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RESUMO

Oliveira, Samuel dos Santos. O papel de Gasdermina-D e da morte celular na resposta
imune contra Legionella longbeachae em modelo murino da doenca dos legiondrios.
2022. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Imunologia Bésica e Aplicada) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A resposta imune inata a bactérias do género Legionella vem sendo amplamente estudada
nas ultimas décadas, devido principalmente a grande quantidade de espécies do género
capazes de provocar doenca em humanos. Em paises do sudeste asiatico a Legionella
longbeachae é extremamente relevante para a clinica por ser o agente etioldgico de
aproximadamente 50% dos casos de Legioneloses na regido. Pouco se sabe sobre a
resposta imunoldgica contra L. longbeachae, fato que se deve principalmente a recente
descoberta da interacdo entre a bactéria e humanos, bem como a dificuldade da maioria
dos paises em detectar esta bactéria em pacientes, o que €é critico para a subnotificacdo de
casos. Dentre os principais estudos realizados visando identificar componentes da
imunidade inata relevantes para o controle da infeccdo, destacam-se dois trabalhos
publicados na tultima década, um evidenciando o papel protetor do IFNy e o outro,
publicado por nosso grupo de pesquisa, apontando que as caspases inflamatérias 1 e 11
sdo dispensaveis para o controle da mortalidade causada por essa bactéria. No entanto,
ainda nao se sabe o que ocorre a jusante do engajamento do receptor de I[FNy, bem como
outros componentes do sistema imune que operam na resposta contra a bactéria. Neste
trabalho, nos demonstramos que a atividade do 6xido nitrico esta associada a uma reducao
da producdo de IL-12 que leva a um agravamento da infeccdo por L. longbeachae.
Adicionalmente, nossos estudos indicam que a expressdo de NOS2 em neutrofilos de
parece ser regulada pela morte celular piroptética e que a piroptose, dependente de
GSDMD ¢é um acontecimento essencial para a imunidade a bactéria. Finalmente,
mostramos que separadamente, os inflamassomas de AIM2 e NLRP3 sdo dispensaveis
nesta resposta e que a clivagem de GSDMD em resposta a L. longbeachae ocorre mesmo
na auséncia de Caspase-1 e Caspase-11. Em conjunto, nossos dados sugerem que a morte
celular dependente de GSDMD regula a producdo de NO em neutrofilos para protecao do
hospedeiro frente a infeccdo por L. longbeachae.

Oxido Nitrico, morte celular, Gasdermina-D, Legionelose



ABSTRACT

Oliveira, Samuel dos Santos. The role of gasdermin-D and cell death in the immune
response to legionella longbeachae in a murine model of legionnaires' disease 2022.
60f. Dissertation (Mestrado em Imunologia Basica e Aplicada) — Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

The innate immune response to bacteria of the genus Legionella has been widely studied
in recent decades, mainly due to the large number of species of the genus capable of
causing disease in humans. In Southeast Asian countries, Legionella longbeachae is
extremely relevant to the clinic as it is the etiologic agent of approximately 50% of
Legionellosis cases in the region. Little is known about the immune response against L.
longbeachae, which is mainly due to the recent discovery of the interaction between the
bacterium and humans, as well as the difficulty of most countries in detecting this
bacterium in patients, which is critical for underreporting. of cases. Among the main
studies carried out to identify components of innate immunity relevant to infection
control, two studies published in the last decade stand out, one evidencing the protective
role of IFNy and the other, published by our research group, pointing out that
inflammatory caspases-1 and 1lare unnecessary to control the mortality caused by this
bacterium. However, it is not yet known what happens downstream of the IFNy receptor
engagement, as well as other components of the immune system that operate in the
response against the bacteria. In this work, we demonstrated that nitric oxide activity is
associated with a reduction in I1L-12 production that leads to an aggravation of L.
longbeachae infection. Additionally, our studies indicate that NOS2 expression in
neutrophils appears to be regulated by pyroptotic cell death and that GSDMD-dependent
pyroptosis is an essential event for bacterial immunity. Finally, we show that separately,
AIM2 and NLRP3 inflammasomes are dispensable in this response and that GSDMD
cleavage in response to L. longbeachae occurs even in the absence of Caspase-1 and
Caspase-11. Taken together, our data suggest that GSDMD-dependent cell death
regulates NO production in neutrophils for host protection against L. longbeachae
infection.
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“You held me down, but I got up [...]
| went from zero, to my own hero.”

(katy perry)
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1. INTRODUCAO

Todos os organismos, sejam eles unicelulares ou pluricelulares constituem nichos
ecologicos que podem ser habitados por microrganismos, podendo interagir de forma
harmonica, como € o caso de uma série de bactérias comensais que colonizam o intestino
dos metazoarios e auxiliam na absor¢do de nutrientes. Quando a interacdo gera prejuizos
para 0 hospedeiro, tem-se uma interacdo desarmonica, como observado na infeccdo de
bactérias por bacteriéfagos que provocam a lise da célula hospedeira, ou na infeccdo de
humanos por Virus da imunodeficiéncia Humana (HIV) que infecta e mata células de
defesa CD4". Todo este grupo de colonizadores capazes de causar maleficios ao seu

hospedeiro sdo chamados de patdgenos (MEDZHITOV, 2007).

As interacdes entre patdgenos e hospedeiros contribuem para moldar a diversidade
genética de ambos o0s organismos, sendo esta variabilidade matéria prima para a selecdo
natural que age selecionando nos hospedeiros, mecanismos que o confira resisténcia a
infeccBes, bem como no patdgeno, favorecendo a fixacdo de carateristicas que o
possibilite evadir os mecanismos de defesa do hospedeiro, estabelecer uma infeccédo e

deixar descendentes (SIRONI, et al, 2015).

