFP foram 

construídas amplificando EGFP de pEGFP-C1 usando os primers NotI_FP_C1_F 

(GCGGCCGCATGGTGAGCAAGGGCGA) e BamHI_FP_C1_R 

(TGGATCCTTATCCCGGGCCCGCGGTACC). O EGFP foi clonado no plasmídeo 

pSSU-tdTomato-Neo (Beattie et al., 2010) originando pSSU-EGFP-C1-Neo. O pSSU-

EGFP512 C1-Neo foi duplamente digerido com PacI e PmeI, e o fragmento de DNA 

linear foi usado no processo de transfecção das leishmanias. Após seleção positiva com 

G418, os clones transfectados foram selecionados por PCR com os seguintes primers: 

Neo_end_F (CTATCGCCCTTCTTGACGAGTTCTTCTG) e Down_SSU_R 

(AGGAAGCCAAGTCATCCATC). A expressão de EGFP em promastigotas foi 

confirmada por microscopia de fluorescência. Leishmania (L.) major LV39 

(MRHO/SU/59/P) expressando constitutivamente DSRed foram gentilmente cedidos pela 

profa. Dra. Ângela Cruz (FMRP/USP, Brasil). 
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Os parasitas foram cultivados a 26 °C em meio Schneider (Invitrogen, Carlsbad, 

CA), pH 6,5, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO BRL), 100 

U/ml de penicilina G (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA), 2 mM de L-glutamina e 

1 mg/ml de biopterina (Sigma). Após seis passagens em cultura, os parasitas foram 

passados em camundongo C57BL/6 para garantir que a virulência da cepa fosse mantida. 

As formas infecciosas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis foram isoladas da 

fase estacionária da cultura, por meio de centrifugações seriadas a 800 rpm e depois a 

4000 rpm. A  Leishmania em fase metacíclica foi isolada por gradiente de densidade 

usando ficol 40% e 10% de acordo com o protocolo descrito (Späth and Beverley, 2001). 

 

5.3 Preparação de macrófagos derivados de medula óssea de 

camundongo e infecção in vitro  

Macrófagos derivados de medula óssea (BMDMs) foram diferenciados da medula 

óssea extraída de fêmures de camundongos C57BL/6 (WT), Nlrp3–/–, Casp1/11–/–, 

Casp11–/– e Gsdmd–/–. As células da medula óssea foram diferenciadas em meio R10/20 

compreendendo RPMI 1640 contendo 20% de SFB, 20% de meio condicionado de 

células S3T3, 15 mM de HEPES, 2g NaHCO3, 100 U/ml de penicilina, 100 μg/ml de 

estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. O as células foram mantidas em placas de Petri 

de dimensões 90 x 15 mm (Becton Dive - BD, EUA), a 37º C, em atmosfera umidificada 

contendo 5% de CO2. Após 4 dias, mais 10 ml do respectivo meio foi adicionado. Após 

sete dias de incubação, os macrófagos foram coletados lavando as monocamadas com 

solução salina tamponada com fosfato (PBS) gelada. 

 As células foram colocadas em placas de 6, 12, 24 ou 96 poços, em meio R10 

(RPMI contendo 10% SFB) e deixadas para aderir por 24 horas antes de serem usadas 

nos experimentos. Após 24 horas, os BMDMs foram infectados com formas 

promastigotas do parasita na fase estacionária, com MOI 10. Após 1, 2 ou 4 horas de 

infecção (conforme indicado nas legendas), as culturas infectadas foram lavadas com PBS 

a 37ºC e 10% de cultura RPMI médio (10% de SFB). 

 

5.4  Transdução retroviral de GSDMD-mNeon 

 O vetor lentiviral que codifica GSDMD-mNeon-tagged (Rathkey et al., 2017) foi 

usado para expressar GSDMD-mNeon em macrófagos. Os vetores psPAX2 e PMDG 

foram usados para a montagem dos retrovírus em monocamadas de células HEK Peak 

(ATTC CRL-2828) transfectadas com os três plasmídeos. O sobrenadante de células Peak 

foi coletado 3 dias após a transfecção, filtrado por um filtro de 0,45μm e adicionado às 
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culturas de BMDMs após 3 dias de diferenciação. BMDMs foram obtidos do fêmur de 

camundongos Gsdmd–/– cultivados em meio RPMI 1640 suplementado com 20% SFB e 

20% sobrenadante de células S3T3. Após 3 dias de diferenciação, os BMDMs foram 

coletados e colocados em cultura contendo sobrenadante de células Peak e suplementado 

com RPMI contendo 20% de SFB e 20% de S3T3. Os BMDMs foram novamente 

alimentados no 5º dia de cultivo, com meio RPMI 1640 contendo 20% de S3T3 e 20% de 

SFB e as células que expressam os plasmídeos foram selecionados usando 1mg/ml de 

G418 por 3 dias. Após 7 dias de cultura, a monocamada de macrófagos expressando 

GSDMD-mNeon foram descoladas com PBS gelado e colocados em placas de 24 poços, 

contendo lamínulas de 13 mm. A cultura de macrófagos expressando GSDMD-mNeon 

foi infectada com L. amazonensis que expressa constitutivamente RFP em um MOI 5. 

 

5.5  Imunofluorescência 

 Para experimentos in vitro, BMDMs foram plaqueados em lamínulas de 13 mm 

na confluência de 2x105 células/poço, em placas de 24 poços. As células foram infectadas 

com L. amazonensis expressando RFP. As placas foram centrifugadas a 200 x g por 5 

minutos em temperatura ambiente e incubadas por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. A 

membrana plasmática foi corada com Aglutinina de Germe de Trigo (Wheat Germ 

Agglutinin - WGA) conjugado com Alexa Fluor® 647 (Invitrogen; W32466) seguindo as 

instruções de fabricação. As células foram então fixadas com paraformaldeído a 4% e 

permeabilizadas com saponina a 0,1%. As lamínulas foram lavadas com PBS e 

bloqueadas por 1 hora, em temperatura ambiente, com PBS contendo 10% de soro de 

cabra. Os puncta de ASC foram marcados com anticorpo anti-ASC (1:2000; Adipogen 

AL177) ou anti-GSDMD C-terminal clivado (1:1000; Abcam; ab255603), seguido de 

coloração com anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor®-488 ou 594 (diluição 

1: 3000, Invitrogen, Molecular Probes). Todas as lavagens foram feitas em PBS e todas 

as diluições foram em PBS-Soro de Cabra. As lamínulas foram invertidas em meio de 

montagem contendo DAPI (DAPI ProLongTM Gold Antifade Reagent, Invitrogen) em 

lâminas para microscopia de fluorescência. A avaliação da formação de poros de 

GSDMD-mNeon e puncta de ASC foi realizada observando 100 células em ampliação de 

63x, no microscópio Multifoton Zeiss LSM 780 microscópio. A porcentagem de células 

apresentando puncta de ASC ou GSDMD clivada foi obtida e foram calculados os desvios 

padrão a partir de três lamínulas.  

Para imunofluorescência de biópsia de pele humana e orelhas infectadas de 

camundongos, amostras de tecido com 3 μm de espessura foram corados com 
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hematoxilina e eosina (H&E) e analisados por patologistas. Os cortes de 3 μm de 

espessura foram incubados com anticorpo primário overnight a 4ºC e com os anticorpos 

secundários anti-cabra, anti-camundongo ou anti-coelho Alexa fluor-647, 594 ou 488 

(Invitrogen). Para contagens de puncta, os cortes teciduais foram visualizados em uma 

objetiva de 63x e imagens aleatória foram adquiridas usando o sistema Axio Observer 

combinado com o dispositivo confocal LSM 780 com ampliação de 63x (Carl Zeiss), foi 

analisada uma área de ~1,7 mm2 por caso. A contagem manual dos puncta e das células 

foram normalizadas pela área do tecido analisado e as análises morfométricas foram 

realizadas conforme descrito (Weibel, 1963). 

 

5.6  Ensaio ELISA 

 Para a quantificação de citocinas por ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay), BMDMs foram plaqueados em placas de 24 poços (5 x 105 células/poço) e pré-

tratados com 100ng/ml LPS (Escherichia coli 055: B5 LPS, Sigma) ou Pam3Cys por 4 

horas e depois infectado com L. amazonensis (MOI 10). A citocina IL-1β presente no 

sobrenadante foi medido por ELISA usando o kit BD OptEIA (BD Biosciences), de 

acordo com instruções fornecidas pelo fabricante.  

 

5.7 Ensaios de permeabilização de membrana  

Para avaliar o influxo de iodeto de propídio (PI) por citometria de fluxo, BMDMs 

na confluência de 5x105 células/poço foram cultivadas em placas de 24 poços. As células 

foram infectadas com L. amazonensis com MOI 10 e centrifugado a 200 x g por 5 min, 

25 °C. Após 4h e 24h as células foram tratadas com meio R10 contendo PI (5μg/ml) por 

30 min, após as placas foram lavadas com PBS e as células foram soltas com tripsina. A 

fluorescência das células marcadas com PI foi detectada em citômetro de fluxo no canal 

FL3. Para avaliar o influxo de iodeto de propídio (PI) por imunofluorescência, BMDMs 

plaqueados em lâminas de vidro de 13 mm em placas de cultura de 24 poços na 

confluência de 5x105 células/poço foram infectadas com  Leishmania (MOI 10) a 5x105. 

Antes da infecção as células foram tratadas com 100 ng/ml de LPS ou Pam3Cys por 4 

horas. Após a infecção as placas foram centrifugadas por 200xg por 5 min em temperatura 

ambiente e incubadas por 2h ou 24h a 37 °C em 5% de CO2. As lamínulas foram então 

invertidas em uma gota de 5 μL de PBS contendo 25 μg/ml de PI e 5 μg/ml de Hoechst. 

Todas as células foram coradas com Hoechst, enquanto que apenas células com poros de 

membrana permitiram a difusão do PI na célula. As imagens foram adquiridas usando 
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microscópio Leica (DMI4000B) com objetivas de 100x e analisados usando o software 

ImageJ. 

 

5.8  Quantificação do K+ intracelular 

 As concentrações intracelulares de potássio foram determinadas por emissão de 

fluorescência da sonda Assante Potassium Green-2 (APG-2 AM, TEFlabs) conforme 

descrito anteriormente (Cunha et al., 2017). BMDMs de camundongos C57BL/6 (WT), 

Nlrp3-/-, Casp11-/- e Gsdmd–/– foram plaqueados em placas de 96 poços (Corning® 96 

Well Flat Clear Bottom Black Polystyrene TC-Treated Microplates) e infectadas com L. 

amazonensis por 2 ou 24 horas. Após a infecção, o sobrenadante foi removido, foi 

adicionado a cultura meio RMPI 1640 sem vermelho de fenol e sem SFB, contendo 5μM 

APG-2 AM por 30 minutos. Após a incubação com a sonda, os poços foram lavados 3 

vezes com PBS em temperatura ambiente e adicionado ao final das lavagens meio RPMI 

sem vermelho de fenol e sem SFB. A fluorescência foi lida no Fluorômetro FlexStation 

3 (Molecular Devices). Os parâmetros de análise do Relative Fluorescence Units (RFU), 

foram padronizados para ler a emissão no comprimento de onda determinado pelo 

fabricante. 

 

5.9  Quantificação de parasitas em células e tecidos  

A atividade leishmanicida de macrófagos in vitro foi determinada por citometria 

de fluxo usando o citômetro de fluxo FACS ACCURI C6 (BD Biosciences) ou contados 

em lâminas coradas com Giemsa em microscópio de luz com aumento de 40x, 1, 24, 48 

e 72 horas após a infecção. Os dados de citometria foram analisados usando o software 

FlowJo (Tree Star), foram considerados dois parâmetros: a porcentagem de células 

infectadas e a Média da Intensidade de Fluorescência (MFI), que reflete a média de 

amastigotas por célula. No Giemsa a taxa de infecção foi determinada pela proporção de 

células infectadas e células não infectadas (foram contados 100-200 BMDMs por 

lamínula analisada) e o número de amastigotas intracelulares por BMDM infectados.  

Para infecções in vivo, os camundongos foram infectados com 106 parasitas em 

fase estacionária ou 103 parasitos na fase metacíclica como descrito anteriormente. A 

lesão da orelha foi medida semanalmente com paquímetro digital e comparada com a 

espessura da orelha direita não infectada. Diluições limitantes foram usadas para avaliar 

as cargas de parasitas nos tecidos infectados conforme relatado (Lima-Junior et al., 2013). 

Resumidamente, na semana indicada, os camundongos foram sacrificados e a orelha 

infectada e o linfonodo drenante foram removidos, macerados e plaqueados em uma placa 
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de cultura de 96 poços com meio Schneider em uma diluição seriada de 1:20 para a orelha 

e 1:5 para o linfonodo. Após 7 dias de cultura a 26ºC, o número de parasitas no respectivo 

órgão foi contado de acordo com a crescimento observado na diluição seriada. 

 

5.10 Quantificação de parasitas e expressão de mRNA na orelha e 

linfonodos de camundongos infectados  

Os camundongos foram infectados com 103 parasitos de  Leishmania amazonensis 

na fase metacíclica como previamente descritos (Lima-Junior et al., 2013), após 15 

semanas a orelha e os linfonodos drenantes foram coletados. DNA e RNA foram obtidos 

por extração com 1 mL de reagente Trizol (ThermoFisher) e a purificação foi realizado 

de acordo com as instruções do fabricante. O RNA e o DNA foram quantificados por 

espectrofotometria no NanoDrop 2000c. A concentração do RNA foi ajustada para 1 

ug/μL. O RNA foi armazenado a -70 ◦C até a transcrição reversa e usado para a 

quantificação da expressão de mRNA de citocinas. DNA foi usado para a quantificação 

dos parasitas por PCR em tempo real, utilizando primers específicos para o gene kDNA 

do parasita como descritos anteriormente (Jara et al., 2013). Para transcrição reversa, o 

RNA total foi transcrito em DNA complementar (cDNA) usando um kit de transcrição 

reversa de cDNA de alta capacidade (sem inibidor) de acordo com o protocolo fornecido 

pelo fabricante (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA). A reação foi preparada em um 

volume final de 20,0 μL contendo 4,2 μL de H2O, 2,0 μL de tampão, 2,0 μL de primers 

aleatórios, 0,8 μL de dNTP Mix (100 mM), 1,0 μL de enzima transcriptase reversa (RT) 

e 1 μL de RNA (1 ug/μL). A solução foi então colocada em um termociclador com o 

seguinte programa: 25◦C por 10 min, 37ºC por 120 min e 85ºC por 5 min. A PCR em 

tempo real foi realizada em placas de 96 poços usando reagentes Sybr Green (Applied 

Biosystems, Waltham, MA, EUA) e um sistema de PCR em tempo real de estúdio Quant 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O RT-PCR foi realizado em um volume 

total de 20 μL em um 96-Placa MicroAmp Fast Optical de poços (Applied Biosystems). 

Cada poço continha 10 μL SYBR Green qPCR Master Mix (Thermofisher), 1 μL de cada 

primer, 2 μL cDNA (20 ng) e 7 μL de água livre de RNase usando o seguinte protocolo: 

desnaturação inicial a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 s 

seguido de anelamento/extensão a 60 °C por 60 s. As sequências de primers estão na 

Tabela 1. Cada PCR foi seguido por uma análise da curva de dissociação entre 60-95 °C. 

Os valores de Ct foram analisados pelo método comparativo Ct (ΔΔCt) e normalizado 

para o controle endógeno GAPDH. As diferenças de expressão gênicas foram 

normalizadas pela expressão 2−ΔΔCt. 
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5.11  Quantificação de citocinas ex vivo  

Os camundongos foram infectados com 103 de parasitos de  Leishmania 

amazonensis na fase metacíclica como previamente descritos (Lima-Junior et al., 2013), 

após 15 semanas as orelhas foram coletadas e maceradas em PBS. níveis de IL-1β foram 

avaliados por ensaio ELISA (R&D Systems) no macerado de orelha de camundongos 

infectados seguindo as instruções do fabricante. TNF-α, IL-4, IL-6, IL-10, IFN- γ e IL-

17 foram quantificados no macerado da orelha usando o kit CBA de citocinas 

(Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit; BD Biosciences) seguindo as instruções do fabricante. 

 

5.12  Western Blot 

Um total de 107 BMDMs foram plaqueados em placa de 6 poços, primados com 

100 ng/ml de LPS ultrapuro (InvivoGen, tlrl-peklps) por 4h e depois infectado com L. 

amazonensis por 24h. O sobrenadante foi coletado e concentrados por ultrafiltração 

(Amicon Ultra 0,5 mL). As células remanescentes nos poços foram lisadas com tampão 

RIPA (Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, 1% 

desoxicolato e 0,1% SDS) na presença de um coquetel de inibidores de protease (Roche). 

O lisado e sobrenadante foram ressuspendidos em tampão Laemmli (50mM Tris pH6,8; 

2% de SDS; 0,1% de azul de bromofenol; 10% de glicerol; 2,5% de β-mercaptoetanol). 

As proteínas foram fervidas a 100ºC por 5 min. A eletroforese das proteínas foi realizada 

em gel de acrilamida 12% (SDS PAGE), onde foi adicionado o lisado celular. A corrida 

ocorreu com tampão de corrida Tris/Glycine/SDS (25 mM Tris, 190 mM glycine, 0,1% 

SDS, pH 8,3) inicialmente a 80 V por e posteriormente a 100 V. As proteínas foram, 

então, transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,22 µm (GE Healthcare, 

USA) utilizando o sistema de transferência Semidry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, 

USA) a 15 volts por 30 min. Nesse sistema foi utilizado tampão de transferência (50mM 

Tris, 40mM glicina e 10% metanol). A membrana foi bloqueada com solução salina 

tamponada com Tris (TBS) com 0,01% de Tween-20 e 5% de leite em pó desnatado por 

1h. Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos monoclonais para 

IL-1β (1: 1000, Sigma, I3767) e GSDMD (1: 1000, Abcam, Ab209845) overnight a 4ºC, 

as membranas foram lavadas em TBS-Tween e incubadas por 1h a temperatura ambiente 

com anticorpos secundários específicos (1:3000). A detecção de anticorpos secundários 

infravermelhos foi visualizada pelo sistema de imagem LI-COR Odyssey CLx. O 

reagente ECL luminol (GE Healthcare) foi usado para a detecção de anticorpo 

secundários HRP para visualização por quimioluminescência convencional. 
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5.13  Avaliação de Citotoxicidade por Liberação de Lactato 

Desidrogenase (LDH) 

BMDMs foram plaqueados em placas de 24 poços com uma confluência de 5×105 

células/poço. Foi coletado o sobrenadante para avaliação da liberação da LDH por ensaios 

colorimétricos utilizando o kit CytoTox 96® (Promega) de acordo com instruções do 

fabricante. A porcentagem de liberação de LDH foi calculada como a razão da amostra 

pelo LDH máximo obtido a partir de BMDMs lisados com Triton X-100. A leitura foi 

realizada no FlexStation 3 (Molecular Devices) com uma OD 490 nm. 

 

5.14  Aquisição de Vídeo 

Para avaliar o influxo de iodeto de propídio (PI) por microscopia de lapso de 

tempo, BMDMs em uma confluência de 25x104 células/poço foram cultivados em placas 

de 30 mm. Antes da infecção, as células foram tratadas com 100 ng/ml de LPS ou 

Pam3Cys por 4h. As células foram infectadas com L. amazonensis com MOI 10 e 

centrifugado a 200 x g por 5 min, 25°C com meio R10 contendo iodeto de propídio 

(5μg/ml), após centrifugação as placas foram incubadas no microscópio BioStation IM-

Q (Nikon) e as imagens foram adquiridas a cada 10 min por 20 horas em contraste de fase 

e no canal 594. As imagens foram analisadas usando o software ImageJ. 

 

5.15 Ensaio de oligomerização ASC 

Um total de 107 BMDMs foram usados por poço em placas de 6 poços, primados 

com 100 ng/ml de LPS ultrapuro (InvivoGen, tlrl-peklps) por 4h e depois infectados com 

L. amazonensis por 24h. Os BMDMs foram ressuspensos em uma solução hipotônica (10 

mM Hepes - pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10mM KCl, 0,2 mM 734 PMSF, 0,5 mM DTT, 

coquetel de inibidor de protease Roche), incubado em gelo por 15 minutos, 

homogeneizado (Kontes 22 mm) e centrifugado por 8 minutos a 10.000 g. Os pellets 

foram ressuspensos em 500 μL de tampão CHAPs (20 mM HEPES-KOH - pH 7,5, 5 mM 

de MgCl2, 0,5 mM de EGTA, 0,1% de CHAPs, 0,1 mM de PMSF e inibidor de protease 

da Roche) e centrifugado por 8 minutos a 10.000 g. Finalmente, os pellets foram 

ressuspensos em 200 μL de tampão CHAPs, 4 μL de DSS 100 mM e incubada por 30 min 

no escuro. Os oligômeros foram resolvidos em 12% SDS-PAGE e visualizados por 

immunoblotting com um anticorpo anti-ASC (Adipogen AL177). 
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5.16  Amostras de biópsia de pele 

Biopsias de pele de pacientes infectados com L. braziliensis, foram obtidos no 

Serviço de Patologia (SERPAT) do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, Brasil, sete amostras de tecido incluídas 

em parafina e fixado em formalina (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE) de 

biópsias de pele de lesão de pacientes diagnosticados com leishmaniose cutânea, que 

foram coletados entre 2010 e 2019. O grupo controle consistiu em seis amostras de tecido 

incluídas em parafina e fixados em formalina (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, 

FFPE) de biópsias de pele de pacientes submetidas a mastectomia redutora. As análises 

realizadas com amostras humanas foram aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

humana da Universidade de São Paulo, Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto, sob o protocolo número 5.117.488. Como as amostras humanas já 

estavam disponíveis no SERPAT-HC/FMRP, o consentimento livre esclarecido por 

escrito não foi necessário para a aprovação deste do Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da USP-HC FMRP. 

 

5.17  Extração de RNA, transcrição reversa e PCR em tempo real das 

amostras embebidas em parafina 

As amostras foram cortadas em 3 cortes de 10 μm e colocadas em tubos Eppendorf 

de 2,0 ml sem RNase. Os cortes foram desparafinizados por incubação em 0,8 ml de 

xileno a 37 °C durante 5 minutos. As amostras foram então centrifugadas, o sobrenadante 

foi removido e xileno fresco foi adicionado por 5 minutos. Após a desparafinização e 

centrifugação, os cortes foram lavados com 0,8 ml de etanol, seco ao ar por 10 minutos e 

ressuspensos em 25 μL de Proteinase K (20 mg/ml; Gibco BRL, Gaithersburg, MD) mais 

720 μL de um tampão de digestão com as seguintes concentrações finais: 20mM TRIS-

HCl ph8, 10mM EDTA pH8, 1% de SDS. As amostras foram vortexadas e incubadas 

durante a noite a 55 °C a 400 rpm. Foi adicionado mais 25 μL de Proteinase K (20 mg/ml), 

seguidas de homogeneização e incubação por 2h a 55 °C. O RNA foi obtido por extração 

com 1 mL de reagente Trizol e a purificação foi realizada de acordo com as instruções do 

fabricante. O RNA foi quantificado por espectrofotometria no NanoDrop 2000c. A 

concentração do RNA foi ajustada para 1 ug/μL, e o RNA foi armazenado a -70ºC até a 

transcrição reversa.  

Para a transcrição reversa, o RNA total foi transcrito em DNA complementar 

(cDNA) usando High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (sem inibidor) de acordo 

com o protocolo fornecido pelo fabricante (Thermo Fisher, Carlsbad, CA, EUA). A 
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reação foi preparada em um volume final de 20 μL contendo 4,2 μL de H2O, 2,0 μL de 

tampão, 2,0 μL de primers aleatórios, 0,8 μL de dNTP Mix (100 mM), 1,0 μL de enzima 

transcriptase reversa (RT) e 1 μL de RNA (1 ug/μL). A solução foi então colocada em 

um termociclador com o seguinte programa: 25ºC por 10 min, 37ºC por 120 min e 85ºC 

por 5 min. A PCR em tempo real foi realizada em placas de 96 poços usando reagentes 

Sybr GreenTM (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) no temociclador QuantStudio 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A RT-PCR foi realizada em um volume 

total de 20 μL em uma placa MicroAmp Fast Optical de 96 poços (Applied Biosystems). 

Cada poço continha 10 μL SYBR Green qPCR Master Mix (Thermofisher), 1 μL de cada 

primer, 2 μL de cDNA (20 ng) e 7 μL de água livre de RNase usando o seguinte protocolo: 

inicial desnaturação a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 15 s 

seguido de anelamento/extensão a 60 °C por 60 s. As sequências de primers estão na 

Tabela 1. Cada PCR foi seguido por uma análise da curva de dissociação entre 60-95 °C. 

Os valores de Ct foram analisados pelo método comparativo Ct (ΔΔCt) e normalizado 

para o controle endógeno GAPDH. As diferenças de expressão gênicas foram 

normalizadas pela expressão 2−ΔΔCt. 

 

5.18  Análise estatística 

Os resultados estão representados como média e desvio padrão (SD). Para 

comparação entre múltiplos grupos, foi utilizada a análise de variância (two-way 

ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni. As diferenças nos valores obtidos entre 

dois grupos diferentes foram determinadas usando o teste T de Student não pareado. As 

análises foram realizadas com o auxílio do software GraphPad PRISM 5.0 (GraphPad, 

San Diego, CA).  

O heatmap foi construído usando a função heatmap.2 no programa R (Project for 

Statistical Computing, versão 3.4.1). 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 A infecção por Leishmania em macrófagos induz a ativação 

transiente de GSDMD, mas não a morte celular  

Para investigar a ativação de GSDMD e a formação de poros em macrófagos 

infectados com Leishmania, realizamos um protocolo previamente descrito usando o 

plasmídeo GSDMD-mNeon marcado em sua região N-terminal que permite a 

visualização do GSDMD clivado por meio da fluorescência do mNeon (Rathkey et al., 

2017). Macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) transduzidos com retrovírus 

GSDMD-mNeon foram infectados com fase estacionária de L. amazonensis expressando 

constitutivamente RFP por 2 e 24h, a clivagem de GSDMD foi acessada por 

imunofluorescência. Detectamos clivagem de GSDMD após 2h de infecção, mas após 

24h infecção, encontramos uma redução significativa na clivagem de GSDMD (Figura 

10A, B). Nigericina, que é uma toxina bacteriana conhecida por desencadear a ativação 

do inflamassoma, foi usada como controle (Figura 10A, B). Avaliamos a clivagem 

GSDMD em células infectadas versus não infectados e observamos que a maioria das 

células com GSDMD clivada com 2h de infecção estão infectadas (Figura 10C). Em 

contraste, 24h após a infecção apenas as células não infectadas contêm GSDMD, 

sugerindo que a Leishmania inibe a clivagem canônica de GSDMD após a infecção 

(Figura 10C). Em seguida, testamos a clivagem GSDMD endógena por coloração do 

fragmento C-terminal clivado de GSDMD. Descobrimos que a GSDMD endógena é 

clivada em resposta a Leishmania amazonensis após 2h de infecção, mas não após 24h 

(Figura 10D, E). Análise da GSDMD C-terminal em células infectadas versus não 

infectadas indicam que a maioria das células com GSDMD C-terminal clivada em 2h 

estão infectados, o contrário foi observado no tempo de 24h após a infecção (Figura 10F).  
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Figura 10. Infecção por Leishmania induz clivagem de GSDMD em macrófagos. (A-C) 

Macrófagos primários derivados da medula óssea (BMDMs) de camundongos Gsdmd-/- foram 

transduzido com um lentivírus que codifica GSDMD-mNeon e selecionado por 72h com G418. 

(A) Imagens representativas de BMDMs expressando GSDMD-mNeon, pré-tratadas por 4h com 

LPS (100 ng/mL) e infectado com L. amazonensis expressando RFP; MOI 3. O núcleo das células 

foi marcado com Dapi (azul). As imagens mostram GSDMD clivada em BMDMs infectados. As 

imagens foram adquiridas por microscopia multi-foton usando uma objetiva de 63x com óleo de 

imersão e analisadas usando o software ImageJ. Barra de escala 20 μm. (B-C) A porcentagem de 

BMDMs transduzidos com GSDMD clivada após 4 e 24h de infecção com L. amazonensis. 

Nigericina foi usada como controle positivo. (C) A porcentagem de BMDMs infectados versus 

não infectados com GSDMD clivado após 2 e 24hs de infecção. Foi analisado um total de 100 

células em cada poço da triplicata. (D-F) BMDMs de camundongos C57BL/6 foram pré-tratados 

por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados com L. amazonensis com um MOI 5. (D) Imagens 

representativas de BMDMs coradas com GSDMD anti-C-terminal mostrando clivagem de 
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GSDMD endógena (verde). A membrana plasmática foi marcada com WGA (vermelho). As 

imagens foram adquiridas por microscopia multi-foton usando uma objetiva de 63x com óleo de 

imersão e analisadas usando o software ImageJ. Barra de escala 20μm. (E) A porcentagem de 

BMDMs com clivagem de GSDMD endógena (C-terminal) após 2 e 24hs infecção. (F) A 

porcentagem de BMDMs infectados e não infectados com clivagem de GSDMD endógena (C-

terminal) após 2 e 24hs de infecção. Um total de 100 células foram analisadas por poço em 

triplicata. As barras de erro representam ± SD. #, P < 0,05 em comparação com células NI/NT; *, 

P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado por Two-way ANOVA. 

Mostrado é um experimento representativo de cinco experimentos independentes realizados. 

 

Para avaliar melhor a GSDMD em resposta à infecção por Leishmania, infectamos 

BMDMs por 2 e 24h e avaliaram o processamento da GSDMD por Western Blot. 

Curiosamente, descobrimos que diferente do produto canônico de 35 kDa induzido pela 

Nigericina, a infecção por Leishmania induz a produção de um fragmento não canônico 

de 25 kDa (Figura 11A, B). Nós ainda investigamos a participação de caspases na 

produção deste fragmento não canônico de GSDMD e observamos que a produção do 

fragmento de 25 kDa ocorre em BMDMs Casp1/11-/-, Asc/Casp1/11-/-, Casp7-/-, 

Casp8/Rip3-/- e também em BMDMs WT tratados com o inibidor de pan-caspase Z-VAD 

(Figura 11C). Esses dados sugerem que pode haver uma redundância de proteases 

envolvidas nessa clivagem alternativa de GSDMD, ou uma protease ainda não 

identificada está envolvida nessa clivagem não canônico de GSDMD em resposta à 

infecção por Leishmania. Por fim, avaliamos o LDH em resposta à infecção por 

Leishmania como medida da lise da célula hospedeira e piroptose e não encontraram 

liberação de LDH em BMDMs infectados com Leishmania por 2 ou 24h (Figura 11E).  

Foi descrito anteriormente que a maquinaria de reparo de membrana dependente 

de ESCRT é capaz de inibir a piroptose mesmo na presença de ativação de GSDMD 

(Jimenez et al., 2014; Rühl et al., 2018). Assim, para avaliar se a infecção por Leishmania 

é capaz de induzir à maquinaria ESCRT para inibir a piroptose, tratamos BMDMs com 

um quelante de cálcio BAPTA, que é conhecido por inibir a ativação de ESCRT (Rühl et 

al., 2018). Caso essa hipótese estivesse correta, esperávamos que a inibição de ESCRT 

resultaria em um aumento da morte celular e liberação de LDH, mas isso não foi 

observado. Nenhum LDH foi detectado em macrófagos infectados com Leishmania na 

presença de BAPTA, enquanto BAPTA foi eficiente para aumentar a liberação de LDH 

em resposta à nigericina (Figura 11F). Esses resultados não suportam um papel da 

maquinaria ESCRT na inibição da morte celular lítica induzida por Leishmania e 

confirmam que a infecção por Leishmania inibe a piroptose apesar da ativação transitória 

de GSDMD nos macrófagos infectados. 
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Figura 11. A atividade de caspases é dispensável para clivagem GSMDM em 

resposta à infecção por Leishmania e ESCRT não está envolvido na inibição de piroptose 

em macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs). (A-B) Lisados de BMDMs de C57BL/6 

e Gsdmd-/- pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados com L. amazonensis por 2 ou 

24h foram avaliados quanto à clivagem de GSDMD por western blot usando anticorpo anti-

GSDMD. Está representado o mesmo experimento revelado por quimioluminescência 

convencional (A) ou fluorescência near-infrared (B). (C) Lisados de BMDMs de C57BL/6 (WT), 

Nlrp3-/-, Casp1/11-/-, Asc/Casp1/11-/-, WT tratado com Z-VAD, Casp7-/-, Casp8-/- e Gsdmd-/- pré-

tratados por 4h com PAM3cys (100 ng/mL) foram avaliados para clivagem de GSDMD por 

western blot usando anticorpo anti-GSDMD 2h após infecção com L. amazonensis. (D) A 

liberação de LDH foi avaliada 2h e 24h após Infecção por  Leishmania ou 2h após tratamento 

com Nigericina. NI, não infectado, NT, não tratado. (E) BMDMs de camundongos C57BL/6 

foram pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e BAPTA (3μM) e infectado com L. 

amazonensis com um MOI 10 ou tratado com nigericina. A liberação de LDH foi avaliada 24h 

após a infecção com  Leishmania e 2h após tratamento com Nigericina usando CytoTox 96 

NonRadioactive Ensaio de Citotoxicidade. As barras de erro representam ± SD. #, P < 0,05 em 

comparação com células NI ou NT; *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme 

determinado pelo teste Two-way ANOVA. Mostra-se um experimento representativo de três 

experimentos independentes realizados. 

7.2  Leishmania induz a formação de poros transientes dependente de 

GSDMD em macrófagos membranas.  

Embora os níveis de LDH não tenham aumentado com a ativação de GSDMD em 

resposta à infecção por Leishmania, avaliamos se a GSDMD clivada estava localizada na 

membrana plasmática. Realizamos ensaios de imunofluorescência usando GSDMD-

mNeon e coramos as membranas de macrófagos WGA. Um Z-stack foi realizado com 

fatias de 0,32 μm e uma única fatia localizada no meio da célula foi utilizada para avaliar 

a co-localização da GSDMD com a membrana plasmática 2h p.i. Encontramos GSDMD 

ativo difusamente distribuído pela da célula e também na membrana plasmática, o que foi 

confirmado pela análise de distribuição de intensidade de fluorescência (Figura 12).  
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Figura 12. GSDMD colocaliza com a membrana plasmática. Macrófagos primários derivados 

da medula óssea (BMDMs) de camundongos Gsdmd-/- foram transduzidos com lentivírus que 

codifica GSDMD-mNeon e selecionados por 96h com G418. Imagens representativas de BMDMs 

expressando GSDMD mNeon (verde), pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados 

com L. amazonensis; MOI 3. O núcleo das células foi marcado com Dapi (azul) e a membrana 

plasmática foi marcada com WGA (vermelho). As imagens mostram a co-localização da GSDMD 

N-terminal com a membrana plasmática e a linha amarela indica a análise de distribuição de 

intensidade de fluorescência no gráfico. As imagens foram adquiridas por microscopia multi-

foton usando uma objetiva de imersão em óleo de 63x e analisadas usando o software ImageJ. 

Barra de escala 20μm. 

 

Para investigar se uma permeabilização celular transitória estava ocorrendo, 

infectamos BMDMs de camundongos do tipo selvagem (WT), Nlrp3-/-, Casp1/11-/- e 

Gsdmd-/- com L. amazonensis e medimos a absorção de iodeto de propídio (PI) por 

citômetro de fluxo (a estratégia de gate está representada na Figura 13A). Em macrófagos 

WT, nós observamos a incorporação de IP após 4h de infecção e essa permeabilização 

celular precoce foi dependente de GSDMD e caspase-1/11 e independente de NLRP3, 

sugerindo que a clivagem de GSDMD ocorre upstream a ativação do inflamassoma de 

NLRP3 (Figura 13B). 

Esses dados são consistentes com o papel previamente relatado de Caspase-11 na 

ativação não canônica do NLRP3 durante a infecção por Leishmania (Chaves et al., 2019; 

De Carvalho, Andrade, et al., 2019; De Carvalho et al., 2021). Vale a pena ressaltar que 

a incorporação de PI 24h após a infecção é semelhante à observada em células não 

infectadas (NI), sugerindo uma permeabilização transitória das células (Figura 13B). Nós 

também avaliamos a formação de poros por microscopia marcando as células com PI 

conforme descrito previamente (Silveira and Zamboni, 2010). Os BMDMs foram corados 

com Hoechst e a incorporação de PI foi avaliada com um microscópio de fluorescência 

em BMDMs WT e Gsdmd-/- infectados com L. amazonensis por 2h e 24h. Após 2h de 

infecção, observamos uma coloração de PI fraca em BMDMs WT, mas não em BMDMs 

Gsdmd-/-. No entanto, nenhuma incorporação de PI foi detectada após 24h de infecção 

(Figura 13C-D). A nigericina foi usada como controle positivo para ativação do 

inflamassoma e formação de poros. Curiosamente, apenas as células infectadas eram PI+ 
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após 2h de infecção, sugerindo que a internalização da Leishmania nos macrófagos é 

necessária para a ativação do inflamassoma e a formação de poros transiente mediada por 

GSDMD (Figura 13E). Também realizamos esses experimentos usando promastigotas 

metacíclicas de L. amazonensis e primados com PAM3Cys (pois o LPS pode ativar 

diretamente a Caspase-11) e obtivemos resultados semelhantes (Figura 15A-C ) 

 Para descartar a possibilidade de que a falta de captação de PI após 24h tenha 

sido devido à morte celular nas primeiras horas de infecção, realizamos um vídeo de 

células vivas por 20h com células primadas com LPS sem infecção (NI), estimulados com 

LPS + nigericina ou primadas com LPS e infectados com L. amazonensis. Após 20h, uma 

coloração mais forte de PI foi observada nas células estimuladas com nigericina, quando 

em comparação com células infectadas com L. amazonensis. Nas células infectadas com 

L. amazonensis, não observamos morte celular significativa, quando comparados com 

culturas não infectadas. No entanto, detectamos uma coloração PI fraca nas células 

infectadas com Leishmania (Figura 13F e Vídeos suplementares 1-3), esses dados são 

consistentes com os observados por FACS e microscopia.  

O desequilíbrio da homeostase das células ocorre quando os poros induzidos por 

GSDMD são formados, permitindo que íons, como potássio, escapem e sódio e água 

entrem, isso leva ao inchaço das células e ruptura da membrana plasmática (Kovacs and 

Miao, 2017). O efluxo de potássio é um importante ativador do inflamassoma NLRP3 e 

foi demonstrado anteriormente que é importante para a ativação do inflamassoma NLRP3 

na infecção por L. amazonensis. Para avaliar se o efluxo de potássio é dependente de 

GSDMD, BMDMs de camundongos WT, Nlrp3-/-, Casp11-/- e Gsdmd-/- foram infectados 

com L. amazonensis e o potássio intracelular foi corado com a sonda APG-2 2h e 24h 

após a infecção. Nas células WT, observamos um efluxo significativo de potássio logo 

após a infecção (2h p.i.), mas não após 24h de infecção (Figura 13G). Confirmando os 

dados de entrada de PI, o efluxo de potássio ocorreu em BMDMs WT e Nlrp3-/-, mas não 

em BMDMs Gsdmd-/- e Casp11-/-. Nossos resultados sugerem que a infecção por L. 

amazonensis desencadeia a ativação de GSDMD, levando a um poro transitório e efluxo 

de potássio, mas não leva à morte celular. 
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Figura 13. GSDMD induz uma permeabilização transitória em macrófagos infectados por 

Leishmania. (A) Estratégia de gating utilizada na citometria de fluxo para analisar a entrada de 

PI em células infectadas por Leishmania. (B) BMDMs de camundongos C57BL/6 (WT),    Nlrp3-

/-, Gsdmd-/- e Casp1/11-/- foram pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e deixados não 

infectados (NI) ou infectados com L. amazonensis com MOI 10 por 4h ou 24h, após esses tempos 

as células foram coradas com iodeto de propídio (PI), a fluorescência média das amostras foi 

determinada por citometria de fluxo. (C-E) BMDMs aderidos a lamínulas de vidro foram pré-

tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados com L. amazonensis com MOI 10 por 2h ou 

24h; as culturas foram processadas para ensaio de formação de poros por dupla coloração com PI 
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e Hoechst. Imagens representativas da formação de poros, BMDMs marcados com Hoechst (azul) 

e com PI (vermelho). As imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescência com objetiva 

de imersão em óleo de 100x e analisadas usando o software ImageJ. Um total de 100 células em 

cada poço em triplicata foi analisado. Barra de escala 20μm. (F) Visualização de células vivas de 

BMDMs de camundongos WT pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e com PI no meio de 

cultura celular. As imagens foram capturadas a cada 10 minutos no microscópio BioStation IM-

Q com uma objetiva de 40x e analisadas usando o software ImageJ. Barra de escala 20μm. (G) 

Avaliação dos níveis intracelulares de K+, medidos pela sonda de K+ fluorescente APG-2. 

BMDMs foram pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e deixados não infectados (NI), tratados 

com nigericina (10μM) ou foram infectados por 2h e 24h com L. amazonensis (MOI 10). Cada 

barra representa a porcentagem da intensidade de fluorescência de APG-2 em relação à 

fluorescência média de células não infectadas. As barras de erro representam ± SD. #, P < 0,05 

em comparação com células NI (não infectadas); *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, 

conforme determinado por Two-way ANOVA. É mostrado um experimento representativo de 

cinco experimentos independentes realizados.  

 

7.3 GSDMD é importante para a formação de puncta de ASC e 

secreção de IL-1β em resposta à infecção por Leishmania.  

Nossos dados indicam que NLRP3, mas não Caspase-11, é dispensável para o 

efluxo de K+ mediado pela GSDMD, o que sugere que GSDMD está upstream da ativação 

de NLRP3. Para avaliar melhor essa hipótese, verificamos a formação de puncta de ASC 

que havia sido anteriormente demonstrado ocorrer em BMDMs em resposta à infecção 

por L. amazonensis (Lima-Junior et al., 2013; De Carvalho, Lima-Junior, et al., 2019; De 

Carvalho, Silva, et al., 2019). Para testar o efeito de GSDMD na formação de puncta de 

ASC, infectamos BMDMs WT e Gsdmd-/- com L. amazonensis e avaliação a formação 

de puncta por imunofluorescência após 24h de infecção. Descobrimos que os puncta de 

ASC eram mais frequentes em BMDMs WT, quando comparado com Gsdmd-/- (Figura 

14A-B). Também avaliamos a secreção de IL-1β pós a infecção por Leishmania, uma vez 

que esse processo foi previamente demonstrado ser dependente no inflamassoma NLRP3 

(Lima-Junior et al., 2013; Gurung et al., 2015; Charmoy et al., 2016). Em seguida, 

testamos a formação de oligômeros de ASC por western blot. Descobrimos que após 2h 

de infecção a Leishmania induz a oligomerização de ASC e este processo é dependente 

de GSDMD (Figura 14C). Para determinar se a GSDMD é importante para a liberação 

de IL-1β, infectamos BMDMs WT e Gsdmd-/- com L. amazonensis e medimos IL-1β no 

sobrenadantes de cultura por ELISA. Nossos dados mostram que a produção eficiente de 

IL-1β em resposta a L. amazonensis requer GSDMD, bem como NLRP3 e caspase-1/11 

(Figura 14D). Este resultado é consistente com os dados descritos anteriormente, 

indicando um papel o não canônico da GSDMD na ativação de NLRP3 na infecção por 

Leishmania (Chaves et al., 2019; De Carvalho, Andrade, et al., 2019). Análise de Western 

Blot do sobrenadante e lisado de BMDMs WT e Gsdmd-/- infectados com L. amazonensis 
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confirma o papel da GSDMD na maturação e secreção de IL-1β (Figura 14E). Juntos, 

esses resultados mostram que a GSDMD é importante para a oligomerização/puncta de 

ASC e liberação de IL-1β após infecção por L. amazonensis. 

 

 

Figura 14. GSDMD é importante para a ativação do inflamassoma em macrófagos 

infectados com Leishmania (A-B) BMDMs de camundongos C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- foram 

pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados com L. amazonensis com MOI 10 por 2h 
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ou 24h. Os macrófagos foram, então, marcados com anti-ASC (verde, indicado por setas) e os 

núcleos celulares foram corados com DAPI (azul). (A) Imagens representativas da formação de 

puncta de ASC em resposta a Infecção por L. amazonensis. As imagens foram adquiridas por 

microscopia de fluorescência com 100x objetiva de imersão em óleo e analisadas usando o 

software ImageJ. Barra de escala 20μm. (B) Porcentagem de puncta de ASC em BMDMs 

infectados por L. amazonensis por 2 ou 24hs. Nigericina foi usada como controle positivo. Um 

total de 100 células em cada poço em triplicata foi analisado. (C) Lisados de macrófagos C57BL/6 

(WT) e Gsdmd-/- pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e infectados com L. amazonensis por 

24h foram avaliados para oligomerização de ASC por western blot. Monômeros, dímeros, 

trímeros e oligômeros ASC estão indicados na figura. ns, banda não específica. (D) BMDMs de 

WT, Gsdmd-/-, Nlrp3-/- e Casp1/11-/- foram tratados com LPS (100 ng/mL) por 4h e infectados 

com L. amazonensis com um MOI de 10 por 24 h. A produção de IL-1β foi medida por ELISA. 

(E) Análises de Western Blot de lisado e sobrenadante de BMDMs WT e Gsdmd-/- foram pré-

tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e mantidos não infectados (NI) ou infectados por 

Leishmania com MOI 10 por 2h ou 24h. IL-1β não processada (31 kDa) e processados (17 kDa) 

está indicado na figura. As barras de erro representam ± SD. #, P < 0,05 comparado com células 

NI; *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado por Two-way ANOVA. 

É mostrado um experimento representativo de cinco experimentos independentes realizado. 

 

Em seguida, nós avaliamos a ativação da GSDMD usando formas metacíclicas de 

Leishmania e primando com PAM3Cys, pois o LPS citoplasmático ativa a caspase-11 e 

desencadeia a ativação não canônica do inflamassoma NLRP3. Usando formas 

metacíclica amastigotas do parasita, que expressam significativamente menor LPG do 

que promastigotas e, consequentemente, induz menos ativação do inflamassoma em 

comparação com promastigotas (De Carvalho, Andrade, et al., 2019), descobrimos que 

GSDMD também é importante para ativação do inflamassoma induzida por amastigotas 

axênicas de L. amazonensis, medida por IL-1β (Figura 15A). Também observamos que 

a GSDMD é importante para ativação do inflamassoma em resposta a promastigotas 

metacíclicas de L. amazonensis (Figura 15B-D). Por fim, testamos o efeito do priming 

para a clivagem não canônica da GSDMD induzida por L. amazonensis. Observamos que 

primer é necessário para a secreção de IL-1β (Figura 15E), embora o priming não seja 

necessário para a produção de fragmento de 25kDa de GSDMD, o pré-tratamento das 

células com PAM3Cys aumentou significativamente a clivagem de GSDMD (Figura 

15F).  
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Figura 15. Promastigotas metacíclicas e amastigotas axênicas de L. amazonensis induzem à 

formação de poros dependente de GSDMD em macrófagos, priming não é necessário para 

clivagem não canônica de GSDMD. (A) BMDMs de camundongos C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- 

foram tratados com Pam3Cys (100 ng/mL) por 4h e infectados com formas amastigotas axênicas 

de L. amazonensis com MOI 1. A produção de IL-1β foi medida por ELISA. (B-D) BMDMs 

aderentes a lamínulas de vidro foram pré-tratados por 4h com Pam3Cys (100 ng/mL) e infectados 

com L. amazonensis metacíclica com um MOI 1 por 2h ou 24h; as culturas foram processadas 

para ensaio de formação de poros por coloração com iodeto de propídio (PI), Hoechst e Acridina 

Orange. (B) Porcentagem de BMDMs com incorporação de PI após 2 e 24hs de infecção com L. 

amazonensis. (C) Imagens representativas de células PI+ (vermelho), núcleo marcado com 

Hoechst (azul), BMDMS marcado com Acridina Orange (verde). (D) Porcentagem de BMDMs 

com incorporação de PI em células infectadas e não infectadas. Um total de 100 células em cada 

poço em triplicata foi analisado. As imagens foram adquiridas por microscopia de fluorescência 

com óleo de imersão 100x e analisadas usando o software ImageJ. Barra de escala 20μm. Barras 

de erro representam ± SD. #, P < 0,05 em comparação com células NI; *, P < 0,05 comparando 

os grupos indicados, conforme determinado por Two-way ANOVA. É mostrado um experimento 

representativo de cinco experimentos independentes realizados. (E) BMDMs de camundongos 

C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- foram tratados ou não com Pam3Cys (100 ng/mL) por 4h e infectados 

com formas promastigotas de fase estacionária de L. amazonensis em um MOI de 10 por 24 h. A 
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produção de IL-1β foi medida por ELISA. (F) Lisados de BMDMs WT e Gsdmd-/- pré-tratados 

ou não com Pam3Cys (100 ng/mL) por 4h, não infectado (NI) ou infectado por 2h com L. 

amazonensis (promastigotas de fase estacionária, MOI 10) foram avaliados quanto à clivagem de 

GSDMD por western blot usando anticorpo anti-GSDMD. GSDMD full-lengh (55 kDa) e clivada 

(25 kDa) estão indicados na figura. 