Desde o surgimento das primeiras células eucaridticas, ha cerca de 1,7 bilhGes de
anos, houve a selecdo de uma grande diversidade de mecanismos capazes de assegurar a
homeostase, integridade e sobrevivéncia celular a infec¢fes por patégenos (PALUDAN,
et al, 2021). Alguns desses mecanismos estdo prontos para responder, mesmo antes da
exposicao ao estresse e sua atividade é denominada resposta imune inata, segmento da
resposta imunoldgica, com variacdes de complexidade, estrutura e fisiologia, presente em

todos os seres vivos (BUCHMANN, 2014).
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A imunidade inata dispGe de uma gama de componentes celulares e moleculares
que fornecem o combate inicial contra organismos invasores de diferentes grupos
taxonémicos, como bactérias, fungos, protozoarios, virus e alguns metazoarios. Este
“braco” do sistema imune em mamiferos € constituido por trés componentes principais:
as barreiras fisicas e quimicas fornecidas pelos epitélios de revestimento, estruturas com
células organizadas de forma justaposta, repletas de defensinas que dificultam a entrada
de patogenos em tecidos internos (PALUDAN, et al, 2021); os componentes celulares
constituidos por células com diferentes especialidades como fagocitose e degradacao de
patdgenos em fagolisossomos, liberacdo de citocinas e quimiocinas que auxiliam no
recrutamento de mais células imunes para o sitio de infeccdo (quimiotaxia e diapedese),
morte de células infectadas e eliminacdo de nicho replicativo, ativacdo e modulacdo da
atividade de linfocitos da imunidade adaptativa e depuracédo dos tecidos lesados (SMITH,
et al, 2019); e as proteinas soluveis, como colectinas, pentraxinas, ficolinas e o sistema
complemento, presentes em fluidos extracelulares, capazes de matar diretamente os
patégenos promovendo sua lise, atuar na remocao de imunocomplexos da circulacdo, na
promocdo de inflamac¢édo ou atuando como opsoninas, facilitando a fagocitos do patégeno
por células fagociticas do hospedeiro (DUNKELBERGER & WEN-miao SONG, 2010;

RICKLIN, et al, 2010; ALUDAN, et al, 2021)

O sistema imunoldgico tem a capacidade de reconhecer e responder a moléculas
estranhas e de tolerar moléculas proprias. Suas células reconhecem uma série de
constituintes estruturais e produtos metabolicos de microbios, sendo estes componentes
exclusivos dos microrganismos e ausentes nas células hospedeiras, como o
Lipopolissacarideo (LPS) presente na parede celular de bactérias Gram-negativas, a
flagelina de bactérias flageladas, 0o RNA de dupla fita de alguns virus, dinucleotideos CpG

ndo metilados presente no DNA de bactérias e entre outros. Estes componentes
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conservados nos patdgenos, ausentes na célula hospedeira e passiveis de reconhecimento
pelas células da imunidade inata sdo chamados de padrdes moleculares associados ao

patégeno (PAMPs) (DANYANG & MINGHUA, 2021).

Em alguns contextos, estimulos e moléculas do hospedeiro podem ser
reconhecidos pelas células da imunidade inata. LesGes de membrana plasmatica causadas
por virus em ciclo litico de replicacdo, ou bactérias intracelulares, por exemplo, levam ao
efluxo de potéssio e deposicdo de ATP no meio extracelular. O desequilibrio idnico, o
ATP extracelular bem como outros sinais indica dano e sdo capazes de induzir uma
resposta imune. Esses sinais sdo denominados padrdes moleculares associados ao dano

(DAMPs) (SWANSON, et al, 2019).

A deteccdo desses PAMPs e DAMPs é realizada principalmente por macréfagos
residentes via receptores de reconhecimento de padrdo (PRRs), estas moléculas, embora
tenham uma diversidade limitada, possuem uma alta eficiéncia no reconhecimento de
diferentes classes de patdgenos (CHOVATIYA& MEDZHITOV, 2014). Elas estdo
espalhadas por diferentes localiza¢des celulares, como na membrana citoplasmatica, onde
ocorre o reconhecimento de patdgenos extracelulares, mas também em endossomos e no
citoplasma, sendo estes mais envolvidos com o reconhecimento de patégenos
intracelulares (JANEWAY & MEDZHITOV, 2002). E importante ressaltar que os PRRs
ndo reconhecem seus alvos de forma idéntica, deste modo, variagcbes em determinadas
estruturas presentes em diferentes cepas, ou até mesmo espécies, de microrganismos
permanecem tendo um padrdo molecular comum que é conservado entre diferentes
grupos de patdgenos, o que dificulta a evasdo do patdgeno ao reconhecimento pelos PRRs

via mutacdes génicas (MEDZHITOV, 2001).

Os PRRs podem ser agrupados nas familias: receptores semelhantes a Toll

(TLRs), receptores do tipo NOD (NLRs) e receptores do tipo RIG (RLRs) (LAVELLE,
15



et al, 2010). Os TLRs sdo uma vasta familia de receptores constituidos por um dominio
extracelular LRR e um dominio TIR (presente também em receptores da familia IL-1R)
separados por uma regido transmembranar. Estes sensores reconhecem uma ampla
diversidade de PAMPs, como RNA de fita dupla, LPS, DNA de fita simples e entre
outros. A depender do estimulo, o respectivo TLR ativado pode induzir a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias via NF-xB ou induzir estado antiviral via Fatores reguladores

de Interferons IRFs (MEDZHITOV, 2001; DANYANG & MINGHUA, 2021).

Os receptores tipo RIG (RLRs) séo receptores citoplasmaticos compostos por dois
dominios CARDs, um dominio central com atividade de helicase/ATPase e um dominio
regulador C-terminal. Esa familia é extremamente relevante na resposta a infec¢Ges
virais, posto que reconhecem o RNA de dupla fita de alguns virus ou 0 RNA de fita dupla
formado transientemente durante a replicacdo de virus que tem RNA de fita simples como
material genético. Sua expressdo é elevada durante infecgdes virais e sua ativacao leva a
indugdo de IFN tipo | e outros genes associados a ativacdo de estado antiviral
(TAKEUCHI & AKIRA, 2010; REHWINKEL & GACK, 2020; DANYANG &

MINGHUA, 2021)

Os receptores tipo NOD (NLRs) também compreendem uma familia de receptores
citosolicos que sdo capazes de identificar diretamente componentes microbianos
presentes no citoplasma da célula hospedeira ou DAMPs ocasionados pela presenca do
patogeno, como a flagelina, ATP extracelular, cristais de urato monossadico e efluxo de
potassio. Estes receptores sdo constituidos por um dominio central de ligacdo de
nucleotideo (NBD), uma regido C-terminal com repeticdes ricas em Leucina (LRRs) e
um dominio N-terminal variavel, que abriga motivos de ligacao a proteinas, como CARD,
PYD e BIRs (MASCARENHAS & ZAMBONI, 2016; TAKEUCHI & AKIRA, 2010;

DANYANG & MINGHUA, 2021).

16



A familia de receptores NLR é dividida em trés subfamilias, NODs, NLRPs e
NAIPs/NLRCA4, estas duas ultimas, juntamente com o sensor de DNA citoplasmatico
AIM2 sdo cruciais para a montagem dos inflamassomas, plataformas de alto peso
molecular que medeiam a ativacdo de caspases inflamatdrias. O complexo inflamassoma
é basicamente constituido por um sensor, uma molécula adaptadora e Caspase-1

(MARTINON, et al, 2002; BROZ; DIXIT, 2016).

Os inflamassomas vem sendo bastante estudados, desde o uso do termo pela
primeira vez em 2002 por Tschopp e colaboradores, milhares de artigos foram publicados
visando entender seus componentes, estrutura e funcionalidade através da utilizacdo de
diversos modelos. Dentre os quais a Legionella pneumophila merece destaque devido a
sua capacidade de ativar multiplos inflamassomas em uma unica célula (Fig. 1)

(MASCARENHAS & ZAMBONI, 2016).

A L. pneumophila é uma bactéria Gram-negativa e flagelada, ela € um patégeno
intracelular facultativo que tem como hospedeiro natural diversas espécies de ameba de
vida livre, incluindo Acanthamoeba castellanii (RICHARDS, et. al., 2013). A bactéria foi
identificada ap6s um surto de pneumonia grave ocorrido em 1976, durante uma reunido
anual de participantes da Legido da América, ocorrida na Filadélfia — EUA. Cento e
oitenta e dois pacientes foram acometidos pela doenca, dentre os quais 29 (16%) vieram

a obito (FRAZER, et al., 1977; PHIN, et al., 2014).

Os inflamassomas de NAIP5/NLRC4, de AIM2, de Caspase 11 e NLRP3 séo os
principais envolvidos no reconhecimento da L. pneumophila. A flagelina bacteriana induz
a ativacdo dos sensores NAIP5 e NAIP6 em camundongos e NAIP em humanos (AMER,
et. al. 2006; TENTHOREY, 2017), este processo induz o recrutamento e a oligomerizagéo
do NLRCA4, este recruta Caspase-1 e promove sua clivagem (ZAMBONI, et. al. 2006). O

inflamassoma de Caspase-11 €é ativado em resposta ao LPS bacteriano, sua ativacdo esta
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intimamente associada a ativacdo de NLRP3, uma vez que induz formacdo de poros na
membrana e efluxo de potéssio, gatilho para a ativacdo do NLRP3, que também recruta
ASC, por meio de seu dominio pririna, que por sua vez recruta e ativa Caspase-1, via

dominio CARD (Fig. 1) (MASCARENHAS & ZAMBONI, 2016).

NAIP/NLRC4 Inflammasome Casy 11 Infl e
+ + 4 Flagelin ol B LPS
+ _ + - s 8
+ + Q'*i - e
* e
- Caspase-11
a " u Naip5/6 ¢
4 hNAIP
A —
- NLRP3 Inflammasome
I
( h U NLRP3
NLRC4 )
. ‘ - —
i Caspase-1 L
-1l
W as .
AIM2 Inflammasome h bCaspaseJ
naanne dzONA Domains:
P < o Hin
L AlM2
-l i rvo
Mk an . = oo
LAR
x‘ Caspase-1 U
1" 5 BIR

CARD

b Caspase

Figura 1. Inflamassomas ativados em resposta a L. pneumophila. Multiplos
inflamassomas sdo ativados em resposta a infec¢do por L. pneumophila. A flagelina
bacteriana é reconhecida pelo NAIP5 e NAIP6, a ativacdo destes sensores leva ao
recrutamento de NLRC4, proporcionando a ativacdo de Caspase 1. J 0 LPS presente
na parede bacteriana ativa a Caspase 11, este processo leva a formacgdo de poros na
membrana plasmatica, o enfluxo de potassio e a ativacdo ndo candnica do
inflamassoma de NLRP3. Enquanto o AIM2 é ativado em resposta ao DNA de dupla
da L. pneumophila liberado encontrado no citoplasma. Sua ativacdo leva ao
recrutamento de ASC e ativacdo de Caspase 1 (MASCARENHAS & ZAMBONI,
Journal of Leukocyte Biology, 2016).