 

7.4  GSDMD contribui para o controle da infecção por Leishmania em 

macrófagos de camundongos.  

Para avaliar se GSDMD influencia na replicação da Leishmania, BMDMs WT, 

Nlrp3-/-, Gsdmd-/- e Casp1/11-/- foram infectados com promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis expressando RFP e a replicação do parasita foi medida por citometria de 

fluxo. A internalização dos parasitas após 2h de infecção não foi afetada pela deficiência 

de GSDMD, NLRP3 ou Caspase-1/11, mas os macrófagos deficientes para qualquer um 

desses genes foram mais suscetíveis à replicação intracelular do parasita como observado 

após 48h e 72h de infecção (Figura 16A, B). Para confirmar esses dados, também 

infectamos BMDMs WT e Gsdmd-/- com formas metacíclicas de L. amazonensis e a carga 

parasitária foi avaliada por Giemsa. Os BMDMs Gsdmd-/- possuíam uma carga parasitária 

maior quando comparando com os BMDMs WT (Figura 16C). Os macrófagos Gsdmd-/- 

também apresentavam suscetibilidade aumentada quando avaliadas a porcentagem de 

células infectadas nos tempos de 48 e 72h (Figura 16D). Podemos observar que após 

uma hora de infecção, a internalização dos parasitas foi semelhante para ambos os grupos 

(Figura 16D). Também medimos a carga parasitária nas culturas usando qPCR e também 

encontramos um aumento do número de parasitas em BMDMs de Gsdmd-/- (Figura 16E). 

Isso foi observado tanto em infecções com promastigotas metacíclicas e amastigotas 

axênicos (Figura 16E, F). Imagens representativas dos experimentos de Giemsa, 

mostrando BMDMs infectados com formas metacíclica de Leishmania amazonensis para 

1, 24, 48 e 72h após a infecção são mostrados na Figura 16. 
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Figura 16. GSDMD é responsável pela restrição da infecção por L. amazonensis em 

BMDMs. (A-B) Análise de citometria de fluxo de BMDMs C57BL/6 (WT), Nlrp3-/-, Gsdmd-/- e 

Casp1/11-/- infectados com fase estacionária de L. amazonensis expressando constitutivamente 

RFP. As células foram infectadas com um MOI 5 por 2h, lavadas e incubadas por 24, 48 e 72h. 

(A) A média de fluorescência do RFP. (B) A porcentagem de BMDMs positivos para RFP. (C-

E) Coloração de Giemsa de BMDMs C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- infectados com promastigotas 

metacíclicas de L. amazonensis com um MOI 5. As culturas foram infectadas por 1h, lavadas e 

incubadas por 24, 48 e 72h. (C) O número médio de amastigotas por células. (D) A porcentagem 

de BMDMs infectados. Foi analisado um total de 100 células em cada poço em triplicado. (E-F) 

Quantificação dos parasitas por PCR em tempo real em BMDMs C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- 

infectados com promastigotas metacíclicas (E) e amastigotas axênicos (F). (G) Imagens 
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representativas de culturas coradas com Giemsa mostrando amastigotas intracelulares em 

BMDMs, barra de escala 50μm. As barras de erro representam ± SD. *, P < 0,05 comparando os 

grupos indicados, conforme determinado por two-way ANOVA. É mostrado um experimento 

representativo de cinco experimentos independentes realizados.  

 

Em seguida, investigamos se a ativação do inflamassoma mediado por GSDMD e 

se a restrição da replicação de L. amazonensis também ocorre para outras espécies de 

Leishmania. Para testar isso BMDMs WT e Gsdmd-/- foram infectados com L. 

amazonensis, L. mexicana, L. major e L. braziliensis por 24h e os níveis de IL-1β foram 

medidos no sobrenadantes da cultura para avaliar a ativação do inflamassoma. Nossos 

dados mostram que a GSDMD é necessária para a secreção eficiente de IL-1β em resposta 

a todas as espécies testadas, indicando que a ativação do inflamassoma mediado por 

GSDMD é um mecanismo geral operado em resposta à infecção por Leishmania spp. 

(Figura 17A). Para testar se o GSDMD foi importante para restringir a replicação 

intracelular das diferentes espécies de Leishmania, infectamos BMDMs de camundongos 

WT e Gsdmd-/- com promastigotas de fase estacionária de L. amazonensis expressando 

RFP, L. mexicana expressando GFP, L. major expressando dsRED e L. braziliensis 

expressando GFP e avaliamos a replicação parasitária por citometria de fluxo. A 

internalização dos parasitas após 4h de infecção não foi afetada pela deficiência de 

GSDMD, mas esses BMDMs foram mais suscetíveis à replicação intracelular do parasita 

como observado após 48h e 72h de infecção (Figura 17B, E, G, J, L, O). A avaliação 

das cargas parasitárias intracelulares também indica um papel importante do GSDMD 

para a restrição de replicação intracelular de diferentes espécies de Leishmania em 

macrófagos. Isso ficou evidente tanto medindo cargas de parasitas por FACS (Figura 

17C, F, H, K, M, O) e por Giemsa (Figura 17D, I, J). 
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Figura 17. A GSDMD é importante para a restrição de Leishmania spp. em macrófagos. (A) 

BMDMs de C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- foram pré-tratados por 4h com LPS (100 ng/mL) e 

infectados com parasitas na fase estacionária de L. amazonensis, L. mexicana, L. major e L. 

braziliensis com MOI 10 por 24h. A IL-1β liberada no sobrenadante da cultura dos BMDMs foi 

dosada por ELISA. (B-O) BMDMs de camundongos WT e Gsdmd-/- foram infectados com 

parasitas na fase estacionária com um MOI 5 por 2h, lavado e incubado por 4, 24, 48 e 72h. Os 
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parasitas utilizados foram: L. mexicana expressando constitutivamente GFP (B-F), L. major 

expressando constitutivamente dsRED (G-K), L. braziliensis expressando constitutivamente GFP 

(L-P). (B, G, L) A porcentagem de células infectadas foi estimada por citometria de fluxo. (E, J, 

O) A média de fluorescência de parasitas intracelulares foi estimada por citometria de fluxo. (C, 

H, M) A porcentagem de células infectadas foi quantificada em 100 células coradas por Giemsa. 

(F, K, P) O número médio de amastigotas por célula foram quantificados em 100 células coradas 

por Giemsa. Um total de 100 células em cada poço da triplicata foi analisado. (D, I, N) Imagens 

representativas da coloração por Giemsa mostrando amastigotas intracelulares. As barras de erro 

representam ± SD. *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado por two-

way ANOVA. Está representado um experimento representativo de três experimentos 

independentes realizados. 

 

7.5 GSDMD contribui para a restrição da infecção por Leishmania e 

ativação do inflamassoma ativação in vivo.  

Para avaliar a relevância fisiológica do GSDMD in vivo, realizamos infecções na 

orelha de camundongos conforme descrito anteriormente (Lima-Junior et al., 2013). 

Inicialmente usamos camundongos WT, Nlrp3-/-, Gsdmd-/- e Casp1/11-/-, que foram 

infectados na orelha com 103 formas metacíclicas de L. amazonensis e o tamanho das 

lesões foram medidos durante 15 semanas. Encontramos um aumento significativo do 

tamanho da lesão e necrose da pele nas orelhas de camundongos Gsdmd-/-, Nlrp3-/- e 

Casp1/11-/- (Figura 18A, B). Os camundongos foram eutanasiados na 15ª semana e as 

cargas parasitárias foram medidas nas orelhas e linfonodos drenantes. 15 semanas após a 

infecção, detectamos um aumento das cargas parasitárias nas orelhas dos camundongos 

Gsdmd-/-, Nlrp3-/- e Casp1/11-/- em comparação com camundongos WT (Figura 18C, D). 

Também quantificamos as cargas parasitárias nas orelhas de camundongos por PCR em 

tempo real. Confirmamos um aumento das cargas parasitárias nas orelhas dos 

camundongos Gsdmd-/-, Nlrp3-/- e Casp1/11-/- em comparação com camundongos WT 

(Figura 18E, F). Também realizamos experimentos usando camundongos controles da 

mesma ninhada e encontraram um aumento no tamanho da lesão e nas cargas parasitárias 

nas orelhas e nos linfonodos de camundongos Gsdmd-/- em comparação com Gsdmd+/- e 

camundongos WT (Figura 18G-J).  
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Figura 18. A GSDMD é importante para a restrição da infecção por L. amazonensis in vivo. 

Camundongos C57BL/6 (WT), Nlrp3-/-, Casp1/11-/-, Gsdmd-/-, Gsdmd+/- e Gsdmd-/- (n = 5 

camundongos por grupo) foram infectados com 103 promastigotas metacíclica de L. amazonensis 

na orelha, e as espessuras das orelhas foram acompanhadas por 14 ou 15 semanas. Tamanho da 

lesão da orelha dos camundongos WT, Nlrp3-/-, Gsdmd-/- e Casp1/11-/- (A), imagens das orelhas 

infectadas (B), análise por diluição limitante da carga parasitária na orelha infectada (C) e 

linfonodo de drenagem (D) na 15ª semana de infecção. (E-F) Quantificação dos parasitas por 

PCR em tempo real na orelha dos camundongos C57BL/6 (WT), Nlrp3-/-, Gsdmd-/- e Casp1/11-/- 

infectados por 15 semanas. Carga parasitária da orelha infectado (E) e linfonodo drenante (F). 

Tamanho da lesão nos camundongos WT, Gsdmd+/- e Gsdmd-/- (G), imagens representativas das 

orelhas infectadas (H) e análise da carga parasitária por diluição limitante da orelha infectada (I) 

e linfonodo drenante (J) na 14ª semana de infecção. As barras de erro representam ± SD. *, P < 

0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado por two-way ANOVA. É mostrado 

um experimento representativo de cinco experimentos independentes realizados. 
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A maior suscetibilidade dos camundongos Gsdmd-/- à infecção por L. amazonensis 

nos levou a avaliar melhor as cargas parasitárias e ativação do inflamassoma nos tecidos 

de camundongos infectados. Inicialmente, realizamos a coloração H&E de cortes 

histológicos das orelhas de camundongos infectados com L. amazonensis expressando 

GFP por 15 semanas e observamos um maior número de parasitas no Gsdmd-/- (Figura 

19A). Avaliamos a ativação do inflamassoma por imunofluorescência na orelha dos 

camundongos infectados, fizemos marcação para NLRP3 afim de avaliar a formação de 

puncta (indicando ativação do inflamassoma) nos tecidos infectados. Encontramos uma 

redução significativa na ativação do inflamassoma nas orelhas de camundongos Gsdmd-

/- (Figura 19B). Também avaliamos a quantificação do GFP nos cortes de tecidos, para 

avaliar a carga parasitária. Encontramos uma maior carga de parasitas nas orelhas de 

camundongos Gsdmd-/- (Figura 19C), consistente com os dados gerado por diluição 

limitante e PCR em tempo real (Figura 18). Imagens representativas de tecidos 

infectados com inflamassomas ativos e amastigotas de Leishmania (Figura 19D-E). 

Esses dados confirmam o aumento da suscetibilidade de camundongos Gsdmd-/- e 

destacam o importante papel da GSDMD na ativação do inflamassoma. Importante, esses 

dados mostram pela primeira vez a ativação do inflamassoma em tecidos de camundongos 

in vivo.  
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Figura 19. GSDMD é importante para a restrição da infecção por L. amazonensis e ativação 

do inflamassoma de NLRP3 in vivo. Camundongos C57BL/6 (WT) e Gsdmd-/- (n = 5 

camundongos por grupo) foram infectados com 106 promastigotas na fase estacionária de L. 

amazonensis expressando GFP. (A) Imagem representativa de H&E da orelha infectada, 

amastigotas estão indicados (setas). Barras de escala, 500, 50 e 20 μm (da esquerda para a direita). 

(B-E) Microscopia multi-foton da orelha infectada marcada com anti-NLRP3 para quantificação 

de puncta de NLRP3 (B) e porcentagem de área GFP (C). Imagens representativas da orelha de 

camundongos WT (D) e Gsdmd-/- (E) mostrando puncta NLRP3 (em vermelho, indicado por setas 

brancas). Leishmania expressando GFP são mostrados em verde e DAPI cora os núcleos das 

células (azul). Barra de escala 40 μm. Inserções indicam uma ampliação maior de uma região 

indicada (retângulo vermelho, barra de escala 20μm). Cada ponto na figura representa o valor 

obtido de cada camundongo. *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado 

pelo teste T de Student. 

 

A fim de obter informações sobre o perfil de resposta imune que pode conferir 

maior suscetibilidade à infecção por Leishmania in vivo nos camundongos Gsdmd-/-, 

medimos citocinas inflamatórias por ELISA ou CBA (Figura 20A-G) e qPCR (Figura 

20H-X) na orelha e linfonodo de camundongo infectado por via intradérmica no ouvido 
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com 103 parasitas metacíclica, 15 semanas após a infecção. Exceto para as dosagens de 

IL-1β, que foi reduzida em Gsdmd-/-, não detectamos diferenças que suportam um papel 

fundamental das citocinas no aumento da suscetibilidade de camundongos deficientes em 

GSDMD. 

 

 

Figura 20. Expressão de citocinas inflamatórias na orelha e linfonodo drenante dos 

camundongos WT e Gsdmd-/- infectados com L. amazonensis. (A-G) Níveis de citocinas 

(quantificadas por CBA) nas orelhas de camundongos infectados com 103 formas metacíclicas de 

L. amazonensis por 15 semanas. As citocinas selecionadas foram IL-1β (A), IL-4 (B), IL-6 (C), 

IL-10 (D), IL-17A (E), IFNγ (F) e TNFα (G). Expressão gênica de citocinas na orelha e linfonodo 

drenante de camundongos WT e Gsdmd-/- infectados com 103 formas metacíclicas de L. 

amazonensis por 15 semanas. Os genes selecionados foram Il1b (H, P), Il18 (I, Q), Casp1 (J, R), 

Casp11 (K, S), Il6 (L, T), Ifna (M, U), Ifnb (N, V), Tnfa (O, X). 
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 Em seguida, avaliamos o papel da GSDMD na resistência do hospedeiro a outras 

espécies de Leishmania in vivo. Nesses experimentos, camundongos foram infectados por 

via intradérmica na orelha com 106 promastigotas de fase estacionária de L. amazonensis, 

L. mexicana, L. major e L. braziliensis, e as lesões foram medidas até 8 semanas após a 

infecção (6 semanas foram usados para L. braziliensis porque camundongos no fundo 

genético C57BL/6 são muito resistentes a esta espécie). Nossos resultados mostram um 

aumento significativo no tamanho da lesão e carga parasitária nas orelhas e linfonodos 

drenantes em camundongos Gsdmd-/- em comparação a camundongos WT (Figura 21), 

indicando um papel importante da GSDMD na resposta do hospedeiro contra diferentes 

espécies de Leishmania. 
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Figura 21. A GSDMD é importante para a restrição de Leishmania spp. in vivo. 

Camundongos WT e Gsdmd-/- (n = 5 camundongos por grupo) foram infectados com 106 parasitas 

em fase estacionária de L. amazonensis, L. mexicana, L. major, L. braziliensis na orelha, a 

espessura das orelhas foram seguidas durante 8 ou 6 semanas. Tamanho da lesão nos 

camundongos WT e Gsdmd-/- (A, E, I, M). Imagens representativas das orelhas infectadas (B, F, 

J, N) e análise de diluição limitante da carga parasitária nas orelhas infectadas (C, G, K, O) e 

linfonodos drenantes (D, H, L, P) com 8 ou 6 semanas de infecção. As barras de erro representam 

± SD. #, P < 0,05 em comparação com camundongos WT; *, P < 0,05 comparando os grupos 

indicados, conforme determinado pelo teste Two-way ANOVA. Está representado um 

experimento representativo de dois experimentos independentes realizados. 

 

7.6  Os inflamassomas e a GSDMD são ativados na pele de pacientes 

com Leishmaniose. 

A seguir, avaliamos a ativação da GSDMD na pele de pacientes com 

Leishmaniose tegumentar. Primeiro, avaliamos a expressão gênica em biópsias de pele 

de 7 pacientes infectados com Leishmania braziliensis e comparamos com 5 pacientes 

submetidos à mastectomia redutora (grupo controle). A caracterização demográfica dos 

pacientes está contida na Tabela 1.  

A expressão de genes do inflamassoma e de citocinas inflamatórios na pele dos 

pacientes foi heterogênea (Figura 22A), mas nossos dados demonstraram um aumento 

geral da expressão de genes relacionados ao inflamassoma, como Gsdmd, Nlrp3, Casp1, 

Casp4, Il1b, Ifng, Tnfa, Il10 e Il17a (Fig. 6B-J) quando comparamos pacientes com 

Leishmaniose com o grupo controle. Não detectamos diferenças estatisticamente 

significativas na expressão de Il1ra, Il1a, Il18, Ifna1, Ifnb1, Aim2, Pycard, Il4, Il6, Nlrp1, 

Nlrc4 (Figura 22K-U). A matriz de correlação indicou que a expressão de GSDMD se 

correlaciona positivamente com os genes do inflamassoma e de citocinas inflamatórias 

incluindo Il1b, Tnfa, Nlrp3, Il1a, Pycard, Nlrp1, Casp1 e Aim2 (Figura 22V).  
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Tabela 1. Características dos pacientes com leishmaniose 

 

 

 

 

Características Demográficas Pacientes com Leishmaniose 

Média (±SD) ou n(%) 

N 7  

Idade (anos) 52.75 (±12.45) 

Gênero   

Masculino 6 (85.71%) 

Feminino 1 (14.28%) 

Espécie L. brasiliensis 7 (100.00%) 

Tratamento 

Glucantine 4 (57.14%) 

Pentamidina 1 (14.28%) 

Amphotericin B Lipossomal + Glucantine 1 (14.28%) 

Miltefosine + Amphotericin B Convencional + Glucantine 1 (14.28%) 

Achados Laboratoriais 

Teste de Montenegro   

Positivo 2 (28.57%) 

Negativo 2 (28.57%) 

Não realizado 3 (42.85%) 

HIV positive 1 (14.28%) 

HIV negativo 6 (85.71%) 

Hemoglobina (g/dL) 13.05 (±2.56) 

Glóbulos Brancos (10³/µl) 5.76 (±2.57) 

Neutrófilos (%) 49.35 (±7.97) 

Linfócitos (%) 37.73 (±6.96) 

Monócitos (%) 7.58 (±1.84) 

ALT (IU/L) 32.51 (±17.42) 

AST (IU/L) 34.16 (±9.71) 

Fosfatase Alcalina (U/L) 232.09 (±126.18) 

Colesterol (mg/dL) 170.23 (±43.96) 

Glicemia (mg/dL) 122.46 (±34.64) 

Creatinina (mg/dL) 1.04 (±0.32) 

Ureia (mg/dL) 26.88 (±17.43) 

Achados Histopatológicos 

Tamanho da Lesão (cm) 6 (±2.94) 

Infiltrado Inflamatório 7 (100.00%) 

Acantose 5 (71.42%) 

Hiperqueratose Compacta 2 (28.57%) 

Espongiose 2 (28.57%) 

Epiderme ulcerada 4 (57.14%) 

Amastigotas 5 (71.42%) 
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Figura 22. Expressão de genes do inflamassoma e citocinas inflamatórias em biópsias de pele de 

pacientes com leishmaniose cutânea. (A) Heatmap da expressão do mRNA de genes do inflamassoma e 

citocinas inflamatórias em biópsias de pele de 7 pacientes com leishmaniose cutânea. (B-U) Expressão 

gênica em biópsias de pele de pacientes com leishmaniose cutânea e pele de pacientes saudáveis submetidos 

à mastectomia redutiva (Controle). Os genes selecionados foram Gsdmd (B), Nlrp3 (C), Casp1 (D), Casp4 

(E), Il1b (F), Ifng (G), Tnfa (H), Il10 (I), Il17a (J), Il1ra (K), Il1a (L), Il18 (M), Ifna1 (N), Ifnb1 (O), Aim2 

(P), Pycard (Q), Il4 (R), Il6 (S), Nlrp1 (T), Nlrc4 (U). Matriz de correlação da expressão gênica dos genes 

do inflamassoma em biópsias de lesões de pele de pacientes com leishmaniose cutânea (V). 

 

Para avaliar a ativação do inflamassoma em biópsias de pele dos pacientes com 

Leishmaniose, marcamos por imunofluorescência as biopsias de pele dos pacientes com 

anti-ASC, anti-NLRP3 e anti-GSDMD clivado (N-terminal). Detectamos uma robusta 

ativação do inflamassoma pela formação de puncta de NLRP3 (Figura 23A-C), puncta 

de ASC (Figura 23D-F) e a presença de N-terminal GSDMD em células CD64+ (Figura 

23F). Esses dados demonstram inequivocamente que inflamassoma e GSDMD são 

ativados nas lesões cutâneas de pacientes com Leishmaniose cutânea, apoiando nossos 

dados indicando o papel crítico do GSDMD na Leishmaniose. 
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Figura 23. O inflamassoma NLRP3/ASC e a GSDMD estão ativos em biópsias de pele de 

pacientes com leishmaniose cutânea. Microscopia multi-foton da biópsia de pele de 7 pacientes 

com Leishmaniose e pele de 5 pacientes saudáveis submetidos à mastectomia redutiva (controles). 

Os tecidos foram marcados com anti-NLRP3 (A-C), anti-ASC (D-F) e anti-GSDMD clivada 

(fragmento N-terminal) (G-I). Imagens representativas mostrando puncta de NLRP3 (A) ou 

puncta de ASC (D) em vermelho (indicado por uma seta branca) ou GSDMD clivado (G) em 

vermelho. DAPI cora os núcleos das células (azul) e as células CD64+ são coradas em verde. 

Barra de escala 40 μm. (B, E, H) Insets indicam uma maior ampliação da região indicada 

(quadrado vermelho). Barra de escala 20 μm. (C, F, I) Quantificação de células com puncta de 

NLRP3 (C) ou ASC (F) e células com GSDMD clivada (I) em biópsias de pele. Cada ponto na 

figura representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, 

conforme determinado pelo teste T de Student. 
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8. DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, revelamos que GSDMD é ativada em BMDMs e em lesões de 

pacientes com Leishmaniose e que esta proteína é importante para restringir a infecção 

em macrófagos e in vivo. Curiosamente, nossos dados mostram que após a infecção por 

Leishmania em BMDMs há uma ativação transitória e fraca de GSDMD, que pode não 

ser robusta suficiente para promover a morte celular, mas é suficiente para permitir o 

efluxo de potássio e ativação não canônica de NLRP3 (Figura 24). Esses dados 

contribuem efetivamente para a nossa compreensão sobre como o inflamassoma é ativado 

em resposta à Leishmania, um processo que é fundamental para o desfecho da 

leishmaniose, mas mecanicamente ainda é incerto. É importante ressaltar que esta 

ativação transitória da GSDMD não leva à morte celular e esse processo pode ser 

ativamente manipulada pelo parasita, que permite baixos níveis de ativação do 

inflamassoma, sem matar os macrófagos, o principal nicho replicativo dos parasitas. Os 

baixos níveis de ativação do inflamassoma, podem garantir um processo inflamatório 

contínuo na pele infectada, processo que pode ser suficiente para manter as células 

inflamatórias nos sítios de infecção, contribuindo para a natureza crônica e inflamatória 

das lesões que são a marca registrada da Leishmaniose tegumentar.  

A ativação do inflamassoma em resposta à infecção por Leishmania foi relatado 

por muitos grupos (Lima-Junior et al., 2013; Gurung et al., 2015; Charmoy et al., 2016; 

Chaves et al., 2019; De Carvalho, Andrade, et al., 2019). Em resposta a outros patógenos, 

esse processo normalmente leva a uma morte celular inflamatória, conhecida como 

piroptose. A principal molécula efetora do processo de piroptose é a GSDMD (Kayagaki 

et al., 2015; Shi et al., 2015). Aqui, mostramos pela primeira vez que a GSDMD é ativada 

nas primeiras horas de infecção pela Leishmania em BMDMs, embora não haja diferença 

significativa nas taxas de morte celular 24 horas após a infecção. Esses achados nos 

levaram a investigar melhor o mecanismo de inibição da morte celular em células 

infectadas com Leishmania. Já se sabe que uma maquinaria de transporte de membranas 

como ESCRT pode reparar a membrana plasmática em situações de dano (Jimenez et al., 

2014) e que este reparo também ocorre quando há a formação de poros de GSDMD (Rühl 

et al., 2018), inibindo a ativação de GSDMD e a morte celular. Nossos resultados sugerem 

que a inibição da morte celular, observada em nosso estudo, não é associada a um 

mecanismo de reparo de membrana mediado por ESCRT (Figura 11). Portanto, outro 
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mecanismo ainda não identificado, deve estar envolvido na prevenção da morte celular 

durante a infecção por Leishmania. Estudos futuros podem abordar a possível 

interferência da Leishmania no complexo Ragulator-Rag, uma via que já foi descrita 

como necessário para a indução da formação de poros de GSDMD (Evavold et al., 2021). 