O inflamassoma de AIM?2 ¢ ativado pela presenca de DNA de dupla fita bacteriano
no citoplasma, sua ativacdo promove o recrutamento e associacdo ao ASC, via ligacao
homotipica de dominios pirina, 0 ASC expde seu dominio CARD, recrutando e clivando

Caspase 1, também ja foi demonstrado que o AIM2 tem a capacidade de induzir ativagédo
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ndo candnica de NLRP3 via formacdo de poros através da Caspase-1 ativa, mas nao

clivada (CUNHA, et al, 2013).

Apo6s o recrutamento da pro-caspase-1 (forma inativa da protease) pelas proteinas
adaptadoras presentes nos inflamassomas, esta protease é clivada em sua forma
biologicamente ativa, caspase-1. A caspase-1 ativa promove a clivagem e ativacao da pro-
IL-1P e da pro6-1L-18 em IL-1p e IL-18, respectivamente (BROZ; DIXIT, 2016). Estas
citocinas, ao serem liberadas, ativam o endotélio, induzindo aumento da expressdo de
moléculas de adesdo e facilitando o recrutamento de mais células imunes para o sitio
infeccioso, bem como induzem a producdo de Oxido Nitrico (NO) via Oxido Nitrico
Sintase induzida (NOS2) e de prostaglandinas, via Cicloxigenase-2 (COX-2), processos
importantes na promogdo de inflamacdo e dor, além de atuar na ativagdo de células

TCD4" e TCD8" (DINARELLO, 2009).

Miao e colaboradores (2010) identificaram a participacdo da caspase-1 ativada através do
reconhecimento da flagelina bacteriana pelo NLRC4 na induc¢éo de piroptose, uma forma
inflamatoria de morte celular, ocorrida nas células infectadas, importante para a
eliminacdo do nicho replicativo. A Gasdermina-D (GSDMD) foi identificada como o
principal efetor desta via de morte celular. Sua clivagem é mediada pela acdo dos
inflamassomas candnico ou ndo canénico em humanos e camundongos, sendo substrato
para as caspases inflamatorias 1, 4, 5 e 11 (SHI, et al, 2015; BROZ, 2015; LIU, et al,
2019; GADO, et al, 2022). Mais recentemente foi demonstrado que a Caspase-8 também

consegue cumprir esta funcdo (SARHAN, et al, 2018; ORNING, et al, 2018)

A GSDMD contém dominios N-terminais (NTD) responsaveis por se associar a
membrana plasmatica para formar poros e levar a lise da célula, enquanto seus dominios
C-terminais (CTDs) atuam inibindo a atividade citolitica do NTD (AGLIETTI, et al,

2016; LIU, et al, 2018; LIU, et al, 2019 XIA, et al, 2021). O poro de GSDMD ¢
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composto por 33 subunidades de NTDs e possui diametro interno e externo de

aproximadamente 215 A e 310 A, respectivamente. Cada subunidade de GSDMD no

poro possui duas regides semelhantes a grampos de cabelo (“dedos”) B inseridos e um

dominio globular (Fig. 2) (XIA, et al, 2021).
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Figura 2. Estrutura do poro de GSDMD. Imagem da direita representando o
diagrama da estrutura do poro de GSDMD composto por 33 subunidades, sendo a
parte superior da figura uma ilustracdo de vista frontal do poro e a parte inferior uma
vista lateral. Ja a figura da direita representa o diagrama de uma subunidade de
GSDMD. A estrutura se assemelha a uma méo esquerda humana, onde o dominio
globular corresponde a palma da méo, a hélice a1 corresponde ao polegar os dominios
em formato de grampo representando os dedos e a alga B1-p2 como o punho (XIA, et

al, Nature, 2021).
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A lise celular mediada pelos poros de GSDMD, além de ser uma importante
funcdo efetora da resposta imune inata, uma vez que destroi o nicho replicativo do
patogeno intracelular e o expde ao ataque por outras células e moléculas do sistema
imune, ela é importante para a liberacdo de IL-1p, mesmo ndo estando envolvida na sua
maturacdo. Esta citocina é deficiente de peptideos sinal, que seriam responsaveis por
carrea-la a membrana para secrecdo. A GSDMD ¢ crucial na secrecdo desta citocina,
sendo que a forma ativa da IL-1P parece ter sua passagem favorecida em detrimento da
pré-1L-1B (XIA, et al, 2021). Além disso, todo o conteudo citoplasmatico de celulas
piroptdticas é extravasado para o meio extracelular, tornando aquele sitio repleto de
DAMPs, o que proporciona mais inflamacdo. A IL-1B ¢é critica neste processo devido,
principalmente, a sua acdo de alarmina que proporciona o0 recrutamento massivo de

células imunes para eliminacdo do patdgeno agora exposto (DINARELLO, 2009).

Recentemente um novo importante efetor de morte celular piroptética foi
desvendado. Foi demonstrado que macréfagos derivados de medula 6ssea deficientes em
GSDMD retém parcialmente sua capacidade de entrar em piroptose apos a infeccdo por
L. pneumophila, este fendmeno € devido a uma via alternativa identificada downstream a
ativacdo de NLRC4. Neste caso ocorre clivagem e ativacdo de caspase-7 por caspase-1
ou caspase-8, a ativacao desta protease € uma passo importante para a formacéo de poros
na membrana de célula deficientes em GSDMD por um mecanismo ainda ndo conhecido.
A piroptose promovida por GSDMD ou por caspase-7 sdo ambas capases de levar a

eliminacdo do nicho replicativo da L. pneumophila (Fig. 3) (GONCALVES, et al, 2019).
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Figura 3. Vias de morte celular dependentes de NLRC4: Representacdo
esquematica evidenciando que GSDMD e Caspase-7 sdo 0s principais substratos de
Caspase-1 e Caspase-8 downstream a ativacdo de NAIP5/NLRC4 (GONCALVES, et
al, PLoS pathongens, 2019).

Ja se é conhecida a capacidade da L. pneumophila em induzir ativacdo do
inflamassoma de NLRC4 via flagelina e via componentes do sistema Dot/lcm, no entanto
essa € extremamente mais imunogénica que estes, deste modo a L. pneumophila
deficiente em flagelina (4FlaA) consegue evadir a morte celular dependente de NLRC4
e aumentar sua replicacdo. E importante ressaltar que animais selvagens infectados com
L. pneumophila 4Fila4 e animais NLRC4 deficientes infectados com a L. pneumophila
selvagem sdo igualmente susceptiveis a infeccdo (GONCALVES, et al, 2019). No
entanto, na auséncia desta via, outros elementos da resposta imune ainda atuam e
conseguem, mesmo com mais dificuldade, eliminar o patégeno (MASSIS, et al, 2016),
como por exemplo, o recrutamento de células derivadas de mondcito para o pulmao de

animais infectados. Estas células agem ativando linfocitos da imunidade inata e células
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CD8" induzindo-as a produzir IFNy, citocina importante para o aumento do poder
microbicida destas células. O mecanismo final usado elas MCs para eliminacéo da L.

pneumophila ainda néo foi desvendado (BROWN, et al, 2016; CASSON, et al, 2017).

J& se tem bastante conhecimento acerca dos elementos da imunidade inata
responsaveis pela eliminacdo da L. pneumophila. Em contra partida, pouco se sabe sobre
a resposta imune a uma outra bactéria da mesma familia, a Legionella longbeachae e,
muito do que se “conhece” sobre a resposta imune a esta bactéria acaba sendo proveniente

de estudos realizados com L. pneumophila.

A L. longbeachae foi descrita em 1981. Seu isolamento foi feito a partir de
biopsias de quatro pacientes, apresentando sintomas de pneumonia, que foram
hospitalizados na Califérnia — EUA. Trata-se de uma bactéria Gram-negativa e
intracelular facultativa predominantemente encontrada no solo e em materiais vegetais
em decomposicdo, 0 que esta de acordo com a presenca em seu genoma de alguns genes
associados ao metabolismo de celulose, petcina e hemicelulose. No entanto, seu
hospedeiro natural ainda néo foi identificado (CAZALET, et al, 2010). Esta bactéria tem
alta relevancia clinica, principalmente em paises do sudeste asiatico e da Oceania, onde
ela é responsavel por mais de 50% dos casos de Legioneloses relatados (WHILEY &

RICHARD, 2011; CHAMBERS, et al, 2021).

Acredita-se que a L. longbeachae naturalmente evada a ativagdo do inflamassoma
NAIP5/NLRC4, devido a sua deficiéncia natural de flagelina. No entanto, com base nos
conceitos discutidos acima, € possivel inferir que outros inflamassomas podem atuar no
reconhecimento e morte da bactéria, via reconhecimento de outros PAMPs, ou DAMPs

gerados pela presenca do patogeno.
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Trés principais estudos foram realizados na ultima década visando alcancar
avancos no conhecimento a cerca da biologia da resposta imune inata a L. pneumophila.
O primeiro avaliou a atividade de caspases inflamatdrias no controle da infeccdo a esta
bactérias, no entanto ficou evidenciado que caspase-1 e caspase-11 sdo dispensaveis neste
modelo de infeccdo, uma vez que animais duplo-deficientes para estas caspases Sao
similares em sobrevida e carga bacteriana aos camundongos selvagens (PEREIRA, et al,
2011). O segundo trabalho evidenciou um papel importante de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-12, TNF e IFNy no controle da infec¢cdo (MASSIS, et al, 2017).
Enquanto o terceiro apontou em modelo murino de doenca dos Legionarios que as Células
Linfoides associadas a Mucosas (células MAIT) sdo grandes fontes de IFNy e que esta
citocina € extremamente importante para o controle da replicacdo bacteriana in vivo e para
a maior sobrevida dos camundongos infectados (WANG, et, al, 2018). No entanto, os
mecanismos celulares e moleculares a jusante do engajamento do receptor de IFNy no
contexto da doenca dos Legionarios ainda ndo estdo claros. Sabe-se que os fagdcitos tém
elevada expressdo desses receptores e que seu engajamento leva a inducdo da expressdo
de varios genes associados ao aprimoramento no potencial de microbicida, como IDO1

ou IDO2, NOXA1, NOXA2, NOS e entre outros (MICKING, 2012).

Existem pelo menos 3 isoformas descritas desta enzima: a NOS neural (NOS1), a
NOS endotelial (NOS3) e a NOS induzida (NOS2). Esta ultima €é responsavel por
producdo massiva de Oxido Nitrico (NO), uma pequena molécula, sintetizada por varios
tipos celulares, envolvida em varios processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo
circulacdo, presséo arterial, neurotransmissao e resposta imunologica a patégenos (MAO,

et al, 2013).