Independentemente desses mecanismos inibitórios ainda não identificados, espera-se que 

em seu processo evolutivo a Leishmania possa ter desenvolvido mecanismos para inibir 

a morte celular, como um mecanismo para evadir a resposta imune e manter o seu nicho 

replicativo (Ruhland et al., 2007; Gutiérrez-Kobeh et al., 2013; Gupta et al., 2016). Nós 

mostramos que a GSDMD promove uma permeabilização transitória da membrana em 

células infectadas pela L. amazonensis sem causar morte celular. Ainda não se sabe como 

essa permeabilização falha em promover a morte celular.  

A Leishmania possui várias enzimas semelhantes às caspases e que são chamadas 

de metacaspases, embora tenham um sítio catalítico diferente das caspases tradicionais. 

A metacaspase LmjMCA é um exemplo de caspase em L. major que tem um papel 

importante na apoptose do parasita (González et al., 2007; Zalila et al., 2011). Do ponto 

de vista evolutivo, não deve haver pressão seletiva para o desenvolvimento de morte 

celular programada em organismos unicelulares, como Leishmania. Dessa forma, é 

possível que proteases como LmjMCA tenham um papel no desenvolvimento do parasita 

ou subversão das funções da célula hospedeira. Interessantemente, LmjMCA tem uma 

sequência de localização mitocondrial; clivagem nas porções N- e C-terminais são 

importantes para a maturação do domínio catalítico, mostrando que esta proteína tem 

atividade enzimática tanto no citoplasma quanto na mitocôndria (Zalila et al., 2011). Essa 

clivagem e localização dupla é semelhante para caspases de mamíferos. Por exemplo, a 

caspase-3 é encontrada no citosol e na membrana mitocondrial interna, que está 

relacionada com a sinalização apoptótica (Mancini et al., 1998; Samali et al., 1998).  

Assim, especulamos que metacaspase da Leishmania e/ou outras proteínas podem 

estar envolvidas na modulação das funções da GSDMD em células infectadas, essa pode 

ser uma estratégia de inibir a morte celular como mecanismo de evasão do sistema 

imunológico. Essa resposta é compartilhada por muitos outros microrganismos, incluindo 

Mycobacterium tuberculose (Danelishvili et al., 2011), Shigella flexneri (Kobayashi et 

al., 2013), Francisella tularensis (Dotson et al., 2013), Chlamydia trachomatis 

(Jorgensen et al., 2011), Yersinia pseudotuberculosis (Brodsky et al., 2010) e Coxiella 

burnetii (Cunha et al., 2015), que inibem componentes do inflamassoma logo após a 

infecção, favorecendo o estabelecimento do nicho intracelular que suportam a replicação 

do patógeno. Existem poucos estudos mostrando que os protozoários podem inibir a 



Sá, K. S. G.             Discussão 

77 

 

morte da célula hospedeira. Um estudo mostra que o Plasmodium berghei inibe a 

apoptose de hepatócitos no início da infecção (Rennenberg et al., 2010). Como parasita 

intracelular obrigatório, a  Leishmania deve ter coevoluído com o hospedeiro para 

desenvolver mecanismos robustos de evasão da resposta imune e inibição da morte 

celular, podendo assim inibir a apoptose (Lisi et al., 2005; Gutiérrez-Kobeh et al., 2013; 

Gupta et al., 2016) e, muito provavelmente, a piroptose também, como nossos resultados 

indicam.  

A Leishmania possui várias vias de inibição do apoptose em macrófagos. A 

infecção por L. major pode suprimir a liberação de citocromo c pelas mitocôndrias 

(Akarid et al., 2004) e, com isso, inibir a via intrínseca da apoptose. Ruhland et al. (2007) 

mostrou que a L. major, L. amazonensis e L. pifanoi induzem a fosforilação de PI3K/Akt. 

Esta via suprime a retirada de β-catenina, um regulador transcricional anti-apoptótico, 

pela GSK-3β, e induz a fosforilação de Bad, um fator anti-apoptótico que suprime a 

liberação de citocromo c (Ruhland et al., 2007). Gupta et al. (2016) mostram que L. 

donovani também pode usar a mesma via para inibir a apoptose (Gupta et al., 2016). 

Outros mecanismos descritos para inibir a apoptose em macrófagos mostram que L. 

donovani pode induzir proteínas supressoras de sinalização de citocinas (SOCS) 1 e 3 

(Srivastav et al., 2014). Pouco se sabe sobre como a  Leishmania é capaz de induzir essas 

vias para inibir a apoptose, porém alguns estudos mostram que os fosfoglicanos da  

Leishmania, como o LPG, podem contribuir para a inibição da apoptose de macrófagos 

durante infecção (Lisi et al., 2005; Donovan et al., 2009); ainda não se sabe por qual via 

o LPG pode inibir a apoptose.  

Apesar da conhecida importância do inflamassoma no controle de infecções, ainda 

existem algumas dúvidas sobre o mecanismo de ativação do inflamassoma de NLRP3 na 

infecção por Leishmania. A produção de ROS via Dectin-1 e efluxo de potássio pode 

estar envolvido na ativação do inflamassoma de NLRP3 (Lefèvre et al., 2013; Lima-

Junior et al., 2013; Lima-Junior et al., 2017). Além desses mecanismos, Carvalho et al. 

(2019) demonstrou que a via não canônica do inflamassoma tem um papel importante na 

ativação do NLRP3 via reconhecimento de LPG (De Carvalho, Andrade, et al., 2019). 

Embora não haja morte celular mediada por Leishmania, demonstramos que a formação 

de puncta de ASC, entrada de PI, efluxo de potássio, síntese e secreção de IL-1β são 

menores em BMDMs Gsdmd-/- sugerindo que a GSDMD pode contribuir para a ativação 

do inflamassoma de NLRP3. Esse papel da GSDMD na ativação não canônica do 

inflamassoma já foi descrita para bactérias gram-negativas (Kayagaki et al., 2015). Mais 

estudos devem investigar como essa clivagem diferencial de GSDMD ocorre. 
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Já foi descrito que o inflamassoma de NLRP3 é importante para controlar a 

infecção por Leishmania e que esse processo ocorre parcialmente por meio da Caspase- 

11 (Lima-Junior et al., 2013; Chaves et al., 2019; De Carvalho, Andrade, et al., 2019). 

No entanto, o papel da GSDMD não foi avaliado na infecção por Leishmania in vivo. 

Mostramos pela primeira vez que a ausência da GSDMD leva a um aumento da 

suscetibilidade à infecção por Leishmania em camundongos e em macrófagos. Esses 

dados destacam o papel central da GSDMD na resposta à infecção por Leishmania e 

fornece um mecanismo para explicar a ativação não canônica do NLRP3 induzida pela 

Leishmania.  

A forma mais importante da Leishmania para infecção in vivo é a amastigota, que 

apesar de ter pouca expressão de LPG também é capaz de induzir a ativação do 

inflamassoma em macrófagos (De Carvalho, Andrade, et al., 2019), em um processo 

parcialmente dependente de GSDMD. Além disso, pode haver outros inflamassomas 

envolvidos neste processo (AIM2, NLRP1, etc.), que poderiam ativar caspase-1 e 

GSDMD independentemente do LPG. Importante, a GSDMD também pode ser ativada 

independentemente dos inflamassomas. Foi demonstrado que a GSDMD pode ser ativada 

por Caspase-8 em resposta a bactérias (Orning et al., 2018; Sarhan et al., 2018). Além 

disso, GSDMD pode ser clivada pela elastase de neutrófilos (Chen et al., 2018; Sollberger 

et al., 2018), um processo que é independente do inflamassoma e contribui para a 

liberação de NET, um processo celular que é muito importante na Leishmaniose (Ribeiro-

Gomes et al., 2004; Peters et al., 2008; Novais et al., 2009; Charmoy et al., 2010; 

Charmoy et al., 2016). Nesse cenário, é possível que a exclusão da GSDMD também 

anula as vias independentes do inflamassoma que operam para restrição da infecção por 

Leishmania. Isso pode explicar a suscetibilidade exacerbada dos camundongos Gsdmd-/- 

para L. major (Figura 21I-L), uma espécie que foi previamente demonstrado ser 

controlada em camundongos C57BL/6 independentemente do inflamassoma(Lima-

Junior et al., 2013). Independentemente das vias envolvidas na ativação da GSDMD, 

mostramos um papel importante para GSDMD na ativação do inflamassoma de NLRP3 

e controle da infecção por Leishmania. É importante ressaltar que nossos experimentos 

com amostras clínicas demonstraram claramente a ativação do inflamassoma e da 

GSDMD nas lesões de pacientes com leishmaniose, corroborando nossa afirmação da 

importância da GSDMD e do inflamassoma no curso da doença. Apesar de demonstrar o 

papel fundamental da GSDMD para o desfecho da doença, nossos resultados indicam a 

existência de uma via desconhecida usada pela Leishmania para contornar a piroptose. 

Esse processo pode envolver o processamento da GSDMD no fragmento de 25kDa, e 
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pode explicar a formação transitória de poros relatada neste documento. Em resumo, 

nossos estudos mostram a GSDMD como uma molécula central envolvida na interação 

da Leishmania com macrófagos, e que é fundamental para o desenvolvimento da doença. 

Uma investigação mais aprofundada deste processo pode revelar alvos medicamentosos 

relevantes no combate à Leishmaniose. 
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9. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, nossos resultados mostram que ocorre uma clivagem não canônica da 

GSDMD durante a infecção por Leishmania, que leva a formação de um poro transiente 

e efluxo de K+ sem que haja morte celular, o efluxo de K+ leva a ativação do inflamassoma 

de NLRP3, secreção de IL-1β e o controle da replicação do parasita (Figura 24). Nosso 

estudo mostra a GSDMD como uma molécula central envolvida na interação da 

Leishmania com macrófagos, e que é fundamental para o desenvolvimento da doença. 

Uma investigação mais aprofundada deste processo pode revelar alvos medicamentosos 

relevantes no combate à Leishmaniose. 

 

 

 

Figura 24. Modelo esquemático que ilustra o papel de Gasdermin-D (GSDMD) na ativação 

do inflamassoma e restrição da infecção por Leishmania. 
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Capítulo 2:  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Ativação Do Inflamassoma e a Carga Viral 

Pulmonar Define Dois Perfis Clínicos Distintos na 

COVID-19. 
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RESUMO 

 

A COVID-19 afetou mais de meio bilhão de pessoas em todo o mundo, com mais 

de 6,3 milhões de mortes, o que torna de extrema importância os estudos que buscam 

elucidar os mecanismos fisiopatológicos envolvidos em casos letais e os fatores do 

hospedeiro que determinam os diferentes desfechos clínicos. Neste estudo, avaliamos 

autópsias pulmonares de 47 casos fatais de COVID-19 e 12 de influenza e examinamos 

os perfis inflamatórios, cargas virais e ativação do inflamassoma. Além disso, 

correlacionamos esses fatores com as condições clínicas e histopatológicas dos pacientes. 

Observamos uma maior ativação geral do inflamassoma em casos letais de SARS-CoV-

2 em comparação com a influenza e encontramos um perfil diferente de células com 

inflamassoma ativo durante essas doenças. Em pacientes com COVID-19, a ativação do 

inflamassoma é principalmente mediada por macrófagos e células endoteliais, enquanto 

na influenza, pneumócito tipo I e tipo II contribuem de forma mais significativa. Uma 

análise da expressão gênica pulmonar permitiu a classificação dos pacientes com 

COVID-19 em dois grupos diferentes. O cluster 1 morreu com cargas virais mais altas e 

exibiu um perfil inflamatório reduzido quando comparado com o cluster 2. Tempo de 

doença, tempo de ventilação mecânica, fibrose pulmonar, funções respiratórias, estado 

histopatológico, trombose, carga viral e ativação do inflamassoma diferiram 

significativamente entre os dois clusters. Nossos dados demonstraram dois perfis distintos 

em casos letais de COVID-19, indicando assim que o equilíbrio entre replicação viral e 

inflamação pulmonar mediada pelo inflamassoma levou a diferentes desfechos clínicos. 

Nossos dados possuem informações importantes para entender as variações clínicas da 

COVID-19 grave, um processo que é fundamental para decisões entre terapias 

imunomediadas ou mediadas por antivirais para o tratamento de casos críticos de COVID-

19. 

 

Palavras-chave: COVID-19, Influenza, Inflamassoma 
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ABSTRACT 

 

COVID-19 has affected more than half a billion people worldwide, with more 

than 6.3 million deaths, but the pathophysiological mechanisms involved in lethal cases 

and the host determinants that determine the different clinical outcomes are still unclear. 

In this study, we assessed lung autopsies of 47 COVID-19 and 12 influenza fatal cases 

and examined the inflammatory profiles, viral loads and inflammasome activation. 

Additionally, we correlated these factors with clinical and histopathological patient 

conditions. We observed an overall stronger inflammasome activation in lethal cases of 

SARS-CoV-2 compared to influenza and found a different profile of inflammasome-

activating cells during these diseases. In COVID-19 patients, inflammasome activation is 

mostly mediated by macrophages and endothelial cells, whereas in influenza, type I and 

type II pneumocytes contribute more significantly. An analysis of gene expression 

allowed for the classification of COVID-19 patients into two different clusters. Cluster 1 

died with higher viral loads and exhibited a reduced inflammatory profile than Cluster 2. 

Illness time, mechanical ventilation time, pulmonary fibrosis, respiratory functions, 

histopathological status, thrombosis, viral load and inflammasome activation 

significantly differed between the two clusters. Our data demonstrated two distinct 

profiles in lethal cases of COVID-19, thus indicating that the balance of viral replication 

and inflammasome mediated pulmonary inflammation led to different clinical outcomes. 

We provide important information to understand clinical variations in severe COVID-19, 

a process that is critical for decisions between immune-mediated or antiviral mediated 

therapies for the treatment of critical cases of COVID-19. 

 

Keywords: COVID-19, Influenza, Inflammasomes 
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10. INTRODUÇÃO 

10.1 Histórico e Classificação do Vírus da Influenza  

O vírus influenza é um vírus envelopado pertencente à família Orthomyxoviridae, 

que é classificado em quatro gêneros, que inclui os vírus da influenza A, B, C e D. Os 

vírus da influenza A e B são os principais causadores da gripe (Ictv, 2021). Os vírus da 

influenza A são responsáveis pela maioria das epidemias anuais de influenza, ou 

pandemias. Eles são subtipados de acordo com mutações descritas em duas glicoproteínas 

de superfície, a hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA) (A revision of the system of 

nomenclature for influenza viruses: a WHO memorandum, 1980), atualmente existem 18 

HAs e 11 NAs descritas. Os subtipos H1N1 e H3N2 são os que mais causam epidemias 

em humanos (WHO, 2022b). O vírus da influenza B possui uma estrutura similar ao vírus 

da influenza A, entretanto possui pouca variabilidade na HA e NA, dessa forma ele é 

classificado em apenas duas linhagens circulantes (B/Victoria e B/Yamagata) (WHO, 

2022b).  

 

10.2 Epidemiologia da Influenza 

O vírus influenza se mantém em constante pressão de seleção gerada pela resposta 

imune dos seus hospedeiros (humanos e não humanos), em contrapartida a RNA 

polimerase, dependente de RNA (RdRp) da influenza, gera altas taxas de mutação por 

não possuir capacidade de revisão, aumentando probabilidade de o vírus evadir a resposta 

imune. As mutações que ocorrem na HA e na NA são denominadas antigenic drift 

(mutações randômicas que geram pequenas alterações na estrutura proteica que leva a 

evasão da resposta imune do hospedeiro) e antigenic shift (grandes alterações no genoma 

viral, que leva ao surgimento de cepas pandêmicas). O acúmulo dessas mutações altera o 

fitness da infecção em humanos e contribui para o aparecimento das epidemias (Lin et 

al., 2019). Desde 1889 ocorreu 5 pandemias do influenza A, a mais severa de todas 

ocorreu em 1918 e a mais recente em 2009 (Saunders-Hastings and Krewski, 2016). Na 

Tabela 2 está descrita algumas características das últimas pandemias de influenza. 

 

Tabela 2: Resumo das principais características das pandemias de gripe dos últimos cem 

anos. 

Nome da Pandemia Ano Cepa Origem do Surto Número de Mortes 

Gripe Espanhola 1918 H1N1 China 40 – 50 milhões 
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Gripe Asiática 1957 H2N2 China 1 – 2 milhões 

Gripe de Hong Kong 1968 H3N2 China 500 mil – 2 milhões 

Gripe Suína 2009 H1N1 México 575 mil 

 

Após a pandemia de 2009, o vírus influenza A/H1N1 tornou-se a cepa sazonal de 

influenza circulante no mundo, com as epidemias acontecendo nos meses mais frios e 

secos do ano (Simonsen, 1999), com a umidade e a temperatura influenciando na 

transmissão e na viabilidade das partículas virais (Shaman and Kohn, 2009).  

No Brasil, a sazonalidade da influenza varia de acordo com a latitude, iniciando 

no Norte, com o maior número de casos acontecendo em maio, e descendo pelo país com 

um pico de casos no Sul acontecendo em junho (Almeida et al., 2018). Ao analisar a série 

histórica da prevalência da influenza no Brasil, observamos uma prevalência média 

variando de 0 a 4 casos a cada 100 mil habitantes (Figura 25), com a região Sul, Sudeste 

e Centro-Oeste sendo as mais afetadas.  

 

 

Figura 25. Série histórica da prevalência da influenza por unidade federativa do Brasil. 

Dados obtidos no (Datasus, 2022). 
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A taxa de letalidade da influenza no Brasil possui uma distribuição heterogênea 

entre as regiões, variando em média de 10 a 30% (Figura 26). 

 

Figura 26. Série histórica da taxa de letalidade da influenza por unidade federativa do Brasil. 

Dados obtidos no (Datasus, 2022). 

 

10.3 Estrutura Viral e Ciclo de Replicação da Influenza 

A hemaglutinina (HA) se localiza na membrana lipídica do vírus influenza e se 

liga ao ácido sálico presente na superfície da membrana celular do hospedeiro (Weis et 

al., 1988; Hanson et al., 1992). Durante o reconhecimento do receptor a Neuraminidase 

(NA) cliva os resíduos de ácido siálico e libera o vírus de ligações HA-ácido siálico não 

produtivas, permitindo que o vírus continue “escaneando” a superfície da célula até 

encontrar o receptor sialilado adequado (Sakai et al., 2017). Ao se ligar nos resíduos de 

ácido siálico na célula do hospedeiro, ocorre a endocitose da partícula viral, no 

endossomo o pH baixo (em torno de 5) leva a uma mudança conformacional da HA, que 

se insere na membrana endossomal e desencadeia fusão da membrana viral com a 
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membrana endossomal (White et al., 1982; Yoshimura and Ohnishi, 1984; Bullough et 

al., 1994). O pH ácido do endossomo também gera uma mudança conformacional na 

proteína M2, que é um canal iônico seletivo para prótons, que acidifica o núcleo viral 

liberando as ribonucleoproteínas virais (vRNPs) da proteína de matriz (M1), que então 

acessa o citoplasma da célula (Pinto et al., 1992; Lakadamyali et al., 2003; Rust et al., 

2004).  

A replicação do genoma viral ocorre no núcleo e o transporte do material genético 

da influenza para o núcleo é realizado pela NS2, que recruta a proteína adaptadora 

importin-α (Wang et al., 1997; Cros et al., 2005). Uma vez associada ao vRNP, a 

importin-α recruta a importin-β direciona a vRNP para o núcleo (Martin and Helenius, 

1991; O'neill et al., 1995). A estrutura viral e essas proteínas são representadas na Figura 

27. 

 

 

Figura 27. Estrutura do vírus da influenza (Criado com Biorender). 

 

O genoma viral da influenza é composto por oito fitas de RNA de polaridade 

negativa, no núcleo a RNA polimerase viral dependente de RNA (RdRp) inicia a 

transcrição do RNA de polaridade negativa, para um RNA de polaridade positiva 

(Newcomb et al., 2009; York et al., 2013). O RNA viral possui a cauda poly(A) (Poon et 

al., 1999), mas não possui o cap 5’, que é adicionado ao RNA viral pela subunidade PB2 

da RdRp que cliva mRNA do hospedeiro e adiciona o cap 5’ ao RNA viral (Plotch et al., 

1981; Guilligay et al., 2008; Reich et al., 2014). Após o processamento do RNA viral, ele 

pode ser utilizado pela RdRp para gerar novas fitas de polaridade negativa ou ser 
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transportado para fora do núcleo da célula para ser traduzido pelos ribossomos do 

hospedeiro (Jorba et al., 2009). 

As proteínas de membrana da influenza são sintetizadas e processadas no retículo 

endoplasmático rugoso (Bos et al., 1984; Daniels et al., 2003) e transportado pelo Golgi 

para a membrana plasmática em regiões ricas em colesterol denominadas rafts (Takeda 

et al., 2003; Veit and Thaa, 2011). O RNA viral e as proteínas virais citoplasmáticas são 

transportadas para a membrana plasmática pela proteína RAB-11 (Amorim et al., 2011; 

Eisfeld et al., 2011; Momose et al., 2011; De Castro Martin et al., 2017). Quando todas 

as proteínas virais e o RNA viral se encontram na membrana plasmática ocorre o 

brotamento das partículas virais (Rossman and Lamb, 2011).  

No trato respiratório, o epitélio é recoberto por muco que é rico em glicoproteínas 

sialiladas como a mucina, que pode se associar com a HA e impedir o movimento das 

novas partículas virais. A NA cliva os resíduos de ácido siálico no muco facilitando o 

movimento das partículas virais para as células vizinhas (Matrosovich et al., 2004; Cohen 

et al., 2013; Yang et al., 2014). As etapas do ciclo de replicação do vírus influenza estão 

esquematizadas na Figura 28. 

 

 

Figura 28. Ciclo de replicação do vírus influenza (Criado com Biorender). 

 

10.1 Apresentação Clínica da Influenza 
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A infecção pelo vírus influenza pode se apresentar desde uma infecção 

assintomática a quadros graves que podem levar ao óbito do paciente. Crianças não 

vacinadas para o vírus da influenza apresentam um risco elevado para o desenvolvimento 

de uma doença grave (Munoz, 2003). 

A transmissão do vírus acontece principalmente de pessoa a pessoa por meio de 

espirros, tosse e contato com objetos contaminados (Cowling et al., 2013; Wang et al., 

2021; Zhou and Zou, 2021). Após a inoculação do vírus, o pico de replicação acontece 

no segundo ao terceiro dia e cai a níveis indetectáveis de 6 a 7 dias, em alguns indivíduos, 

portanto o vírus continua replicando por vários dias (Carrat et al., 2008). 

Os sintomas mais comuns são faringite e traqueobronquite, acompanhado de 

febre, coriza, tosse, mal-estar e mialgia. Em casos mais graves, podem ocorrer o 

desenvolvimento de pneumonia, Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA) 

e morte com mais frequência nas populações de alto-risco. Fatores de Risco associados à 

influenza estão descritos na Figura 29B. 

 

Figura 29. Mortalidade e fatores de risco associados à Influenza (Adaptado de (Flerlage et 

al., 2021) 

 

10.2 Aspectos gerais da resposta imune inata na Influenza 

A resposta imune presente na mucosa é capaz de conter a maioria das partículas 

virais que tentam invadir o corpo do hospedeiro. Ao entrar no hospedeiro através das 

mucosas das cavidades nasal e oral, o vírus da influenza encontra primeiro o muco que 

recobre o epitélio respiratório. A NA viral é responsável por facilitar o acesso do vírus ao 
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epitélio respiratório através do muco (Matrosovich et al., 2004; Cohen et al., 2013; Yang 

et al., 2014). Ao conseguir invadir as células epiteliais, o vírus pode se espalhar e infectar 

células não imunes e células imunes do trato respiratório (como macrófagos e células 

dendríticas) (Perrone et al., 2008; Manicassamy et al., 2010). 

O RNA viral dentro das células hospedeiras é reconhecido pelos PRRs que levam 

a secreção de Interferon do tipo I (IFN), citocinas pró-inflamatórias, eicosanoides e 

quimiocinas. O Interferon do Tipo I é produzido por macrófagos, pneumócitos, células 

dendríticas e células dendríticas plasmocitóides (Jewell et al., 2007; Högner et al., 2013; 

Kallfass et al., 2013). A secreção de Interferon do Tipo I estimula a expressão de centenas 

de genes que são conhecidos como Genes Estimulados por Interferon (do inglês, IFN-

stimulated genes – ISGs) induzindo um estado antiviral nas células vizinhas. O estado 

antiviral se caracteriza pela indução de proteínas que vão levar a uma parada na síntese 

proteica, transcrição de RNA e consequente inibição da replicação viral. As citocinas pró-

inflamatórias e eicosanóides causam uma inflamação local e sistêmica, induzindo febre e 

iniciando a montagem da resposta imune adaptativa. Por sua vez, as quimiocinas recrutam 

células da resposta imune para o sítio de infecção, como neutrófilos células NK e 

monócitos. As células epiteliais infectadas são mortas pelas células NK (Gazit et al., 

2006). Monócitos e neutrófilos auxiliam na eliminação das células infectadas e na limpeza 

de células mortas (eferocitose) (Hashimoto et al., 2007).  