O NO é uma importante molécula antimicrobiana produzida por uma grande

diversidade de células imunes e ndo imunes frente ao estimulo por IFNy, ja foi mostrado
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que o NO ¢ extremamente relevante no controle de infeccbes por diferentes patdégenos
intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis e Leishmania spp. (MACMICKING,
2012). Neste sentido o NO se mostra um bom candidato a molécula efetora produzida a

jusante da ativagdo do receptor de IFNy com relevancia no controle a L. longbeachae.
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2. HIPOTESES

- Ja se sabe que IFNy ¢ critico para a imunidade contra L. longbeachae. Esta citocina é
conhecida por induzir fortemente a expressdo de NOS2 em fagocitos para aumentar seu
poder microbicida. Neste sentido hipotetizamos que o NO é a molécula efetora produzida

downstream ao IFNy responsavel pelo killing bacteriano.

- Também sabemos que as caspases-1 e 11 sdo dispensaveis na reposta a L.
longbeachae, no entanto ja foi mostrado para outra bactéria do mesmo género (L.
pneumophila) que na auséncia destas caspases existe uma via alternativa, downstream a
ativacdo de NAIP5/NLRC4, que atua para induzir morte celular e promover a eliminagédo
do nicho replicativo do patdgeno. Estes pressupostos nos levaram nos levaram a formular
a hipédtese que os inflamassomas tém funcéo protetora na infec¢do por L. longbeachae e
que estas plataformas conseguem induzir morte celular, mesmo na auséncia de Caspases-

lell.
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3. OBJETIVOS:

3.1. Objetivo geral
Investigar a interacdo entre morte celular e 6xido nitrico na restri¢do a L. longbeachae.

3.2.  Objetivos especificos:
Investigar o perfil de recrutamento celular para pulmédo de animais infectados com L.

longbeachae, bem como a expressdo de NOS2 nestas células;

Avaliar a importancia da NOS2 no controle da replicacdo bacteriana, bem como na

sobrevida e perda de peso de animais infectados com L. longbeachae;

Acessar 0 impacto do NO na producdo de citocinas pré-inflamatorias e de armadilhas

extracelulares de neutréfilos (NETS);

Avaliar a carga bacteriana e a sobrevida de animais Asc/Casp1/Casp11™, Caspl/Caspll

k-, Aim2/Casp1/Casp11”, NIrp3”, Aim2” e Gsdmd™ infectados com L. longbeachae;

Investigar a clivagem de moléculas alvo de inflamassomas ativos, como GSDMD em

resposta a L. longbeachae;

Avaliar o papel da GSDMD no recrutamento de células imune e na expressao de NOS2

por elas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Animais
Camundongos utilizados neste estudo foram cruzados e mantidos nos biotérios da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP ou da Universidade da California,
Berkeley, e sua manipulagdo seguiu as diretrizes de utilizacdo de animais em pesquisa
aprovadas pela CETEA (Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, nUmero de protocolo 218/2014), que segue as normas
recomendadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle em Experimentacao
Animal). Experimentos conduzidos na UC Berkeley foram aprovados pelo comité
institucional de cuidado e uso de animais da universidade. Camundongos foram

eutanasiados por asfixia por CO2 seguido por deslocamento cervical.

Foram utilizadas as seguintes linhagens: C57BL/6 (Jax 000664), Casp1/117 (LI
et al, 1995), Asc” (SUTTERWALA et al, 2006), Asc/Casp1/117- (MASCARENHAS et
al, 2017), Gsdmd™” (RAUCH et al, 2017), Aim2”, Nos2”- e NIrp3”(MARIATHASAN,

SANJEEV ET AL, 2006).

4.2. Macrdéfagos derivados de medula éssea (BMDMs)

Camundongos foram eutanasiados e células da medula éssea foram extraidas de
fémures e tibias. As células foram cultivadas em RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, Massachussetts, EUA) suplementado com 10-20% de soro fetal bovino (SFB,
Gibco) 2mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) por 7 dias, a 37°C e 5%
de CO2. Para macrofagos, foi adicionado 10% de meio condicionado de celulas S3T3
expressando estavelmente M-CSF de camundongo. As celulas foram removidas da placa
usando solucgéo salina tamponada com fosfato (PBS, Gibco) gelada com 5 mM de EDTA,
ressuspendidas em RPMI 1640 suplementado com SFB a 10% (R10) e plagueadas como

indicado. Para todos os experimentos in vitro, as placas foram centrifugadas a 300 g por
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5 min a temperatura ambiente apos plagueamento e infeccdo para garantir aderéncia
homogénea das células e sincronizagdo das infeccdes, respectivamente. A incubacéo de

células infectadas e ndo infectadas foi feita a 37°C e 5% de CO2.

4.3. Culturae preparo de bactérias

Bactérias (DZ 420, L. longbeachae NSW 150 resistente a estreptomicina) foram
cultivadas em agar-carvdo com extrato de levedura (CYE, 10 g¢/L de acido 4-
morfolinopropanosulfénico [MOPS] ou acido N-(carbamoilmetil)-2-
aminoetanosulfénico [ACES], 10 g/L de extrato de levedura, 15 g/L de &gar técnico, 2
g/L de carvao ativado, suplementado com 0,4 g/L de L-cisteina e 0,135 g/L de Fe(NO3)3)
a 35-37°C por 4 dias a partir de estoques congelados. Coldnias isoladas foram estriadas
em placas novas e incubadas por mais 2 dias. Para infeccdes in vitro, bactérias cultivadas
em placas sélidas foram ressuspendidas em agua destilada e diluidas em RPMI como
indicado. Para infeccBes in vivo, bactérias cultivadas em placas solidas foram

ressuspendidas em agua destilada autoclavada diluidas em PBS.