É importante levar em consideração não apenas a defesa do organismo a nível 

celular, mas do corpo como um todo, para que após uma infecção a saúde do organismo 

hospedeiro seja restaurada, reduzindo a replicação do patógeno (resistência antiviral) ou 

reduzindo o dano gerado ocasionado pela resposta imune (tolerância à doença). Um 

hospedeiro resistente recupera a saúde reconhecendo, eliminando o patógeno e 

controlando o dano gerado pelo processo de doença, um hospedeiro tolerante é capaz de 

controlar os danos ocasionados pela resposta imune à doença convivendo com o patógeno 

sem o aparecimento da doença, um hospedeiro se torna suscetível quando é incapaz de 

eliminar o patógeno ou controlar a doença (Figura 30).  
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Figura 30. Resistência antiviral e tolerância à doença (Adaptado de (Iwasaki and Pillai, 

2014)). 

 

10.3 Inflamassoma na Influenza 

Durante a infecção pelo vírus influenza, os PAMPs das bactérias comensais 

presentes na mucosa são importantes para iniciar o primeiro sinal necessário para a 

ativação do inflamassoma e montagem uma resposta imune eficiente (Ichinohe et al., 

2011). Após a infecção pelo vírus influenza, a expressão do canal iônico M2, a perda do 

potencial de membrana mitocondrial ou o acúmulo do RNA viral no citosol leva à 

ativação do inflamassoma, secreção de IL-1β e morte das células infectadas (Allen et al., 

2009; Ichinohe et al., 2009; Thomas et al., 2009; Ichinohe et al., 2010; Ichinohe et al., 

2013; Mcauley et al., 2013; Pothlichet et al., 2013; Moriyama et al., 2020). Células 

dendríticas não infectadas são estimuladas pela IL-1β aumentando a expressão do CC-

receptor de quimiocina 7 (CCR7) e migram para os linfonodos drenantes para 

apresentação dos antígenos virais das células mortas infectadas. A ativação do 

inflamassoma tem sido mostrada como essencial para o recrutamento de células 

inflamatórias para o pulmão (Thomas et al., 2009; Guarda et al., 2011; Pang et al., 2013). 

 

10.4 Histórico e Classificação do COVID-19 
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Os Coronavírus são vírus envelopados que possuem fita simples de RNA e 

pertencem à família Coronaviridae e que são divididos em quatro gêneros: 

alphacoronaviruses, betacoronaviruses, gammacoronaviruses e deltacoronaviruses (Ictv, 

2021). Semelhante ao vírus influenza, os coronavírus também circulam em reservatórios 

não humanos. Os alphacoronavirus e betacoronavirus circulam em roededores e 

morcegos, gammacoronavirus e deltacoronavirus circulam em aves (Cui et al., 2019). O 

contato próximo dos seres humanos com esses animais e a estratégia de replicação viral 

utilizada pelos coronavírus permitem que ocorram eventos de recombinação que 

conferem a eles a habilidade de infectar novos hospedeiros (Woo et al., 2006). Dessa 

forma, tem sido descrito novos coronavírus que possuem a capacidade de infectar 

humanos e causar a Síndrome Respiratória Aguda Grave (SRAG) (Peiris et al., 2003; 

Rota et al., 2003; Woo et al., 2006; Zaki et al., 2012), entre eles foi identificado o Severe 

acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (Zhu et al., 2020), que possui 

96,2% de similaridade com coronavírus que circulam entre morcegos (Zhou, P. et al., 

2020). O SARS-CoV-2 pertence à família Coronaviridae, ao gênero betacoronaviruses e 

a espécie Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus (ICTV, 2020).  

 

10.5 Epidemiologia da COVID-19 

O primeiro caso de COVID-19 foi reportado em dezembro de 2019, na cidade de 

Wuhan na China (Chen, N. et al., 2020; Huang et al., 2020; Zhou, P. et al., 2020; Zhu et 

al., 2020). Análises realizadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS) apontam que 

o início da pandemia se originou de um único evento de contato do vírus com a população 

humana e que o spillover ocorreu provavelmente de uma origem animal (WHO, 2020c). 

Após esse primeiro surto em 2019, a COVID-19 rapidamente se espalhou pelo mundo 

alcançando 612 milhões de casos confirmados e totalizando 6 milhões de mortes em 

setembro de 2022 (WHO, 2022a). 

No Brasil, o primeiro caso suspeito da infecção pelo SARS-CoV-2 foi notificado 

em janeiro de 2020, com os primeiros casos confirmados da doença sendo notificado em 

março de 2020 em diversos estados brasileiros (Brasil, 2020). A maior taxa de prevalência 

da doença ocorreu em 2020, com o país alcançando uma taxa de prevalência de 276,36 

casos a cada 100 mil habitantes. Os estados com as maiores taxas de prevalência foram 

Amazonas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, São Paulo e Rio de Janeiro, caindo em 

2022 para 69,56 casos a cada 100 mil habitantes após as campanhas de vacinação em 

2021 (Figura 31). 
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Figura 31. Série histórica da prevalência da COVID-19 por unidade federativa do Brasil. 

Dados obtidos no (Datasus, 2022). 

 

A taxa de letalidade da COVID-19 no Brasil se manteve muito alta entre os anos 

de 2020 e 2021, alcançando um valor máximo de 52,28% no estado do Espírito Santo no 

ano de 2020. A taxa de letalidade brasileira foi de 31,87% no ano de 2020 e 31,33% no 

ano de 2021, caindo para 28,23 em 2022 (Figura 32), valores muito mais altos que os 

observados para influenza no mesmo período (Figura 26). 

 

 

Figura 32. Série histórica da taxa de letalidade da COVID-19 por unidade federativa do 

Brasil. Dados obtidos no (Datasus, 2022). 

 

10.6 Estrutura Viral e Ciclo de Replicação do COVID-19 

A partícula viral do SARS-CoV-2 é formada pelas seguintes proteínas estruturais: 

Spike (S), Envelope (E), Membrana (M) e Nucleocapsídeo (N) (Figura 33). Seu material 

genético é composto por uma fita simples de RNA de polaridade positiva (+ssRNA), que 

está associado à proteína N.  
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Figura 33. Estrutura do SARS-CoV-2 (Criado com Biorender). 

 

O ciclo de replicação do SARS-CoV-2 se inicia com o reconhecimento da proteína 

Spike pela serino protease TMPRSS2 que cliva a proteína spike, permitindo seu 

reconhecimento pela Angiotensin-Converting Enzyme 2 – ACE2 (seu receptor celular) 

(Li et al., 2003; Hoffmann et al., 2020; Letko et al., 2020). Esse reconhecimento medeia 

a fusão da membrana plasmática da célula com a membrana viral e a entrada do vírus na 

célula. Após a entrada, o RNA é liberado no citoplasma da célula e inicia tradução das 

ORF1a e ORF1b que são processadas e formam o complexo de replicação e transcrição 

viral, que é composto por enzimas de transcrição, modificação do RNA e com função de 

proofreading. O processo de replicação viral se inicia com a síntese de uma fita de RNA 

de polaridade negativa, que será utilizada como molde para a síntese de fitas de RNA de 

polaridade positiva. As proteínas estruturais traduzidas, translocam-se para as membranas 

do retículo endoplasmático (ER) e são transportadas pelo Golgi, onde ocorre a interação 

com a proteína do capsídeo e com o RNA viral. Após a montagem do vírus ocorre o 

brotamento por exocitose (Figura 34) (V’kovski et al.). 
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Figura 34. Ciclo de Replicação do SARS-CoV-2 (Criado com Biorender). 

 

10.7  Apresentação Clínica da COVID-19 

A COVID-19 possui um grande espectro de severidade, desde infecções 

assintomáticas até o desenvolvimento de doenças severas e morte. Os sintomas se iniciam 

em média após um período de 4 dias do contato inicial e 95% dos indivíduos sintomáticos 

apresentarão sintomas até 14 dias após a exposição (Bi et al., 2020). O RNA viral do 

SARS-CoV-2 pode se manter detectável por várias semanas (He et al., 2020).  

Os sintomas mais comuns são anosmia, hipogeusia, tosse, febre, mialgia, dispneia 

e dor de cabeça (Brann et al., 2020; Burke et al., 2020; Stokes et al., 2020; Butowt and 

Von Bartheld, 2021). Complicações extrapulmonares também têm sido descritas para a 

COVID-19, como dano renal (Robbins-Juarez et al., 2020; Yang et al., 2020; Silva et al., 

2022), trombose (Bohula et al., 2022; Ns et al., 2022; Peacock et al., 2022) e 

manifestações neurológicas (Chou et al., 2021; Graham et al., 2021; Macintosh et al., 

2021; Song et al., 2021; Olivarria et al., 2022). 

Entre os fatores de risco associados à severidade da COVID-19 estão as síndromes 

metabólicas, como obesidade (Cai et al., 2020) e diabete (Kumar et al., 2020), além de 

doenças renais (Henry and Lippi, 2020) e cardiopatias (Tan and Aboulhosn, 2020). 

Pessoas com idade avançada são mais propensas ao desenvolvimento de uma doença mais 

severa, bem como o desenvolvimento de ARDS (Wu et al., 2020; Zhou, F. et al., 2020). 
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A COVID-19 é uma doença que não se caracteriza por afetar apenas o trato 

respiratório, mas diversos estudos têm mostrado que danos renais, neurológicos e 

metabólicos podem ser associados diretamente à infecção pelo SARS-CoV-2 (Bradley et 

al., 2020).  

 

10.8 Aspectos gerais da resposta imune inata na COVID-19 

O pulmão é um órgão vital cuja principal função são as trocas gasosas. Devido à 

sua função, ele está em constante contato com patógenos transportados pelo ar. Entre as 

estratégias utilizadas pelo sistema imune para o reconhecimento dos vírus, é o 

reconhecimento do RNA viral por TLRs endossomais (TLR7, TLR3 e TLR8). Os 

macrófagos alveolares são células sentinelas presentes no lúmen do trato respiratório e 

fornecem a primeira linha de defesa. Outra estratégia de defesa é por meio do 

reconhecimento do RNA viral citosólico por proteínas sensoras como RIG-I e MDA5. Os 

TLR, TIG-I e MDA induzem a ativação de IRF3/IRF7 e a transcrição de ISGs. O SARS-

CoV-2 consegue evadir essa resposta imune inicial pela expressão de algumas proteínas 

virais que bloqueiam essas vias (Kasuga et al., 2021). Por isso, são descritas baixas 

quantidades de IFN-I ou IFN-III no pulmão ou no sangue periférico de pacientes 

infectados com SARS-CoV-2, quando comparado com outras infecções virais (Blanco-

Melo et al., 2020; Hadjadj et al., 2020; Galani et al., 2021).  

O trato respiratório pode ser dividido em dois componentes: O trato respiratório 

superior que consiste no nariz externo, cavidade nasal, faringe, laringe e parte superior da 

traqueia; O trato respiratório inferior que consiste na parte inferior da traqueia, pulmão 

(brônquio, bronquíolo, alvéolo). No trato respiratório superior prevalece o tecido de 

mucosa onde a defesa imunológica é realizada principalmente por anticorpos IgA e muco. 

No trato respiratório superior IFN-III (IFN-λ1 e IFN-λ3) e ISGs estão elevadas nos 

pacientes com menor risco para o desenvolvimento de uma doença severa e IFN-λ2 e 

IFN-I (mas não ISGs) estão elevados nos pacientes que evoluem para uma doença severa 

(Sposito et al., 2021). Durante a fase mais tardia da doença, a secreção prolongada de IFN 

está associada a um pior prognóstico (Lee et al., 2020; Lucas et al., 2020). 

No trato respiratório inferior, não há presença de tecido de mucosa, e a resposta 

imune é mediada principalmente pelas células residentes nos alvéolos (macrófagos 

alveolares, células linfoides inatas (ILCs), pneumócitos tipo I, pneumócitos tipo II e 

células dendríticas (DCs)). Na COVID-19 observamos um grande infiltrado inflamatório 

no pulmão, possivelmente devido à indução de quimiocinas (Israelow et al., 2020), que é 

acompanhado por uma redução no número de células dendríticas, células dendríticas 
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plasmocitóides e células NK no pulmão e no sangue (Lucas et al., 2020; Sanchez-Cerrillo 

et al., 2020; Witkowski et al., 2021). 

 

10.9 Inflamassoma no COVID-19 

No pulmão dos pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 tem sido reportado uma 

resposta inflamatória descontrolada caracterizada como tempestade de citocinas ou 

síndrome de liberação de citocinas (Abdin et al., 2020; Polidoro et al., 2020). Essas 

citocinas são responsáveis por induzir o infiltrado inflamatório pulmonar, intensa 

inflamação e complicações respiratórias severas como a ARDS (Jiang et al., 2005; 

Reghunathan et al., 2005; Chen, N. et al., 2020). As citocinas que parecem estar 

envolvidas com o dano alveolar observado na ARDS são IL-1β, IL-6 e TNF-α (Nieto-

Torres et al., 2015). Apesar de a tempestade de citocinas observada nos pacientes 

COVID-19 poder estar relacionada com diversas causas, algumas evidencias têm 

demostrado que os inflamassomas podem estar envolvidos nesse processo (Abdin et al., 

2020; Ratajczak and Kucia, 2020; Sinha et al., 2020; Olajide et al., 2021; Toldo et al., 

2021).  

No início da pandemia, vários estudos associaram a presença de IL-1β, IL-18 e 

LDH à COVID-19, entretanto ainda não havia sido demonstrado que o inflamassoma 

poderia estar de fato envolvido com a doença (Chen, G. et al., 2020; Chi et al., 2020; Han 

et al., 2020; Huang et al., 2020; Lucas et al., 2020). Em 2021, nosso grupo demonstrou 

pela primeira vez a ativação do inflamassoma na COVID-19 (Rodrigues et al., 2021). 

Após este trabalho, vários outros grupos também demonstraram a ativação do 

inflamassoma na COVID-19 (Ferreira et al., 2021; Toldo et al., 2021; Junqueira et al., 

2022; Sefik et al., 2022). 

Os mecanismos que levam a ativação do inflamassoma na COVID-19 podem ser 

vários, entre eles podemos destacar que a proteína Spike (Olajide et al., 2021; Theobald 

et al., 2021; Olajide et al., 2022), Nucleocapsídeo (Pan et al., 2021), Envelope 

(Yalcinkaya et al., 2021), ORF3a (Siu et al., 2019; Xu et al., 2022) e ORF8b do SARS-

CoV-1 (Shi et al., 2019) ativam o inflamassoma de NLRP3, induzem a secreção de IL-

1β, piroptose e danos pulmonares.  
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11. JUSTIFICATIVA 

Os vírus influenza e os coronavírus epidêmicos são os agentes virais mais 

frequentes da Síndrome do Desconforto Respiratório Agudo (SDRA). Entre 2019 e 2021, 

houve 53.000.000 casos sintomáticos de gripe com aproximadamente 20.000 mortes nos 

Estados Unidos (Centers for Disease Control and Prevention 2021) e mais de 255.000.000 

casos confirmados e 55.127.000 mortes causadas pelo Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) em todo o mundo (WHO, 2020a). A SDRA 

grave é caracterizada por grande envolvimento pulmonar, desconforto respiratório, 

trombose sistêmica e óbito (Polak et al., 2020; Batah and Fabro, 2021; Bösmüller et al., 

2021).  

A ativação do inflamassoma de NLRP3 foi descrita tanto em infecções por 

influenza (Allen et al., 2009; Thomas et al., 2009; Ichinohe et al., 2010; Boal-Carvalho 

et al., 2020; Moriyama et al., 2020) quanto por SARS-CoV-2 (Lucas, 2020; Cama et al., 

2021; Eisfeld et al., 2021; Rodrigues et al., 2021; Junqueira et al., 2022; Sefik et al., 

2022), e esse processo contribui para inflamação excessiva e um pior desfecho clínico. O 

recrutamento de células imunes para os pulmões de indivíduos infectados leva à liberação 

excessiva de citocinas, que causam danos estruturais aos pulmões (Kommoss et al., 2020; 

Xu et al., 2020). Além disso, as principais patologias pulmonares relatadas na COVID-

19 grave incluem dano alveolar difuso (DAD), pneumonia em organização fibrinóide 

aguda (AFOP) e pneumonia intersticial crônica (Polak et al., 2020; Sauter et al., 2020; 

Batah and Fabro, 2021; Bösmüller et al., 2021). A ativação do inflamassoma de NLRP3 

também ocorre no parênquima pulmonar desses pacientes (Rodrigues et al., 2021; Toldo 

et al., 2021). Para influenza, as principais patologias pulmonares relatadas incluem dano 

alveolar difuso, além de bronquite necrosante, bronquiolite e fibrose (Taubenberger and 

Morens, 2008). No entanto, ainda não se sabe como a ativação do inflamassoma está 

relacionada ao processo inflamatório exacerbado nas células do parênquima pulmonar 

humano durante infecções virais como influenza e SARS-CoV-2.  
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12. OBJETIVOS 

 

12.1 Objetivo Geral 

 

Entender qual mecanismo torna a COVID-19 uma doença mais letal que a 

influenza. 

 

12.2 Objetivos Específicos 

 

i) Avaliar se a ativação do inflamassoma está associada à severidade da 

COVID-19 e da Influenza 

Racional: O SARS-CoV-2 é similar ao vírus da influenza em vários aspectos, 

como transmissão, ser um vírus de RNA e sintomas clínicos semelhantes em humanos 

(Manzanares-Meza and Medina-Contreras, 2020). Apesar disto, o COVID-19 pode ser 

significativamente mais grave em indivíduos não vacinados (Manzanares-Meza and 

Medina-Contreras, 2020; Godaert et al., 2021; Fröhlich et al., 2022; Taniguchi et al., 

2022) e os mecanismos envolvidos neste processo não são conhecidos. Trabalhos 

publicados anteriormente mostraram que a ativação exacerbada do inflamassoma medeia 

a patologia do COVID-19 (Rodrigues et al., 2021; Junqueira et al., 2022; Sefik et al., 

2022), isso nos levou a comparar a ativação do inflamassoma em pacientes com COVID-

19 com influenza. Avaliamos se a ativação do inflamassoma e o perfil de células que 

ativam o inflamassoma pode explicar essas diferenças encontradas nas duas doenças.  

 

ii) Avaliar quais características clínicas e laboratoriais estão associadas à 

evolução clínica e o desfecho final dos pacientes COVID-19 e influenza 

Racional: Uma vez caracterizado, o perfil de ativação do inflamassoma entre os 

pacientes COVID-19 e influenza, pretendemos avaliar se características clínico, 

laboratoriais e evolução dos pacientes se correlacionam com o perfil inflamatório e de 

ativação do inflamassoma.  
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13. MATERIAL E MÉTODOS 

 

13.1 Amostras 

Autópsias minimamente invasivas foram realizadas em 47 pacientes 

diagnosticados com SARS-CoV-2 no Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, Brasil (Ribeirão Preto, SP, Brasil) de abril 

a julho de 2020, pelo Serviço de Patologia (SERPAT). As autópsias minimamente 

invasivas foram feitas à beira do leito por meio de biópsias pulmonares cirúrgica pós-

morte por uma agulha de corte de calibre 14 (Magnum Needles, Bard) e uma pistola de 

biópsia (Magnum, Bard). Além disso, uma incisão de 3 cm no lado mais afetado do tórax 

entre a quarta e quinta costelas também foi usada para fornecer tecido pulmonar extra. 

Todas as amostras de tecido foram incluídas em parafina e fixadas em formalina 

(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded, FFPE). Os tecidos pulmonares de autópsias de 

pacientes diagnosticados com Influenza (n=12) que faleceram entre os anos de 2012 a 

2020 e biópsias de pacientes com Adenocarcinoma de Pulmão (n=5) foram obtidos no 

SERPAT. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP/USP sob 

protocolo nº 4.089.567.  

 

13.2 Imuno-histoquímica (IHC)  

Foi realizado imuno-histoquímica nos tecidos armazenados em parafina, 

utilizando anticorpos para a detecção de NLRP3 (clone D2P5E; 1:3.000; Cell Signaling), 

ASC (1:2.000; Adipogen AL177), SFTPC ( 1:200, ThermoFisher PA5-71680), CD68 

(1:200, Dako M0814), CD34 (1:500, Zeta Z2063ML), PDPN (1:200, ThermoFisher 14-

9381-82), THY-1 ( 1:300, Sigma SAB4200497), anti-GSDMD N-terminal clivado 

(1:200, Abcam ab215203), Caspase-1 (1:200, Abcam ab207802), IL- 1β (1:200, Abcam 

ab2105) para a detecção in situ dessas proteínas do inflamassoma. A técnica de Sequential 

Immunoperoxidase Labeling and Erasing (SIMPLE) foi utilizada para avaliar todos os 

marcadores no mesmo tecido, conforme publicado anteriormente (Glass et al., 2009). 

Resumidamente, após a incubação com anticorpo primário (durante a noite a 4ºC), 

as lâminas foram incubadas com immune peroxidase polymer anti-mouse (SPD-125, 

Spring Bioscience, Biogen) e com chromogen-substrate AEC peroxidase system kit (SK-

4200, Vector Laboratories, Burlingame, CA). Após scanear as lâminas com microscopia 

de alta resolução no microscópio VS120 Olympus, as lamínulas foram removidas em PBS 
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e as lâminas foram incubadas em uma série de etanol para apagar a marcação AEC. Em 

seguida, as lâminas foram reidratadas e os anticorpos foram removidos com uma 

incubação por 2 min em uma solução de 0,15 mM KMnO4/0,01 M H2SO4, seguido 

imediatamente por uma lavagem em água destilada. Os tecidos foram, então, remarcados.  

 

13.3 Imunofluorescência  

As lâminas foram incubadas com os anticorpos primários, anti-NLRP3 humano 

(clone D2P5E; 1:300; Cell Signaling), anti-ASC humano (1:200; Adipogen AL177), anti-

SFTPC (1:200, ThermoFisher PA5-71680), anti-CD64 (1:200, Biolegend 139304), anti-

CD34 (1:500, Zeta Z2063ML), anti-PDPN (1:200, ThermoFisher 14-9381-82), overnight 

a 4ºC e com os anticorpos secundários Alexa fluor-647 (Invitrogen) ou Alexa fluor-594 

(Invitrogen). As imagens foram adquiridas pelo sistema Axio Observer combinado com 

o microscópio do dispositivo confocal LSM 780 com ampliação de 63x (Carl Zeiss).  

 

13.4 Avaliação Histológica  

Cortes de tecidos pulmonares embebidos em parafina (3 μm) foram corados por 

hematoxilina e eosina (H&E). Os padrões morfológicos de lesão pulmonar foram 

avaliados por patologista pulmonar especializado (ATF) cegos para a história clínica. 

Fibrose, Pneumonia em Organização (OP), Pneumonia Aguda Fibrinosa e Organizante 

(AFOP), Dano Alveolar Difuso (DAD), Pneumonite e formação de trombo foram 

classificados como ausentes ou presentes e foi analisada a extensão da área da lesão 

pulmonar, com um ponto de corte de 5%.  

 

13.5 Extração de RNA  

O RNA das amostras de influenza e respectivos controles foram extraídos de 

amostras de tecido embebidas em parafina. As amostras foram cortadas em 3 seções de 

10 μm e colocadas em tubos Eppendorf de 2,0 ml sem RNase. Os cortes foram 

desparafinizados por incubação em 0,8 ml de xileno durante 5 minutos. As amostras 

foram então centrifugadas, o sobrenadante foi removido e foi adicionado xileno fresco 

para uma segunda incubação. Após a desparafinização e centrifugação, os cortes foram 

lavados com 0,8 ml de etanol, secos ao ar por vários minutos e ressuspensos em 25 μl de 

20 mg/ml de Proteinase K (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) mais 720 μl de tampão de 

digestão com as seguintes concentrações finais: 20mM TRIS-HCl pH8, 10mM EDTA 

pH8, 1% de SDS. As amostras foram agitadas em vórtex e incubadas overnight a 55 °C a 
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400 rpm. Uma segunda alíquota de 25 μl de 20 mg/ml de Proteinase K foi então 

adicionada, seguida de vórtex e incubação por 2h a 55 °C. O RNA foi obtido por extração 

com 1 mL do reagente Trizol e a purificação foi realizada de acordo com as instruções do 

fabricante.  

O RNA total de tecido pulmonar fresco de pacientes com SARS-CoV-2 e 

respectivos controles foi obtido usando o reagente Trizol e a purificação foi realizada de 

acordo com as instruções do fabricante.  

O RNA foi quantificado por espectrofotometria em espectrofotômetro NanoDrop 

2000c. A concentração foi ajustada para 1 μg/µL e o RNA foi armazenado a -70 °C até a 

transcrição reversa.  

 

13.6 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real para genes 

inflamatórios 

Para análise de expressão gênica dos genes inflamatórios, o RNA total foi 

transcrito em DNA complementar (cDNA) usando High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit (sem inibidor) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante 

(Thermo Fisher, EUA). A reação foi preparada em um volume final de 20,0 µL contendo 

4,2 µL de H2O, 2,0 µL de tampão, 2,0 µL de primers randômicos, 0,8 µL de Mix de dNTP 

(100 mM), 1,0 µL de enzima transcriptase reversa (RT) e 1 µL de RNA (1 ug/µL). A 

solução foi, então, colocada em termociclador com o seguinte programa: 25 ºC por 10 

min, 37 ºC por 120 min e 85 ºC por 5 min.  

A PCR em tempo real foi realizada em placas de 96 poços utilizando reagentes 

Sybr Green (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) no termociclador Quant studio 

(Applied Biosystems, EUA). O PCR em tempo real foi realizado em um volume total de 

20 μl em uma placa de 96 poços MicroAmp Fast Optical (Applied Biosystems). Cada 

poço continha 10 μl de SYBR Green qPCR Master Mix (Thermofisher), 1 μl de cada 

primer (Tabela Complementar 1), 2 μl de cDNA (20 ng) e 7 μl de água livre de RNase 

usando o seguinte protocolo: desnaturação inicial a 95°C por 10 min, 40 ciclos de 

desnaturação a 95 °C por 15 s seguido de anelamento/extensão a 60 °C por 60 s. Cada 

PCR foi seguido por uma análise da curva de melting entre 60-95 °C. Os valores de Ct 

foram analisados pelo método comparativo de Ct (ΔΔCt) e normalizados para o controle 

endógeno GAPDH. As diferenças de expressão gênicas foram normalizadas pela 

expressão 2−ΔΔCt. 

 

13.7 Reação em cadeia da polimerase em tempo real  para RNA viral 
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 A detecção e quantificação de genes do SARS-CoV-2 foi realizada com conjuntos 

de sonda e primer para 2019-nCoV_N2 e gene E, de acordo com o protocolo do Centros 

dos EUA para Controle e Prevenção de Doenças (Lu et al., 2020) e protocolos do grupo 

Charité (Corman et al., 2020). Os genes avaliados (N2, E gene housekeeping RNase-P) 

foram testados por RT-PCR em tempo real de uma etapa usando RNA total extraídos com 

TRIzol (Invitrogen). Todos os ensaios de PCR em tempo real foram feitos no 

termociclador Quant studio (Applied Biosystems, EUA). Um total de 70 ng de RNA foi 

usado para amplificação do genoma, adicionando primers específicos (20 µM), sonda (5 

µM), e TaqPath 1-Step RT-PCR Master Mix quantitativo (Applied Biosystems), com os 

seguintes parâmetros: 25 °C por 2 min, 50 °C por 15 min, e 95 °C por 2 min, seguido de 

45 ciclos de 94 °C por 5 se 60 °C por 30 s.  

Os primers utilizados foram os seguintes: N2 direto: 5'-

TTACAAACATTGGCCGCAAA-3', N2 reverso: 5'-GCGCGACATTCCGAAGAA-3'; 

sonda N2: 5'-FAM-ACAATTTGCCCCAGCGCTTCAG-BHQ1-3'; E direto: 5'- 

ACAGGTACGTTAATAGTTAATAGCGT-3', E reverso: 5'- 

ATATTGCAGCAGTACGCACACA-3'; sonda E: 5'-FAM-

ACACTAGCCATCCTTACTGCGCTTCG-BHQ-1-3'; RNase-P direto: 5'-

AGATTTGGACCTGCGAGCG-3', RNase-P reverso: 5'-

GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3'; e sonda RNase-P: 5'-FAM-

TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-BHQ-1-3'.  

Um plasmídeo de proteína N2 e proteína E foi usado para uma construção de curva 

padrão para quantificação de carga viral.  

 

13.8 Aquisição e avaliação de imagens de tomografia 

computadorizada de tórax  

Exames de radiografia de tórax (CXR) e tomografia computadorizada (TC) de 

tórax foram realizados como parte da avaliação clínica de rotina. As radiografias de tórax 

foram realizadas em equipamentos convencionais, principalmente na incidência 

anteroposterior. Imagens de TC foram realizadas em scanners multidetectores (Brilliance 

CT Big Bore 16 - Philips, Holanda, ou Aquilion Prime 160 - Toshiba, Japão), utilizando 

protocolos semelhantes para a aquisição de imagens de alta resolução dos pulmões 

(Raghu et al., 2018). Os pacientes foram escaneados em decúbito dorsal sem a 

administração de meios de contraste intravenosos. Os parâmetros de aquisição típicos 

foram: tensão do tubo de 120 kVp, 100–140 ref mAs (Koenigkam-Santos et al., 2022), 
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tempo de rotação do gantry de 0,3–0,7 s, tamanho da matriz de reconstrução de 512 × 

512, espessura do corte e incremento de 1,0 mm, usando padrão (soft) e filtros de kernel 

rígido. Os exames de imagem foram avaliados independentemente por dois radiologistas 

torácicos (MKS e DTW), cegos aos dados clínicos, laboratoriais e resultados de patologia 

conforme descrito (Koenigkam-Santos et al., 2022). As divergências foram resolvidas 

por consenso. Todos os CXRs disponíveis foram classificados quanto à presença e grau 

de pneumonia viral (Revel et al., 2020). A evolução da doença pulmonar na imagem foi 

avaliada considerando todos os exames desde a imagem inicial até a última imagem antes 

do óbito. As imagens tomográficas foram avaliadas de forma semelhante às imagens de 

CXR. 

 

13.9 Análise Estatística  

Para quantificação de puncta, todos os cortes histológicos foram visualizados em 

uma objetiva de 63x para digitalização de imagens aleatórias usando o sistema LSM 780 

no microscópio Axio Observer, cobrindo uma área de cerca de ~1,7 mm2 do parênquima 

pulmonar analisado por caso. A contagem manual de puncta e células foi cega e realizada 

usando as imagens adquiridas. As análises morfométricas foram realizadas conforme 

descrito (Weibel, 1963).  

A quantificação da expressão por imunohistoquimica foi realizada calculando a 

porcentagem de área marcada, as imagens digitalizadas foram abertas no software 

ImageJ, utilizando o plugin IHQ Toolbox, que consiste em uma ferramenta de seleção de 

cores semiautomática que seleciona os pixels positivos para marcação imuno-

histoquímica, diferenciando-as da marcação de fundo e H&E, após selecionar os pixels 

positivos, as imagens foram transformadas em 8 bits e a área ocupada por esses tons foi 

calculada.  

A distribuição dos dados de expressão gênica, marcadores bioquímicos e 

contagem de puncta foi avaliada quanto à normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk; 

os dados foram analisados utilizando testes não paramétricos de Kruskal-Wallis, Mann-

Whitney e correlação de Spearman. Os dados foram apresentados em gráficos com média 

e desvio padrão. Foram realizadas análises estatísticas usando o programa GraphPad 

PRISM 5.0, com p<0,05 sendo considerado estatisticamente significativo.  

Os heatmaps foram construídos usando a função heatmap.2 no programa R 

(versão 3.4.1). 
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14. RESULTADOS 

14.1 Casos letais de COVID-19 desenvolvem síndrome do desconforto 

respiratório agudo grave (SDRA) e maior ativação do 

inflamassoma no parênquima pulmonar do que pacientes com 

influenza  

Avaliamos a ativação do inflamassoma no parênquima pulmonar de 47 pacientes 

que morreram de SARS-CoV-2 entre abril e julho de 2020. Esses pacientes foram 

infectados com a cepa ancestral de SARS-CoV-2 antes do aparecimento das variantes do 

COVID-19 e antes do uso de vacinas. Nós também avaliamos 12 pacientes que morreram 

de influenza antes da pandemia de COVID-19. Como controle não infectado, avaliamos 

a ativação do inflamassoma em biópsias da área benigna dos pulmões de pacientes que 

morreram por adenocarcinoma pulmonar. Os dados da Tabela 3 mostram as 

características demográficas e clínicas dos pacientes com influenza e COVID-19. Os 

pacientes com COVID-19 tiveram uma idade média maior (67,97 anos) do que os 

pacientes com gripe (41,5 anos). A maioria dos pacientes com influenza estava infectada 

com o subtipo A H1N1 (41,66%), mas também com os subtipos A H3N2 (16,66%) e B 

(16,66%). Além disso, de acordo com os dados observados nos casos de COVID-19 

ocorridos em 2020 (pacientes infectados com a cepa ancestral Wuhan de SARS-CoV-2), 

descobrimos que os pacientes com COVID-19 apresentaram maior frequência de 

comorbidades como hipertensão, em além de ter (em média) obesidade grau 1 (IMC: 

31,10). Além disso, pacientes com influenza e COVID-19 (em média) exibiram valores 

alterados de PCR, dímeros D, LDH, creatinina, ureia, AST, ALT, PT (INR) e níveis de 

glicose no sangue. Além disso, os pacientes com influenza apresentaram um quadro 

fulminante de SDRA e faleceram (em média) em menos de 24 horas após procurarem os 

serviços de saúde. Em contrapartida, os pacientes com COVID-19 tiveram um tempo 

médio de doença de 18 dias, e a grande maioria (76,59%) dos pacientes fez uso de 

Ventilação Mecânica (VM), com média de 12,38 dias de uso de ventilação mecânica. 

Além disso, os pacientes com COVID-19 tiveram uma condição respiratória mais grave 

do que os pacientes com influenza, com PaO2 e PaO2/FiO2 consideravelmente alterados, 

caracterizando uma condição de SDRA moderada a grave (Tabela 3). Consistente com 

os estados respiratórios dos pacientes, as análises histopatológicas de pacientes com 

COVID-19 demonstraram uma fase fibrótica mais alta de DAD, OP e pneumonite do que 

as de pacientes com influenza (Figura 37A-C).  
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Tabela 3. Características dos pacientes influenza e COVID-19 

Características Demográficas Influenza 

Média (±SD) ou 

N (%) 

SARS-CoV-2 

Média (±SD) ou 

N (%) 

Valor de p 

N 12  47   

Gênero      

Feminino 4 (33.33%) 23 (48.93%) 
0.5177* 

Masculino 8 (66.66%) 24 (51.06%) 

Idade (anos) 41.5 (15.24±) 67.97 (15.05±) <0.0001** 

Tempo de doença (dias) -  18.08 (11.04±) - 

CTI 4 (33.33%) 37 (78.72%) 0.0045* 

Influenza A (H1N1) 5 (41.66%) -  - 

Influenza A (H3N2) 2 (16.66%) -  - 

Influenza A não subtipado 3 (25.00%) -  - 

Influenza B 2 (16.66%) -  - 

Comorbidades 

Hipertensão 2 (16.66%) 26 (55.32%) 0.0233* 

IMC -  31.10 (±8.82) - 

Diabetes 3 (25.00%) 18 (38.29%) 0.5092* 

Fumante 0 (0.00%) 12 (25.53%) 0.1012* 

Doenças Cardíacas 2 (16.66%) 12 (25.53%) 0.7119* 

Doenças Pulmonares 1 (8.33%) 12 (25.53%) 0.2679* 

Doença Renal 0 (0.00%) 7 (14.89%) 0.3255* 

Histórico de AVC 0 (0.00%) 7 (14.89%) 0.3255* 

Doença autoimune 0 (0.00%) 2 (4.25%) >0.9999* 

Achados Laboratoriais 

Proteína C-Reativa (mg/dL) 22.55 (±12.66) 11.40 (±8.49) 0.0061** 

Dímero D (μg/mL) -  4.91 (±4.46) - 

LDH (mmol/L) 5.18 (±3.91) 5.01 (±5.24) 0.9443** 

Creatinina (mg/dL) 4.59 (±2.41) 2.22 (±1.4) 0.0008** 

Ureia (mg/dL) 140 (±64.07) 119.40 (±58.47) 0.4247** 

AST (IU/L) 228 (±235.06) 104.42 (±90.74) 0.0174** 

ALT (IU/L) 38.2 (±32.12) 72.12 (±55.14) 0.2012** 

AST/ALT 3.99 (±2.66) 1.8 (±1.60) 0.0115** 

Tempo de Protrombina (INR) 1.44 (±0.65) 1.81 (±2.13) 0.6765** 

Albumina (g/dL) 3.02 (±1.36) 3.09 (±0.58) 0.8327** 

Glicemia (mg/dL) 181.2 (±105.58) 194.72 (±94.60) 0.7656** 

Perfil Respiratório 

Temperatura (ºC) 38.14 (±2.58) 37.39 (±1.73) 0.3833** 

Ventilação Mecânica 0.00 (0.00%) 36 (76.59%) <0.0001* 

Oxigenação por cânula nasal 4 (33.33%) 11 (23.40%) >0.9999* 

Tempo de intubação (dias) 0.30 (±0.57) 12.38 (±7.14) 0.0004** 

PaO2 (mmhg) 103.61 (±35.98) 74.01 (±24.63) 0.0112** 

Saturação Venosa (SvO2) 74.54 (±9.23) 67.58 (±25.34) 0.5477** 

PaO2/FiO2
# 476.85 (±257.13) 159.69 (±90.84) <0.0001** 

Gradiente de A-a O2
# 157.73 (±294.00) 283.22 (±208.31) 0.3988** 

Frequência Respiratória (mov/min) 24.40 (±9.07) 26.55 (±6.80) 0.4764** 

Achados Histopatológicos 

Fibrose (% de área) 1.66 (±5.77) 30.00 (±12.68) <0.0001** 

Pneumonia em Organização (% de área) 4.16 (±14.43) 10.74 (±14.89) 0.0437** 

Pneumonia Aguda Fibrinosa e Organizante (% de área) 8.33 (±15.27) 6.91 (±12.49) 0.9052** 

Dano Alveolar Difuso (% de área) 37.5 (±37.44) 17.87 (±21.05) 0.1419** 

Pneumonite (% de área) 1.66 (±3.89) 22.57 (±15.34) <0.0001** 

Infarto Pulmonar (% de área) 8.33 (±13.37) 3.404 (±9.618) 0.1363** 



Sá, K. S. G.            Resultados 

107 

 

* Teste exato de Fisher 

** Teste t 

# dado após 18 dias de hospitalização 

 

Para analisar as características histológicas dos pulmões dos pacientes, medimos 

a área do parênquima pulmonar nos cortes histológicos. Observamos que os pacientes que 

morreram de SARS-CoV-2 e influenza tinham uma área de parênquima pulmonar muito 

maior do que os pacientes com adenocarcinoma, mas nenhuma diferença foi encontrada 

quando comparamos influenza versus COVID-19, apoiando a hipótese de que ambas as 

infecções virais desencadeiam um robusto infiltrado inflamatório no pulmão em casos 

graves da doença (Figura 35A-D). Esses dados estão de acordo com achados 

histopatológicos que mostram intenso processo inflamatório em pacientes que morreram 

por SARS-CoV-2 e influenza (Batah and Fabro, 2021; Hariri et al., 2021). 

 

 

Figura 35. Pacientes com Influenza e SARS-CoV-2 possuem maior área de parênquima 

pulmonar. (A-D) Proporção da área do parênquima pulmonar de pacientes com COVID-19, Influenza e 

adenocarcinoma (área benigna dos pulmões). (B-D) Imagens representativas da coloração H&E mostrando 

o parênquima pulmonar. Barras de escala 200 µm.  

 

Para avaliar a ativação do inflamassoma nos pulmões de pacientes com COVID-

19 e influenza, foi escaneada uma área de aproximadamente 1,7mm² nos cortes 

histológicos usando microscopia 2-fóton. A área do parênquima foi calculada usando o 

software ImageJ, e a ativação do inflamassoma foi contada manualmente pela presença 

de puncta de NLRP3 ou de ASC (Hauenstein et al., 2015). A área do parênquima foi 

utilizada para normalizar todas as contagens entre os pacientes. Na Figura 36 estão 

podemos observar imagens representativas dos controles dos anticorpos utilizados. 
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Figura 36. Controle do anticorpo primário para o canal 488 e 594. Microscopia multifotônica 

de biópsias pulmonares de um paciente com COVID-19. Os tecidos foram corados com anticorpo 

secundário para os canais 488 e 594. Barra de escala 20 µm. 

 

Observamos que pacientes com infecção por SARS-CoV-2 tiveram mais 

inflamassomas ativos (medidos por puncta de ASC e NLRP3) do que pacientes com 

influenza e o grupo controle com adenocarcinoma de pulmão (Figura 37D-E). Imagens 

representativas de puncta de ASC e NLRP3 nos pulmões dos pacientes são mostradas 

(Figura 37F). Nós observamos a co-localização de ASC em quase todos os puncta de 

NLRP3, confirmando assim que os puncta que foram abundantemente encontradas nos 

pulmões dos pacientes são de fato o inflamassoma NLRP3/ASC (Figura 37G-H). 

Coletivamente, esses dados indicam que os pacientes com COVID-19 têm maior ativação 

do inflamassoma do que os pacientes com influenza e que esses pacientes evoluíram para 

uma fase fibrótica de DAD, OP e pneumonite.  
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Figura 37. Padrões histopatológicos e ativação do inflamassoma em autópsia pulmonar de 

pacientes com COVID-19 e influenza. Análise histopatológica de casos letais de pacientes com COVID-

19 e Influenza. (A-G) Análise histológica de lâminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para a 

presença de fibrose (A), pneumonia em organização (B) e pneumonite (C). (F-H) Análise de microscopia 

multifotôn de autópsias pulmonares de 47 pacientes com COVID-19, 12 pacientes com gripe e 5 pacientes 

com adenocarcinoma de pulmão. Os tecidos foram corados com anti-ASC ou anti-NLRP3 (F, G) para 

quantificação de células com ativação do inflamassoma (presença de puncta) em autópsias pulmonares (em 

vermelho, indicadas por setas brancas). DAPI cora os núcleos das células (azul). As inserções indicam uma 

maior ampliação da região indicada (retângulo vermelho). Barras de escala 20 µm. (L) Porcentagem de 

colocalização dos puncta de NLRP3 e ASC nos pulmões de cinco pacientes com COVID-19. (M) Imagens 

representativas mostrando a colocalização de ASC (verde) e NLRP3 (vermelho). Barra de escala 10 µm. 

Cada ponto na figura representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 0,05 comparando os grupos 

indicados, conforme determinado pelo teste de Mann-Whitney (A-E) ou pelo teste de Kruskal-Wallis (F). 

As imagens foram adquiridas por microscópio multifotôn usando uma objetiva 63x e analisadas usando o 

software ImageJ. 
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14.2 O perfil celular de ativação do inflamassoma difere em casos 

letais de COVID-19 e influenza  

Para investigar de forma abrangente os tipos de células que atuam na infecção por 

influenza e por SARS-CoV-2, analisamos a presença de macrófagos (CD64+), células 

endoteliais (CD34+), pneumócitos tipo 1 (PDPN+, Podoplanin+) e pneumócitos tipo 2 

(SFTPC+) nos pulmões dos pacientes. Descobrimos que as contagens totais de 

macrófagos e células endoteliais não foram diferentes entre os pacientes com COVID-19 

e influenza e também foram semelhantes aos observados na área benigna do 

adenocarcinoma do pulmão (Figura 38A, B). No entanto, observamos que os pacientes 

que morreram de influenza tinham menos pneumócitos tipo 1 e pneumócitos tipo 2 

(Figura 38C, D), o que é consistente com dados que indicam que o vírus influenza infecta 

preferencialmente pneumócitos tipo 1 e tipo 2 do que macrófagos e promove a morte 

dessas células devido ao processo de replicação viral (Weinheimer et al., 2012).  

Em seguida, avaliamos a participação dessas células na ativação do inflamassoma 

de ASC e NLRP3 em macrófagos (CD64+), células endoteliais (CD34+), pneumócitos 

tipo 1 (PDPN+) e pneumócitos tipo 2 (SFTPC+). Nós observamos que nos pulmões de 

pacientes com COVID-19, tanto os puncta de ASC quanto NLRP3 foram mais 

abundantes em macrófagos (Figura 38E, I) e células endoteliais (Figura 38F, J) do que 

em pacientes com influenza. Em contraste, na avaliação dos pneumócitos tipo 1 e tipo 2, 

descobrimos que os puncta de ASC e NLRP3 foram mais observados nos pulmões de 

pacientes com influenza do que em pacientes com COVID-19 (Figura 38G, H, K, L). 

Imagens representativas de puncta de ASC e NLRP3 em macrófagos, células endoteliais 

e pneumócitos tipo 1 e tipo 2 são mostradas na Figura 38M-T. Juntos, esses dados 

demonstram pela primeira vez que tipos distintos de células pulmonares podem 

desencadear a ativação do inflamassoma na influenza e COVID-19; Além disso, esses 

dados indicam uma contribuição principal dos macrófagos e células endoteliais para a 

ativação do inflamassoma durante a infecção por SARS-CoV-2 e pneumócitos tipo I e II 

para a ativação do inflamassoma na infecção pelo influenza. A magnitude da ativação do 

inflamassoma e os diferentes perfis celulares da ativação do inflamassoma entre o 

COVID-19 e a influenza podem contribuir para explicar a maior ativação do 

inflamassoma encontrado no COVID-19 em comparação com a influenza.  
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Figura 38. Macrófagos, células endoteliais e pneumócitos contribuem para a ativação do 

inflamassoma nos pulmões de pacientes com COVID-19 e influenza. Análise de microscopia multifotôn 

de autópsias pulmonares de 47 pacientes com COVID-19, 12 pacientes com influenza e 5 pacientes com 

adenocarcinoma de pulmão (área benigna dos pulmões). (A-D) Quantificação de macrófagos (CD64+, A), 

células endoteliais (CD34+, B), pneumócitos tipo I (PDPN+, C) e pneumócitos tipo II (SFTPC+, D) 

normalizados por área de parênquima pulmonar. (E-L) Porcentagem de células CD64+ (E, I), CD34+ (F, 

J), PDPN+ (G, K) e SFTPC+ (H, L) contendo puncta de ASC (E-H) ou NLRP3 (I-L). Cada ponto nas 

figuras representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme 

determinado pelo teste de Kruskal-Wallis. (M-T) Imagem representativa de puncta de ASC (M-P) ou 

NLRP3 (Q-T) (em vermelho; indicado por setas brancas) em células CD64+ (em verde; M, Q), CD34+ 

(em rosa; N, R), PDPN+ (em verde ; O, S) e células SFTPC+ (em verde; P, T) de uma autópsia pulmonar 

de um paciente com COVID-19. DAPI cora os núcleos das células (azul). Barras de escala 10 µm. As 

imagens foram adquiridas por microscopia multifotôn usando uma objetiva de 63x e analisadas usando o 

software ImageJ. 

 

Posteriormente, realizamos análises imuno-histoquímicas do parênquima 

pulmonar para avaliar a expressão dos componentes do inflamassoma e observamos 

expressão variável de NLRP3, ASC, GSDMD clivado, IL-1β e caspase-1 na COVID-19 

e influenza (Figura 39A-E). Para avaliar quais células do parênquima pulmonar 

expressavam esses componentes do inflamassoma, avaliamos a expressão de ASC, 

NLRP3, caspase-1, GSDMD clivado e IL1β em células endoteliais (CD34+), macrófagos 

(CD68+) e pneumócitos tipo 2 (SFTPC+) por imuno-histoquímica (Figura 39F-H). 

Também coramos esses tecidos com anti-Spike de SARS-CoV-2 e descobrimos que 

células endoteliais, macrófagos e pneumócitos tipo 2 infectados expressaram ASC, 

NLRP3, Caspase-1 e IL-1β (Figura 39F-H). 
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Figura 39. Imuno-histoquímica de autópsias pulmonares de pacientes com COVID-19, 

influenza e adenocarcinoma pulmonar. Análise de imuno-histoquímica de autópsias pulmonares de 47 

pacientes com COVID-19, 12 pacientes com influenza e 5 pacientes com adenocarcinoma de pulmão (área 

benigna dos pulmões). Quantificação da porcentagem de área marcada para ASC (A), NLRP3 (B), GSDMD 

clivada (C), IL-1β (D) e Caspase-1 (E). (F-H) Imagens representativas de pulmões de casos fatais de 

COVID-19 e Influenza, indicando colocalização de Spike viral, ASC, NLRP3, Caspase-1, IL-1β e GSDMD 

clivado em células endoteliais (CD34+, F), macrófagos (CD68+, G) e pneumócitos tipo II (SFTPC+, H). 
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14.3 A progressão da doença em casos letais de COVID-19 ocorre 

com a diminuição da carga viral e aumento da ativação do 

inflamassoma no parênquima pulmonar ao longo do tempo  

Para avaliar se a ativação do inflamassoma estava associada a condições clínicas 

específicas de pacientes, realizamos correlações de Pearson nos pacientes COVID-19. 