4.4. Quantificacdo de NETSs

Resumidamente, o BAL foi incubado durante a noite em uma placa pré-revestida
com anticorpo anti-MPO (Thermo Fisher Scientific; cat. PA5-16672). O DNA ligado a
MPO foi quantificado usando o kit Quant-iT PicoGreen (Invitrogen; cat. P11496),
conforme descrito (COLON, et al., 2019; CZAIKOSKI, et al., 2016).

4.5.  Western Blotting

Para medir a clivagem de GSDMD por Western blot, 108 células foram plaqueadas
em R10 em placas de 48 pogos e incubadas overnight. As células foram primadas com
LPS ultrapuro (500 ng/ml) por 4 h, em seguida 0 meio contendo LPS foi substituido por

uma suspensdo bacteriana em R10 com MOI 10 e a placa foi 4 horas. Os sobrenadantes
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foram coletados GSDMD e células foram lisadas com 50 pL de RIPA suplementado com
inibidor de proteases (Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Basel, Switzerland).
Os lisados foram adicionados aos sobrenadantes. As amostras foram imediatamente
sonicadas por 10 min e armazenadas a -80°C até a analise. 50 ug de proteina de cada
amostra foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida a 15% e transferidas para
membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado
a 5% em solucdo salina tamponada com Tris-base suplementada com Tween a 0,01%
(TBS-Tween) por 1 h e incubadas overnight a 4°C sob agitacdo leve com o anticorpo
monoclonal de rato para GSDMD (GN20-13, Genentech) diluido 1:1000 em leite em p6
desnatado a 5% em TBS-Tween. As membranas foram lavadas 3x de 5 min sob agitacédo
média com TBS-tween e incubadas com anticorpo secundario anti-rato (Sigma-Aldrich.
Missouri, EUA) na diluicdo de 1:3000 por 1 h a temperatura ambiente em leite em pd
desnatado a 5% em TBS-Tween. As membranas foram lavadas 3x de 5 min sob agitacédo
média com TBS-tween e analisadas usando ECL™ Prime Western Blotting System (GE
Healthcare, Illinois, EUA) e um fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE

Healthcare).

4.6. Ensaios de replicagéo in vivo

Todos os camundongos foram pareados por idade e sexo e todos tinham pelo
menos 8 semanas de idade no momento da infec¢do. Os nocautes utilizados sdo baseados
na linhagem C57BL/6. Para os experimentos in vivo, foram usados 3-6 camundongos por
grupo, como indicado nas figuras. Os camundongos foram anestesiados
intraperitonealmente com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e infectados por via
intranasal com 10° bactérias em 40 pL de agua autoclavada. Nos tempos indicados, 0s
pulmdes foram coletados e macerados por 30 s em 5 mL de agua destilada autoclavada
usando um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125; Thermo Scientific). Dilui¢Oes
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foram plaqueadas em CYE suplementado com 10 pg/mL de estreptomicina e as placas
foram incubadas por 4 dias a 35°C para contagem de Unidades formadoras de col6nias

(CFU).
4.7. Quantificacéo de proteinas no lavado broncoalveolar

Animais infectados foram eutanasiados por excesso de anestésicos e a traqueia foi
exposta utilizando material cirargico. A traqueia foi canulada utilizando cateter
Angiocath 18GA 1,88” e 1 mL de PBS foi injetado e recuperado 3 vezes. O lavado foi
coletado em um microtubo e proteinas totais foram quantificadas utilizando ensaio de

Bradford.

4.8. Ensaio de mortalidade

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens pareados por idade e sexo, todos com
pelo menos 8 semanas de idade no momento da infecgcdo com n de 7 — 11 camundongos
por grupo. Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com cetamina (50
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e infectados por via intranasal com 10° bactérias em 40 pL
de 4gua autoclavada. O peso e temperatura dos animais e a mortalidade foi acompanhada

por 10 dias.

4.9. Citometria de fluxo

Tabela 1 — Painel de anticorpos para marcadores mieloides utilizados na citometria de

fluxo.
Célula Marcadores Live/Dead
Neutréfilos | CD45+, CD11b+Ly6G+, Ly6C- e NOS2+ Negativo

Monacitos | CD45+, Ly6G-, Ly6C+, CD11b+, MHC-I1+ e iINOS+ | Negativo
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Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente com cetamina (50 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) e infectados por via intranasal com 10° bactérias em 40 pL de agua
autoclavada. Os pulmdes foram coletados e tratados com colagenase a 1 mg/mL e DNAse
I a 0,1 mg/mL em RPMI por 1 h e a reagdo foi interrompida com SFB. O tecido foi
macerado em peneira de 70 M e a suspensdo de células foi lavada e tratada com solugao
de lise de hemaécias. Para a marcacao, a suspensdo de células foi blogqueada por 20 min
com soro de cabra a 5% e Fc Block (BioLegend, Califérnia, EUA) diluido 1:1000 em
RPMI. As células foram lavadas com PBS e incubadas por 30 min com as solugfes de
anticorpos para marcadores de células mieloides descritos na Tabela 1. Para coloracéo
intracelular, as células foram primeiro fixadas com IC Fixation Buffer (eBioscience 00-
8222-49) por 30 min em gelo e o anticorpo foi diluido em Tampéo de Permeabilizacdo
1x (eBioscience 00-8333-56). As células foram lavadas e fixadas com paraformaldeido a
4% em PBS, lavadas novamente e submetidas a citometria de fluxo. Mondcitos foram
definidos como células CD45", Ly6G", CD11b*e Ly6C". Enquanto os neutrofilos foram
identificados como células CD45", Ly6G™ e CD11b". As aquisi¢Oes foram performadas
utilizando o equipamento FACSCantoll (BD Biosciences, Califoérnia— USA). As anélises
foram realizadas no software FlowJo (TreeStar — USA), considerando somente singleds