Embora todos esses pacientes tenham morrido, observamos uma forte correlação negativa 

entre a carga viral e tempo de doença (Figura 40A, B). Além disso, observamos uma 

correlação positiva entre a quantidade de puncta de NLRP3 e ASC com o tempo de 

doença (Figura 40C, D), sugerindo assim que, em geral, enquanto a carga viral é 

reduzida, a ativação do inflamassoma aumenta durante hospitalização nesses casos letais 

de COVID-19. Também observamos correlações negativas significativas entre puncta de 

NLRP3 e PaO2/FiO2 (Figura 40E), sugerindo assim que a ativação do inflamassoma está 

relacionada a uma piora geral da função pulmonar.  

 

 

Figura 40. A ativação do inflamassoma se correlaciona positivamente com o tempo de 

doença, e a carga viral se correlaciona inversamente com o tempo de doença. Correlação de Spearman 

da carga viral pulmonar, ativação do inflamassoma e tempo de doença em 47 pacientes fatais com COVID-

19. (A) Correlação do N2 viral com o tempo de doença; (B) Correlação do E viral com o tempo de doença; 

(C) Correlação de puncta NLRP3 por área de parênquima com o tempo de doença; (D) Correlação de puncta 

ASC por área de parênquima com o tempo de doença; (E) Correlação de puncta NLRP3 por área de 

parênquima com PaO2/FiO2. Os valores de r e p estão indicados na figura. 

 

Não detectamos correlações estatisticamente significativas entre puncta de 

NLRP3 ou ASC e carga viral nos tecidos (Figura 41). 
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Figura 41. Correlação não significativa entre as cargas virais e ativação do inflamassoma em 

casos letais de pacientes com COVID-19. Correlação de Spearman da carga viral pulmonar e ativação do 

inflamassoma em 47 pacientes fatais com COVID-19. (A) Correlação de N2 viral com puncta NLRP3 por 

área de parênquima; (B) Correlação de E viral com puncta NLRP3 por área de parênquima; (C) Correlação 

de N2 viral com ASC puncta por área de parênquima; (D) Correlação de E viral com puncta ASC por área 

de parênquima. Os valores de r e p estão indicados na figura. 

 

14.4 A ativação do inflamassoma e a carga viral pulmonar definem 

dois desfechos clínicos distintos em casos letais de COVID -19.  

O desequilíbrio dos processos inflamatórios e anti-inflamatórios leva a liberação 

excessiva de citocinas na circulação sistêmica com consequências potencialmente 

deletérias, incluindo síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), choque 

circulatório, síndrome de disfunção de múltiplos órgãos (MODS), e morte (Sinha et al., 

2020). Vários estudos relataram a associação da influenza (Peiris et al., 2004; De Jong et 

al., 2006; Kash et al., 2006; Kobasa et al., 2007; Cillóniz et al., 2009) e SARSCoV-2 

(Huang et al., 2005; Qin et al., 2020; Chen et al., 2021) com síndrome hiper inflamatória 

relacionada à gravidade da doença, a ativação do inflamassoma pode estar associada à 

síndrome de liberação de citocinas (SRC) (Dolinay et al., 2012; Cui and Zhang, 2020; 

Olajide et al., 2021). Assim, para correlacionar a ativação do inflamassoma com o perfil 

hiper inflamatório observado em casos letais de COVID-19, analisamos a expressão de 

genes relacionados ao processo inflamatório e ativação do inflamassoma nos pulmões de 

pacientes com COVID-19. Nós observamos que vários genes de citocinas inflamatórias 
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têm uma correlação positiva com os genes envolvidos na ativação do inflamassoma 

(Figura 45A). Não observamos uma diferença significativa na expressão desses genes 

quando comparamos pacientes com COVID-19 com pacientes com adenocarcinoma de 

pulmão (Figura 45B-U), possivelmente devido à grande dispersão de dados observada 

em pacientes com COVID-19.  

 

 

Figura 42. Expressão gênica pulmonar de pacientes com COVID-19. Matrix de correlação da 

expressão gênica de gênes associados ao inflamassoma e gênes inflamatórios em autópsia pulmonar de 47 

pacientes com COVID-19 (A). As cores indicam os scores de correlação, categorizados como correlação 

positiva forte (r ≥ 0,70; vermelho); correlação positiva moderada (0,50 ≥ r ≤ 0,70; laranja); correlação 

positiva fraca (0,30 ≥ r ≤ 0,50; amarelo); correlação negativa forte (r ≥ −0,70; azul escuro); correlação 

moderada negativa (−0,50 ≥ r ≤ −0,70; azul) ou correlação negativa fraca (−0,30 ≥ r ≤ −0,50; azul claro). 

Apenas correlações com p<0,05 são representadas na matriz de correlação. (B-U) Expressão de mRNA nas 

autópsias pulmonares de pacientes com COVID-19 e pacientes com adenocarcinoma de pulmão (área 

benigna dos pulmões). Os genes selecionados foram Il6 (B), Il10 (C), Il17 (D), Ifna1 (E), Ifnb1 (F), Ifng 

(G), Il4 (H), Il2 (I), Tnfa (J), Il1a (K), Il1b (L), Il18 (M), I1ra (N), Nlrp3 (O), Nlrc4 (P), Nlrp1 (Q), Aim2 

(R), Pycard (S), Casp1 (T), Casp4 (U). 

 

Entre os pacientes com influenza, observamos uma correlação mais forte entre os 

genes avaliados (Figura 43A). Nesses pacientes a expressão de Il6 (Figura 43B), Tnfa 
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(Figura 43D), Ifnb (Figura 43G), Il4 (Figura 43H), Il17a (Figura 43I), Il2 (Figura 

43J), Nlrc4 (Figura 43L), Nlrp1 (Figura 43M), Aim2 (Figura 43N) e Casp4 (Figura 

43Q) são significativamente maiores do que em pacientes com adenocarcinoma de 

pulmão. 

 

 

Figura 43. Expressão gênica pulmonar de pacientes com influenza. Matriz de correlação da 

expressão gênica do inflamassoma e genes inflamatórios em biópsias pulmonares de pacientes com 

influenza (A) que são representadas por scores de correlação, que foram categorizados como correlação 

positiva forte (r ≥ 0,70; vermelho), correlação positiva moderada (0,50 ≥ r ≤ 0,70; laranja) , correlação 

positiva fraca (0,30 ≥ r ≤ 0,50; amarelo), correlação negativa forte (r ≥ -0,70; azul escuro), correlação 

negativa moderada (-0,50 ≥ r ≤ -0,70; azul) ou correlação negativa fraca (-0,30 ≥ r ≤ -0,50; azul claro). 

Apenas correlações com p<0,05 são representadas na matriz de correlação. Expressão de mRNA em 

biópsias pulmonares de pacientes com influenza e adenocarcinoma de pulmão (Controle). Os genes 

selecionados foram Il6 (B), Il10 (C), Il17 (D), Ifna1 (E), Ifnb1 (F), Ifng (G), Il4 (H), Il2 (I), Tnfa (J), Il1a 

(K), IL1β (L), Il18 (M), Il1ra (N), Nlrp3 (O), Nlrc4 (P), Nlrp1 (Q), Aim2 (R), Pycard (S), Casp1 (T), 

Casp4 (U). (V) Heatmap da expressão de mRNA de genes do inflamassoma e genes inflamatórias em 

biópsias pulmonares de pacientes com influenza. 

 

Devido à alta variação na expressão gênica detectada nos pacientes com COVID-

19, realizamos um heatmap não supervisionado construído com dados da expressão 
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gênica relativa e observamos a formação de dois clusters nos pacientes com COVID-19 

(Figura 44A). Estes clusters também foram observados entre os pacientes influenza 

(Figura 43V). O cluster 1 foi caracterizado por uma maior carga viral e menor expressão 

dos genes do inflamassomas e genes inflamatórios. Em contraste com o Cluster 1, o 

Cluster 2 foi composto por pacientes que morreram com menor carga viral e expressão 

aumentada de genes do inflamassomas e genes inflamatórios (Figura 44A). Devido ao 

baixo número amostral de pacientes com influenza, optamos por não os estratificar, de 

modo que as análises dos pacientes estratificados serão realizadas apenas entre os 

pacientes com COVID-19.  

Para avaliar melhor as principais diferenças entre esses dois grupos, analisamos a 

cinética de PaO2/FiO2 e gradiente de A-a O2 nesses pacientes. Observamos que os 

pacientes do Cluster 2, que apresentavam inflamação geral aumentada, possuíam uma 

piora da função pulmonar em comparação com o Cluster 1 (Figura 44B, C). Em 

contrapartida, os pacientes do Cluster 1 apresentaram coagulação intravascular 

disseminada (Tabela 4), de acordo com os parâmetros recomendados pela Sociedade 

Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH) (Taylor et al., 2001). As informações 

demográficas básicas estratificadas por cluster são fornecidas na Tabela 4. 

Surpreendentemente, os pacientes que pertenciam ao Cluster 2 tiveram um tempo de 

doença maior (Figura 44D), pior função pulmonar (como indicado pelo PaO2/FiO2 e 

gradiente A-a O2) (Figura 44E, F), maior área de fibrose pulmonar (Figura 44G) e maior 

ativação do inflamassoma de NLRP3, conforme medido pela formação de puncta (Figura 

44H). Imagens representativas do parênquima pulmonar de três pacientes do Cluster 1 e 

três pacientes do Cluster 2 são mostradas na Figura 44I-J.  
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Figura 44 Carga viral pulmonar e expressão gênica de genes inflamatórios definem dois 

grupos de pacientes em casos letais de COVID-19. (A) Heatmap da expressão gênica de inflamassoma, 

moléculas/citocinas inflamatórias e N2 e E virais em autópsias pulmonares de 47 pacientes com COVID-

19. PaO2/FiO2 (B) e gradiente A-a O2 (C) durante o desenvolvimento da doença de pacientes do Cluster 

1 (N=16, verde) e Cluster 2 (N=31, vermelho). *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, conforme 

determinado pelo teste Area Sob a Curva. (D-H) Análise do Cluster 1 e Cluster 2 para tempo de doença 

(D), PaO2/FiO2 (E), gradiente A-a O2 (F), fibrose (G) e puncta de NLRP3 por área do parênquima pulmonar 

(H). Cada ponto na figura representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 0,05 comparando os grupos 

indicados, conforme determinado pelo teste de Mann-Whitney. (I-J) Imagens H&E representativas do 

parênquima pulmonar de 3 pacientes do cluster 1 (I) e 3 pacientes do cluster 2 (J). Barras de escala 200 

µm. 
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Tabela 4. Características dos pacientes COVID-19 

Características Demográficas Cluster 1 

Média (±SD) ou 

n(%) 

Cluster 2 

Média (±SD) ou 

n(%) 

Valor de p 

N 16  31  - 

Gênero      

Feminino 6 (37.50%) 17 (54.83%) 
0.358* 

Masculino 10 (62.50%) 14 (45.16%) 

Idade (anos) 70.81 (±10.34) 66.5 (±17.46) 0.369** 

Tempo de doença (dias) 12.06 (±6.97) 21.19 (±9.64) 0.001** 

CTI 11 (68.75%) 25 (80.64%) 0.471* 

Comorbidades 

Hipertensão 10 (62.50%) 16 (51.61%) 0.546* 

IMC 28.39 (±6.92) 33.21 (±8.52) 0.057** 

Diabetes 7 (43.75%) 11 (35.48%) 0.999* 

Fumante 4 (25.00%) 8 (25.80%) 0.999* 

Doenças Cardíacas 4 (25.00%) 8 (25.80%) 0.999* 

Doenças Pulmonares 3 (18.75%) 9 (29.03%) 0.505* 

Doença Renal 1 (6.25%) 6 (19.35%) 0.395* 

Histórico de AVC 3 (18.75%) 4 (12.90%) 0.675* 

Doença autoimune 1 (6.25%) 1 (3.22%) 0.999* 

Achados Laboratoriais 

Proteína C-Reativa (mg/dL) 11.54 (±1.64) 11.32 (±9.15) 0.924** 

Dímero D (μg/mL) 6.07 (±5.45) 4.38 (±3.91) 0.227** 

LDH (mmol/L) 6.17 (±6.42) 4.41 (±4.52) 0.280** 

Creatinina (mg/dL) 2.41 (±1.64) 2.12 (±1.21) 0.494** 

Ureia (mg/dL) 108.36 (±53.92) 125.09 (±60.75) 0.358** 

AST (IU/L) 110.65 (±112.67) 101.08 (±78.69) 0.735** 

ALT (IU/L) 72.40 (±59.92) 71.98 (±53.88) 0.980** 

AST/ALT 2.1 (±2.47) 1.6 (±0.92) 0.319** 

Tempo de Protrombina (INR) 1.56 (±0.98) 1.95 (±2.55) 0.560** 

Albumina (g/dL) 3.24 (±0.65) 3.01 (±0.54) 0.251** 

Glicemia (mg/dL) 191.00 (±100.25) 196.65 (±96.32) 0.851** 

Perfil Respiratório 

Temperatura (ºC) 37.74 (±1.82) 37.20 (±1.62) 0.304** 

Ventilação Mecânica 11 (68.75%) 25 (80.64%) 0.471* 

Oxigenação por cânula nasal 5 (31.25%) 6 (19.35%) 0.471* 

Tempo de intubação (dias) 8 (±4.72) 14.32 (±6.94) 0.009** 

PaO2 (mmhg) 75.54 (±8.06) 73.27 (±1.69) 0.135** 

Saturação Venosa (SvO2) 61.33 (±27.83) 70.59 (±19.27) 0.187** 

PaO2/FiO2
# 216.16 (±32.94) 164.15 (±21.09) <0.001** 

Gradiente de A-a O2
# 40.20 (±101.48) 237.58 (±68.05) 0.006** 

Frequência Respiratória (mov/min) 26.76 (±7.86) 26.45 (±5.75) 0.878** 

Achados Histopatológicos, Perfil Vascular e Ativação do inflamassoma 

Fibrose (% de área) 24.38 (±11.59) 32.90 (±14.05) 0.042** 

Pneumonia em Organização (% de área) 23.30 (±18.16) 24.50 (±15.71) 0.815** 

Pneumonia Aguda Fibrinosa e Organizante (% de área) 18.33 (±12.24) 23.89 (±15.76) 0.225** 

Dano Alveolar Difuso (% de área) 34.00 (±24.03) 33.33 (±20.23) 0.920** 

Pneumonite (% de área) 20.67 (±18.52) 23.86 (±15.88) 0.540** 

Infarto Pulmonar (% de área) 26.67 (±14.14) 20.00 (±14.14) 0.132** 

Coagulação Intravascular Disseminada 8 (50.00%) 5 (16.13%) 0.0198* 

Puncta de NLRP3 por área de parênquima (mm²) 143.67 (±89.00) 238.40 (±157.76) 0.031** 

* Teste exato de Fisher 

** Teste t 
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# dado após 18 dias de hospitalização 

 

Além disso, confirmamos que os pacientes pertencentes ao Cluster 2 tinham uma 

carga viral global mais baixa do que os pacientes do Cluster 1 (Figura 45).  

 

 

Figura 45. Os pacientes com COVID-19 do Cluster 1 contêm cargas virais mais altas nos 

pulmões em comparação com os pacientes do Cluster 2. Quantificação de N2 viral (A) e E (B) em 

autópsias pulmonares de 47 pacientes com COVID-19 do Cluster 1 (N = 16) e Cluster 2 (N = 31). (C) 

Quantificação da porcentagem de área marcada para proteína viral Spike em autópsias pulmonares. Cada 

ponto na figura representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 0,05 comparando os grupos indicados, 

conforme determinado pelo teste de Mann-Whitney. (D-E) Imagens representativas de tecidos pulmonares 

corados para Spike (vermelho) e Hematoxilina (azul). Barras de escala 100 µm. 
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Em seguida, avaliamos as análises radiológicas de 16 pacientes do Cluster 1 e 31 

pacientes do Cluster 2 comparando a primeira e a última radiografia de tórax (CXR) e 

observamos uma piora geral das condições pulmonares nos pacientes do Cluster 2 

(Figura 46A). Imagens representativas de CXR de 2 pacientes de cada cluster são 

mostradas na Figura 46B, C. A Tabela 5 resume os achados gerais das análises de 

imagem para os pacientes do Cluster 1 e Cluster 2.  

 

 

Figura 46. Evolução CXR de pacientes do Cluster 1 e Cluster 2. Análise da primeira e última 

radiografia de tórax (CXR) de 46 pacientes com COVID-19 pertencentes ao Cluster 1 (n=15) e Cluster 2 

(n=31). (A) Pacientes com opacidades reduzidas (verde), estabilidade (azul) e opacidades aumentadas 

(vermelho). As análises prejudicadas são mostradas em cinza. Imagens representativas da primeira e última 

radiografia de dois pacientes do Cluster 1, indicando estabilidade em pneumonia moderada e leve (B) e 

dois pacientes do Cluster 2, indicando piora do quadro em casos de pneumonia grave (C). 
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14.5 Expressão gênica e perfil celular de ativação do inflamassoma 

não estão associados ao uso de ventilação mecânica em pacientes  

Para avaliar se a ventilação mecânica (MV) pode estar associada à inflamação ou 

ativação do inflamassoma, dividimos os pacientes com COVID-19 em uso ou não de 

ventilação mecânica. As informações demográficas desses pacientes são apresentadas na  

Tabela 6. Em nossa coorte, os pacientes submetidos à ventilação mecânica 

apresentam maior tempo de doença, hipertensão, menor quantidade de Proteína C-

Reativa, Tempo de protrombina (INR) e albumina e maiores quantidades de LDH e ureia, 

pior função pulmonar (PaO2/FiO2 e gradiente A-a O2), embora não tenham sido 

observadas diferenças nas análises histopatológicas ( 

Tabela 6). 

Tabela 5. Análises Radiológicas 

 Cluster 1 Cluster 2 Valor de p 

Padrão do Primeiro CXR       

Sem Opacidades 1 (6.250%) 3 (9.67%) 0.9101 

Pneumonia Viral Leve  2 (12.50%) 3 (9.67%)  

Pneumonia Viral Moderada 8 (50.00%) 12 (38.70%)  

Pneumonia Viral Severa  5 (31.25%) 11 (35.48%)  

Análise Prejudicada 0  2 (6.45%)  

      

Padrão do Último CXR      

Sem Opacidades 1 (6.25%) 2 (6.45%) 0.9971 

Pneumonia Viral Leve  3 (18.75%) 5 (16.12%)  

Pneumonia Viral Moderada 6 (37.50%) 12 (38.70%)  

Pneumonia Viral Severa  4 (25.00%) 8 (25.80%)  

Análise Prejudicada 2 (12.50%) 4 (12.90%)  

      

Evolução do CXR até o óbito      

Melhora (Menos opacidades)  5 (33.33%) 10 (32.25%) 0.0364 

Estabilidade  7 (46.66%) 4 (12.90%)  

Piora (mais opacidades)  2 (13.33%) 12 (38.70%)  

Análise Prejudicada 1 (6.66%) 5 (16.12%)  

      

Comprometimento do 

Pulmão (CT Toráxico) 

    
 

0 0  0  0.0363 

<25% 4 (66.66%) 1 (12.50%)  

25-50% 0  3 (37.50%)  

50-75% 1 (16.66%) 3 (37.50%)  

>75% 1 (16.66%) 1 (12.50%)  
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Tabela 6. Características dos pacientes COVID-19 que foram submetidos ou não 

a Ventilação Mecânica (MV). 

Características Demográficas MV+ 

Média (±SD) ou 

n(%) 

MV- 

Média (±SD) ou 

n(%) 

Valor de p 

N 36  11   

Gênero      

Feminino 17 (47.22%) 6 (54.54%) 
0.7400* 

Masculino 19 (52.77%) 5 (45.45%) 

Idade (anos) 65.61 (±13.52) 75.72 (±17.61) 0.0493** 

Tempo de doença (dias) 20.94 (±10.76) 8.72 (±5.40) 0.0007** 

CTI 36 (100.00%) 0 (0.00%) >0.9999* 

Comorbidades 

Hipertensão 23 (63.88%) 3 (27.27%) 0.0433* 

IMC 30.61 (±8.52) 34.56 (±14.46) 0.4324** 

Diabetes 16 (44.44%) 2 (18.18%) 0.1644* 

Fumante 11 (30.55%) 3 (27.77%) >0.9999* 

Doenças Cardíacas 11 (30.55%) 1 (9.09%) 0.2440* 

Doenças Pulmonares 9 (25.00%) 2 (18.18%) >0.9999* 

Doença Renal 6 (16.66%) 1 (9.09%) >0.9999* 

Histórico de AVC 4 (11.11%) 3 (27.77%) 0.3296* 

Doença autoimune 1 (2.77%) 1 (9.09%) 0.4172* 

Achados Laboratoriais 

Proteína C-Reativa (mg/dL) 9.99 (±7.83) 16.02 (±9.29) 0.0377** 

Dímero D (μg/mL) 4.99 (±4.68) 4.56 (±3.62) 0.7989** 

LDH (mmol/L) 5.78 (±5.76) 2.49 (±1.13) 0.0680** 

Creatinina (mg/dL) 1.58 (±1.39) 1.05 (±0.50) 0.2242** 

Ureia (mg/dL) 138.18 (±54.07) 64.48 (±34.12) 0.0001** 

AST (IU/L) 109.61 (±98.16) 84.81 (±54.14) 0.4725** 

ALT (IU/L) 79.02 (±58.67) 45.38 (±26.97) 0.1254** 

AST/ALT 1.6 (±1.74) 2.2 (±0.88) 0.3542** 

Tempo de Protrombina (INR) 1.53 (±0.91) 2.82 (±4.24) 0.0900** 

Albumina (g/dL) 2.99 (±0.54) 3.78 (±0.41) 0.0034** 

Glicemia (mg/dL) 198.22 (±93.77) 181.11 (±102.34) 0.6340** 

Perfil Respiratório 

Temperatura (ºC) 37.51 (±1.79) 36.99 (±1.53) 0.3890** 

PaO2 (mmhg) 79.57 (±20.19) 53.99 (±24.12) 0.0014** 

Saturação Venosa (SvO2) 70.86 (±14.36) 50.71 (±31.26) 0.0092** 

PaO2/FiO2
# 132.63 (±67.94) 257.11 (±114.86) <0.0001** 

Gradiente de A-a O2
# 351.09 (±183.40) 45.69 (±26.55) <0.0001** 

Frequência Respiratória (mov/min) 27.61 (±6.17) 23.09 (±7.89) 0.0669** 

Achados Histopatológicos 

Fibrose (% de área) 30.28 (±14.05) 29.09 (±12.21) 0.8015** 

Pneumonia em Organização (% de área) 26.11 (±13.56) 20.00 (±11.54) 0.4520** 

Pneumonia Aguda Fibrinosa e Organizante (% de área) 19.50 (±12.48) 26.00 (±15.16) 0.3906** 

Dano Alveolar Difuso (% de área) 28.82 (±19.34) 43.75 (±16.85) 0.0742** 

Pneumonite (% de área) 23.52 (±17.33) 20.00 (±8.16) 0.5435** 

Infarto Pulmonar (% de área) 25.00 (±10.00) 10.00 (±0.00) 0.2235** 

Ativação do Inflamassoma 

Puncta de NLRP3 por área de parênquima (mm²) 204.3 (±155.5) 204.0 (±156.6) 0.9310** 

Puncta de ASC por área de parênquima (mm²) 251.8 (±192.5) 267.3 (±133.1) 0.4196** 

* Fisher's exact test 
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** t-Test 

# data after 18 days of hospitalization 

 

Não foram observadas diferenças entre a proporção de área do parênquima 

(Figura 47A), carga viral (Figura 47B-C), ativação do inflamassoma (Figura 47D-E), 

células endoteliais (Figura 47G), pneumócito tipo 1 (Figura 47I), pneumócito tipo 2 

(Figura 47H), assim como não foi observada diferença entre a ativação do inflamassoma 

nas células endoteliais (Figura 47M-N), pneumócito tipo 1 (Figura 47Q-R), pneumócito 

tipo 2 (Figura 47O-P). Apenas os macrófagos apresentam uma pequena redução nos 

pacientes submetidos à ventilação mecânica (Figura 47F) e essas células também 

apresentam uma pequena redução apenas na ativação do NLRP3 (Figura 47K-L).  

Ao avaliar o perfil de expressão de genes associados à resposta inflamatória e 

ativação do inflamassoma, apenas Ifna e Ifnb apresentaram maior expressão entre os 

pacientes submetidos à ventilação mecânica (Figura 47R). As diferenças encontradas 

entre os pacientes que foram ou não submetidos à ventilação mecânica são semelhantes 

ao que já foi descrito na literatura (Dolinay et al., 2012). Apesar disso, os dados 

apresentados não suportam a hipótese de que a ventilação mecânica esteja associada à 

ativação do inflamassoma, fibrose, síndrome de liberação de citocinas ou piora da função 

pulmonar. 
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Figura 47. A ventilação mecânica não está relacionada ao aumento da ativação do 

inflamassoma em pacientes com COVID-19. Pacientes com COVID-19 submetidos ou não à ventilação 

mecânica (VM). (A) Proporção da área do parênquima pulmonar dos pacientes. (B-C) Quantificação da 

carga viral N2 (B) e carga viral E (C), células com puncta de ASC (D) e NLRP3 (E) em células do 

parênquima pulmonar. Cada ponto na figura representa o valor obtido de cada indivíduo. Células CD64+ 

por área de parênquima pulmonar (F), porcentagem de células CD64+ com puncta de ASC (J) ou NLRP3 

(K). Células CD34+ por área de parênquima pulmonar (G), porcentagem de células CD34+ com puncta de 

ASC (L) ou NLRP3 (M). Células SFTPC+ por área de parênquima pulmonar (H), porcentagem de células 

SFTPC+ com puncta de ASC (N) ou NLRP3 (O). Células PDPN+ por área de parênquima pulmonar (I), 

porcentagem de células PDPN+ com puncta de ASC (P) ou NLRP3 (Q). *, P < 0,05 comparando os grupos 

indicados, conforme determinado pelo teste de Mann-Whitney. (R) Mapa de calor da expressão de mRNA 

de inflamassoma, moléculas inflamatórias e citocinas em biópsias pulmonares de pacientes com COVID-

19 dividido por pacientes submetidos ou não à ventilação mecânica (VM). 
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14.6 A caspase-4 é regulada positivamente em pacientes com COVID-

19 e ativada durante infecção por SARS-CoV-2 e correlaciona-se 

com mediadores inflamatórios e componentes do inflamassoma.  

 

Para investigar se a CASP4 é regulada positivamente em pacientes com COVID-

19 e como isso se correlaciona com a gravidade da doença, avaliamos a clivagem de 

CASP4 em Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) obtidas de amostras 

de sangue fresco de pacientes com COVID-19 coletados durante a internação (todos casos 

moderados a graves de COVID-19). Foi observada clivagem de CASP4 em PBMCs 

obtidos de pacientes com COVID-19 (em 7 de 13 pacientes testados) (Figura 48A). 

Em seguida, avaliamos a expressão de CASP4 e mediadores inflamatórios em 

autópsias pulmonares de casos letais de COVID-19. Ao realizar RT-PCR, descobrimos 

que o CASP4 é regulado positivamente nos pulmões de pacientes com COVID-19 (n = 

28) como em comparação com pacientes de controle (área benigna de adenocarcinoma 

de pulmão, n = 4) (Figura 48B). Vale a pena notar que muitos pacientes não apresentaram 

expressão de CASP4, indicando que a expressão e ativação de CASP4 é variável entre os 

pacientes com COVID-19. Todos os 28 pacientes mostrados nessa figura possuíam 

hemoculturas negativas, sugerindo que coinfecções bacterianas ou fúngicas não 

contribuem para o aumento da expressão de CASP4 observada nos pacientes. Análises 

adicionais, incluindo amostras de pacientes com COVID-19 que testaram positivo para 

fungos ou bactérias durante hospitalizações, não suportam uma contribuição significativa 

de coinfecções para a expressão aumentada de CASP4 (Figura 48B). Curiosamente, as 

análises de expressão gênica em pacientes com cultura negativa com COVID-19 

mostraram uma correlação positiva entre CASP4 e vários genes inflamatórios (Figura 

48C). Entre esses, encontramos uma correlação positiva significativa com CASP1, IL1B, 

154 IL18, IL6, TNFA (Figura 48C-H). Ao realizar o método sequencial de marcação e 

apagamento da imunoperoxidase nos tecidos pulmonares, confirmamos a expressão das 

proteínas CASP4, CASP1 e SARS-CoV-2 Spike nos pulmões de pacientes fatais com 

COVID-19 (Figura 48I). 

Ao todo, esses dados indicaram que a expressão do gene CASP4 é regulada 

positivamente em pacientes com COVID-19, e a infecção por SARS-CoV-2 desencadeia 

a ativação de CASP4 em monócitos infectados in vitro e em PBMCs de pacientes com 

COVID-19. 
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Figura 48. A caspase-4 é regulada positivamente em pacientes com COVID-19 e ativada 

durante a infecção por SARS-CoV-2. (A) Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) foram 

isoladas de sangue fresco de Controles Saudáveis (n=9) ou COVID-19 (n=13). A clivagem de caspase-4 

foi avaliada por análise de Western blotting do lisado celular. Autópsias pulmonares foram obtidas de 28 

casos fatais de COVID-19 que testaram negativo para coinfecções (hemocultura) durante a hospitalização. 

Os controles incluem amostras de 4 pacientes que faleceram devido à adenocarcinoma de pulmão (área 

benigna dos pulmões). (B-H) Expressão de mRNA de caspase-4 (CASP4) e outros genes inflamatórios 
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foram avaliados em autópsias pulmonares de pacientes com COVID-19 por RT-PCR. (B) Expressão de 

CASP4 entre os pacientes COVID-19 e grupo controle. (C) Matriz de correlação da expressão do gene 

CASP4 e outros genes inflamatórios indicando correlação forte positiva (vermelho), correlação moderada 

positiva (laranja) e correlação fraca positiva (amarelo). (D-H) Correlações de CASP4 com CASP1 (D), IL-

1β (E), IL-18 (F), IL-6 (G) e TNF (H). (I) A coloração multiplex por imuno-histoquímica ilustra a 

expressão de CASP4 (anti-Caspase-4), CASP1 (anti-Caspase-1) e proteína Spike SARS-CoV-2 (anti-

Spike) no tecido pulmonar de um paciente com COVID-19. Barra de escala 20 μm. 
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Figura 49. Expressão de caspase-4 não está associada à coagulação em pacientes com 

COVID-19. Marcadores clínicos, sorológicos e gênicos para coagulação de 28 casos fatais de COVID-19 

que testaram negativo para coinfecções (hemocultura) durante a hospitalização. (A) Expressão gênica de 

Caspase-4 em pacientes com Coagulação Disseminada Intravascular (DIC). (B) Expressão de Caspase-4 

entre os pacientes que apresentaram formação de trombo ou não nas análises histológicas do pulmão. (C-

E) Correlação de Dímero-D (C), Plaquetas (D) e Tempo de Protrombina (E). Células Mononucleares de 

Sangue Periférico (PBMCs) foram isoladas de sangue fresco de Controles Saudáveis (n=9) ou COVID-19 

(n=13). Correlação de Caspase-4 com Edn1 (F), Egf (G), Fgf1 (H), Fgf2 (I), Pdgfa (J), Serpina1 (K), 

Serpine2 (L), Vegfa (M) e Il6 (N).  

 

14.7 A ativação do inflamassoma ocorre de forma sistêmica, podendo 

levar ao envolvimento de diversos órgãos.  

O fenótipo hiper inflamatório da COVID-19 é caracterizado por concentrações 

elevadas de citocinas pró-inflamatórias e envolvimento sistêmico com falência de 

múltiplos órgãos e altas taxas de mortalidade (Ramos-Casals et al., 2021). Não se sabe 

por que alguns pacientes com COVID-19 grave entram rapidamente em um estado de 

falência múltipla de órgãos. Para entender se a ativação do inflamassoma estaria 

envolvida nesse processo, avaliamos amostras de biópsia de rim, fígado, baço e tecido 

adiposo. 

Em nossa coorte, os pacientes com COVID-19 apresentaram distúrbios de 

coagulação, insuficiência hepática e danos nos rins (Tabela 3). Observamos que por 

imuno-histoquímica há marcação positiva para Spike nesses tecidos (Figura 50A), assim 

como marcação para ASC (Figura 50B) e NLRP3 (Figura 50C) e que essas marcações 

colocalizam (Figura 50E, H, K , N). Além da expressão proteica desses marcadores, 

também observamos a ativação dos inflamassomas (Figura 50D, E) no tecido adiposo 

(Figura 50F, G), baço (Figura 50I, J), fígado (Figura 50L, M) e rim (Figura 50O, P). 

Esses achados apoiam a hipótese de que a ativação do inflamassoma ocorre 

sistemicamente em pacientes com COVID-19 e pode estar associada à falência de 

múltiplos órgãos e altas taxas de mortalidade. 
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Figura 50. Ativação sistêmica do inflamassoma em casos letais de COVID-19. Imuno-

histoquímica de biópsias de pacientes com COVID-19. Os tecidos foram corados com anti-Spike, anti-ASC 

e anti-NLRP3. Quantificação da porcentagem de área corada para spike (A), ASC (B) ou NLRP3 (C) em 

biópsias. Imagens representativas mostrando marcação para NLRP3 ou ASC em biópsias de tecido adiposo 

(E), baço (H), fígado (K), rim (N). (D-E) Microscopia multifotôn de biópsias de pacientes com COVID-

19. Os tecidos foram marcados com anti-ASC e anti-NLRP3. Quantificação de células com puncta de ASC 

(D) ou NLRP3 (E) nas biopsias. Cada ponto na figura representa o valor obtido de cada indivíduo. *, P < 

0,05 comparando os grupos indicados, conforme determinado pelo teste de Kruskal-Wallis. Imagens 

representativas mostrando puncta de NLRP3 ou ASC em vermelho (indicado por uma seta branca) em 

biópsias de tecido adiposo (F-G), baço (I-J), fígado (L-M), rim (O-P). DAPI cora os núcleos das células 

(azul), barra de escala de 20 µm. As imagens foram adquiridas por microscopia multifotônica usando uma 

objetiva de imersão em óleo de 63x e analisadas usando o software ImageJ. 
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15. DISUSSÃO 

Embora o SARS-CoV-2 e o vírus da influenza compartilhem muitas semelhanças, 

incluindo a transmissão, replicação e sintomas clínicos semelhantes em humanos, o 

COVID-19 pode ser significativamente mais grave em indivíduos não vacinados 

(Manzanares-Meza and Medina-Contreras, 2020; Godaert et al., 2021; Fröhlich et al., 

2022; Taniguchi et al., 2022). Os mecanismos que levam a essas diferenças são 

desconhecidos, e a informação de que a ativação exacerbada do inflamassoma medeia a 

patologia do COVID-19 (Rodrigues et al., 2021; Junqueira et al., 2022; Sefik et al., 2022) 

nos levou a comparar a ativação do inflamassoma em pacientes com COVID-19 com 

outras doenças virais pulmonares. Dessa forma, avaliamos amostras pulmonares de casos 

letais de COVID-19 e influenza e determinamos o perfil celular de ativação do 

inflamassoma nos pulmões dos pacientes. Os casos letais de COVID-19 exibiram uma 

maior ativação global do inflamassoma, além de terem um perfil de ativação celular 

diferente, em comparação com casos letais de influenza. Esse perfil diferente de ativação 

do inflamassoma pode ser parcialmente explicado pelo tropismo de cada vírus. Enquanto 

o vírus influenza infecta quase exclusivamente pneumócitos (Weinheimer et al., 2012; 

Ogiwara et al., 2014), com menor envolvimento de macrófagos, o SARS-CoV-2 associa-

se a uma ampla gama de células imunes, incluindo macrófagos e células estruturais, como 

pneumócitos tipo 2, células caliciformes e células endoteliais (Bhatnagar et al., 2021; Pei 

et al., 2021; Ramos Da Silva et al., 2021). Assim, é possível que o grande número de 

tipos celulares que podem ser infectados pelo SARS-CoV-2 possa ser um fator 

determinante para o aumento da ativação do inflamassoma observado em casos fatais de 

COVID-19 em relação aos casos fatais de influenza.  

A ativação reduzida do inflamassoma em pacientes com influenza pode ser 

parcialmente explicada pela proteína NS1 do vírus influenza A, que inibe o inflamassoma 

NLRP3 ao suprimir a ubiquitinação de ASC (Park et al., 2018). Além disso, a ativação 

do inflamassoma é responsável pela imunidade antiviral protetora na infecção por 

influenza (Schmitz et al., 2005; Ichinohe et al., 2009), enquanto um papel protetor do 

inflamassoma nunca foi relatado para COVID-19. Portanto, é possível que pacientes com 

influenza com maior ativação do inflamassoma evoluam para uma resolução da infecção; 

como resultado, esses pacientes não procuram internações, o que muitas vezes ocorre com 

pacientes COVID-19. 

Entre os mecanismos que levam a ativação do inflamassoma na infecção pelo 

SARS-CoV-2, podemos destacar que as proteínas virais N (Pan et al., 2021), ORF3a (Siu 
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et al., 2019; Xu et al., 2022) e ORF8b (Shi et al., 2019) interagem diretamente com o 

NLRP3 levando à sua ativação, secreção de IL-1β, piroptose e danos pulmonares. Além 

disso, a infecção por SARS-CoV-2 causa a liberação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (D'agnillo et al., 2021), um conhecido ativador do inflamassoma NLRP3 (Dostert 

et al., 2008; Zhou et al., 2011).   

No pulmão, macrófagos alveolares e macrófagos intersticiais interagem 

constantemente com células epiteliais, células endoteliais, neutrófilos, linfócitos, 

fibroblastos e células-tronco ou progenitoras teciduais para regular a homeostase 

pulmonar e a imunidade inata e adaptativa contra patógenos (Misharin et al., 2011). 

Devido a essa interação celular, extremamente importante para a ativação e regulação do 

processo inflamatório, optamos por avaliar a ativação do inflamassoma em diferentes 

tipos celulares. 

Os macrófagos são possivelmente os tipos de células mais eficazes que 

desencadeiam a ativação do inflamassoma (Broz and Dixit, 2016); De acordo com essas 

informações, nossos dados mostraram que macrófagos nos pulmões de pacientes com 

COVID-19 e influenza são infectados e induzem uma alta ativação do inflamassoma. 

Esses dados estão de acordo com artigos publicados anteriormente indicando altos níveis 

de RNA viral em monócitos e macrófagos pulmonares de pacientes com COVID-19 

(Delorey et al., 2021; Pontelli et al., 2022), bem como ativação pronunciada do 

inflamassoma em macrófagos de pacientes com COVID-19 (Rodrigues et al., 2021; 

Junqueira et al., 2022; Sefik et al., 2022) e aumento da secreção de IL-1β e produção de 

IL-6 dependente da ativação do inflamassoma NLRP3 pelo proteína viral N12 e proteína 

spike (Theobald et al., 2021).  

Em contraste, o vírus influenza, que efetivamente se replica nos pneumócitos tipo 

I e tipo II, promove a ativação do inflamassoma e a depleção dessas células nos pulmões 

dos casos fatais de influenza. É possível que o inflamassoma e a piroptose de pneumócitos 

tipo I e II durante a infecção por influenza contribuam para os sintomas clínicos e 

desfechos clínicos dessa doença. É importante ressaltar que esse parece ser o primeiro 

relato de ativação do inflamassoma em pneumócitos tipo 1 e tipo 2 no pulmão, uma vez 

que a descrição da ativação do inflamassoma em pneumócitos foi anteriormente restrita 

à linhagem de células A549 (Wang et al., 2016; Furukawa et al., 2019; Ji et al., 2021). 

Notavelmente, a ativação do inflamassoma em pneumócitos é mais pronunciada em 

pacientes infectados com o vírus influenza. É possível que a ativação do inflamassoma 

em pneumócitos seja favorecida pelo tropismo do vírus influenza nessas células 

(Weinheimer et al., 2012; Ogiwara et al., 2014).  
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Nossos dados mostram que as células endoteliais expostas ao SARS-CoV-2 

expressam proteínas do inflamassoma e contêm puncta de NLRP3/ASC, demonstrando 

assim a ativação do inflamassoma. Apesar de relatos indicando que as células endoteliais 

não são produtivamente infectadas pelo SARS-CoV-2 (Schimmel et al., 2021), 

precursores de células hematopoiéticas e endoteliais estimuladas com a proteína spike 

SARS-CoV-2 aumentam a expressão de AIM2, NLRP1, NLRP3, IL-1β e ASC e 

desencadeiam a ativação da caspase-1 (Kucia et al., 2021; Ratajczak et al., 2021). Além 

disso, a ativação do inflamassoma em células endoteliais foi relatada anteriormente 

(Xiang et al., 2011; Xu et al., 2013; Yang et al., 2016; Paul et al., 2021). Essas 

observações são consistentes com nossos dados que indicam a expressão de componentes 

do inflamassoma e a ativação do inflamassoma em células CD34+ nos pulmões de 

pacientes com COVID-19. Embora essas células tenham sido positivas para a proteína 

spike SARS-CoV-2, não se sabe se a infecção e a replicação viral são necessárias para a 

ativação do inflamassoma nessas células. É possível que o ambiente inflamatório seja 

suficiente para a ativação do inflamassoma (Xu et al., 2020). Esses achados são 

importantes porque o endotélio vascular está ativamente envolvido na regulação da 

inflamação e formação de trombos, uma vez que a interação entre a ativação do 

inflamassoma nos macrófagos e o endotélio pode levar os macrófagos piroptóticos a 

liberarem o fator tecidual, um iniciador essencial das cascatas de coagulação (Wu et al., 

2019; Campos et al., 2021; Zhang, Y. et al., 2021). Dessa forma, nossos dados podem 

explicar alguns achados que descrevem danos e disfunções dessas células (Varga et al., 

2020; Liu et al., 2021; Nuovo et al., 2021; Ward et al., 2021), caracterizando a COVID-

19 como uma doença endotelial (Libby and Lüscher, 2020). 

Durante o processo inflamatório, os fibroblastos se diferenciam em 

miofibroblastos, que participam da formação e deposição da matriz extracelular. Isso 

ocorre como um processo de cicatrização de feridas, no entanto, a fibrose excessiva pode 

afetar a função fisiológica do tecido. Por exemplo, a diminuição da elasticidade do tecido 

pulmonar resultante da fibrose intensa afeta seriamente a função fisiológica do pulmão. 

As análises dos dados dos 47 pacientes com COVID-19 permitiram a classificação dos 

pacientes em dois grupos. O cluster 2, composto por 31 pacientes, possuíam grande 

ativação do inflamassoma e alta expressão de genes inflamatórios com fibrose aumentada 

nos pulmões dos pacientes. As citocinas inflamatórias liberadas na ativação do 

inflamassoma foram previamente associadas ao desenvolvimento de fibrose pulmonar 

(Xiang et al., 2011; Xu et al., 2013; Yang et al., 2016; Libby and Lüscher, 2020; Nuovo 

et al., 2021; Ward et al., 2021). Além disso, citocinas como IL-1β, IL-18 e IL-1α foram 
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descritas como desencadeadoras da ativação de fibroblastos e estimuladoras da síntese e 

acúmulo de colágeno tipo I, TIMP, colagenase e PGE2 (Wu et al., 2019; Nuovo et al., 

2021).  

Nossos achados mostraram que a carga viral nos pulmões de pacientes com 

COVID-19 é inversamente proporcional à duração da doença, como sugerido em estudos 

anteriores (Campos et al., 2021; Zhang, Y. et al., 2021). Além disso, nossos dados 

indicam que o aumento do tempo de doença está associado ao aumento da ativação do 

inflamassoma e a redução da carga viral, o que implica em uma resposta imune 

desregulada na qual a inflamação persiste, enquanto a carga viral diminui. Nesse contexto, 

é possível que a ativação do inflamassoma nesses pacientes ocorra não pela própria 

infecção viral, mas pela presença de padrões moleculares associados a danos gerados 

durante o processo inflamatório. Também testamos se a ventilação mecânica usada em 

pacientes com COVID-19 interferiria na ativação do inflamassoma. Essa hipótese é 

apoiada por dados que indicam que a hiperóxia induzida pela ventilação mecânica pode 

induzir o efluxo de potássio através do receptor P2X7, levando à ativação do 

inflamassoma e à secreção de citocinas pró-inflamatórias (Wang et al., 2016; Furukawa 

et al., 2019; Sinha et al., 2020; Ziegler et al., 2020; Ji et al., 2021; Robinot et al., 2021). 

No entanto, quando separamos os pacientes com COVID-19 em dois grupos de acordo 

com o uso ou não de ventilação mecânica, não detectamos diferenças nas análises 

histopatológicas e na ativação do inflamassoma (Tabela 6). Além disso, confirmamos 

que os pacientes submetidos à ventilação mecânica apresentavam maior tempo de doença, 

maior hipertensão, menos Proteína C Reativa e albumina, maiores quantidades de ureia e 

piora da função pulmonar (de acordo com PaO2/FiO2 e gradiente A-a O2). Assim, nossos 

dados não suportam a hipótese de que a ventilação mecânica esteja diretamente associada 

à ativação do inflamassoma.  

Foi demonstrado que autópsias de pacientes diagnosticados com COVID-19 

apresentam níveis mais elevados de Gasdermina-D clivada, um indicador da liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, e morte celular por piroptose (Zhang, J. et al., 

2021). Além de a ativação do inflamassoma e a piroptose contribuírem para a tempestade 

de citocinas associada ao SARS-CoV-2 (Iyer et al., 2009; Zhang, J. et al., 2021). Esses 

dados corroboram com os nossos, onde observamos que uma grande ativação do 

inflamassoma está relacionada à síndrome de liberação de citocinas, aumento da fibrose 

pulmonar e pior função pulmonar (pacientes do Cluster 2). Uma vez que a liberação de 

IL-1β, está relacionada ao recrutamento de células pró-inflamatórias que em casos 

extremos causa dano tecidual e fibrose pulmonar (Patton et al., 1995; Kolb et al., 2001; 
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Grailer et al., 2014). Nossa hipótese é que a ocorrência de secreção de IL-1β por células 

endoteliais e pneumócitos, bem como piroptose por macrófagos, poderia contribuir para 

a manutenção do ambiente inflamatório no pulmão. 

Os pacientes com COVID-19 são mais velhos que os pacientes com influenza. A 

idade desses pacientes também pode contribuir para esse ambiente mais inflamatório, pois 

o aumento da atividade de ASC, NLRP3, caspase-1, IL-1β, IL-18 e ROS tem sido 

observado no pulmão envelhecido (Stout-Delgado et al., 2016; Lara et al., 2020), levando 

os idosos a uma predisposição a reagir exageradamente a infecção, mostrando uma 

cascata de inflamação extrema, que parece não ser totalmente controlada fisiologicamente 

(Lara et al., 2020). Essa inflamação intensa pode levar à liberação de novos DAMPS, 

formando um loop de feedback positivo. 

Sabe-se que diferentes órgãos são infectados pelo vírus SARS-CoV-2 (Wang, Y. 

et al., 2020; Helms et al., 2021; Jansen et al., 2021; Reiterer et al., 2021), uma vez que o 

tropismo celular desse vírus está associado principalmente a tipos celulares que 

expressam seu receptor ACE2 (Zou et al., 2020). Pouco se sabe sobre a relevância da 

ativação do inflamassoma nesses tecidos, dessa forma avaliamos amostras de tecidos de 

pacientes diagnosticados com SARS-CoV-2 e observamos a expressão e ativação do 

inflamassoma ASC e NLRP3 no tecido adiposo, baço, rim e fígado de esses pacientes. As 

análises laboratoriais identificaram valores sorológicos mais elevados do que o habitual 

para D-dímero, creatinina, ureia, aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT), glicose e lactato desidrogenase (LDH) indicando um processo 

de lesão hepática e renal, bem como alteração no processo de coagulação. A hiperglicemia 

observada nesses pacientes também pode estar relacionada à disfunção do tecido adiposo 

(Reiterer et al., 2021). Esse achado mostra que a ativação do inflamassoma pode estar 

associada a um perfil extremamente pró-inflamatório que causa danos teciduais não 

apenas no pulmão, mas de forma sistêmica. 
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16. CONCLUSÃO 

Em conclusão, demonstramos pela primeira vez um perfil celular de ativação do 

inflamassoma em amostras de biópsia pulmonar de pacientes que morreram de COVID-

19 e influenza. Esses dados abrem novas perspectivas sobre as diferenças encontradas nas 

duas doenças, bem como novos insights sobre o papel da ativação do inflamassoma em 

diferentes tecidos e tipos celulares e como ocorre a interação dessas células no 

microambiente inflamatório. É importante ressaltar que a identificação de dois perfis 

distintos em casos letais de COVID-19 (que revelaram o equilíbrio de cargas virais versus 

inflamação pulmonar mediada por inflamassoma) será fundamental para decisões entre 

terapias imunomediadas ou mediadas por antivirais para o tratamento de casos críticos da 

COVID-19. 
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