e células vivas (Fig 4).
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Figura 4. Estratégia de gate de citometria. Primeiramente foram excluidos debris
celulares e dublets (gate 1), em seguida foram selecionados os eventos vivos CD45+ (gate
2). Células CD11b*/Ly6G" (neutrofilos) foram selecionados no gate superior do dotplot
3, enquanto células CD11b*/Ly6G" (mondcitos) foram agrupados no gate inferior do
dotplot 3. No 5° gate selecionamos neutrdfilos positivos para NOS2, enquanto o gate 6
reuniu monaécitos NOS2".
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5. RESULTADOS

5.1. O Oxido Nitrico é produzido em altos niveis por células miel6ides e é
detrimental na infeccéo por L. longbeachae.

Ja foi demonstrado por outros grupos o papel protetor do IFNy em resposta a
diferentes bactérias do género Legionella, no entanto, em todos os casos, 0s mecanismos
downstream ao engajamento do receptor de IFNy permanecem desconhecidos (BROWN,
et al, 2016; WANG, et, al, 2018). Tendo em vista que fagocitos tem alta expressdo destes
receptores e que seu engajamento leva ao aumento na expressao de NOS2 (MICKING,
2012), decidimos avaliar a expressao desta enzima, que é responsavel pela sintese
induzida de NO, em neutrofilos e mondcitos isolados de pulmdes de animais C57BL/6

infectados com L. longbeachae ou L. pneumophila, trés dias apos a infeccdo (Fig. 5).

N&o encontramos diferenca significativa na expressdo de NOS2 por neutrofilos e
monocitos oriundos de pulmdes de animais infectados com L. pneumophila em
compara¢do com animais ndo infectados. No entanto, animais infectados com L.
longbeachae apresentaram um alto infiltrado de mondcitos e neutréfilos expressando

altos niveis de NOS2 (Fig. 5 a-c).
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Figura 5. Mondcitos e neutrofilos expressao elevados niveis de NOS2 em resposta a
infeccdo por L. longbeachae. (a) Dotblots representativos de células mieloides NOS2*.
Frequéncia relativa de mondcitos (b) e neutréfilos (c) NOS2* oriundos de pulmdes de
camundongos C57BL/6 apos trés dias de infeccdo com 1X10° CFU de L pneumophila e
L. longbeachae. (b). Os resultados sdo representativos de dois experimentos realizados
independentemente com 3 animais por grupo, e estdo expressos como média + desvio
padrdo da média. A analise estatistica foi realizada pelo teste t Student ndo pareado, e P
< 0,05 (*) foi considerado estatisticamente significativo.

Tendo conhecimento da elevada expressdo de NOS2 em células mieloides do pulmé&o de
animais infectados com L. longbeachae, hipotetizamos que o NO estaria sendo utilizado
por estas células para combater a bactéria. Entdo, infectamos animais C57BL/6 e animais
Nos2”’- e comparamos a perda de peso, sobrevida e carga bacteriana em ambos (Fig 6 a-

c). Surpreendentemente descobrimos que os animais deficientes para a sintese induzida
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de NO eram mais resistente a infeccdo quando comparados aos animais selvagens.
Animais Nos2”tiveram menor perda de peso, aproximadamente 50% a mais de sobrevida
do que camundongos selvagens, bem como uma carga bacteriana extremamente reduzida

no pulmao (aproximadamente 3 logs a menos), apds trés dias de infeccdo (Fig. 6).
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Figura 6. Animais NOS27-tem maior protecdo contra a infeccdo por L. longbeachae
guando coparados a animais selvagens. Cinco animais C57BL/6 e 7 NOS2-/- foram
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae e a perda de peso (a) e a sobrevida (b)
foram avaliadas ao longo de 13 dias. (c) Animais com estes mesmo genotipos, sendo 4
animais por grupo, foram infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae, ap6s 3 dias de
infeccdo os animais foram sacrificados e a carga bacteriana do pulmdo destes
camundongos foi acessada. Os resultados sdo representativos de trés experimentos
realizados independentemente para (a) e (b) e de um experimento para (c), e estdo
expressos como média + desvio padrdo da media. A analise estatistica foi realizada pelo
teste de classificagdo logaritmica de Mantel-Cox para (a) e (b) e t Student ndo pareado
para (c). Valores de P < 0,05 (*) foram considerados estatisticamente significativos.
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O NO ¢é extremamente conhecido como uma molécula antimicrobiana
(MICKING, 2012), no entanto nossos dados apontam que sua producao esta associada ao
aumento da replicacdo bacteriana. Entdo nos questionamos, como isto de fato ocorre?
Postat e colaboradores (2018), estudando a regulacdo da resposta imune a Leishmania
major, descobriram que o NO tem um papel crucial no desligamento da resposta imune
apos a eliminacdo do patdgeno, segundo os autores a presenca do NO atua inibindo a
respiracdo celular e reduzindo sua razdo ATP:ADP, fendmeno que leva a uma diminuicao

na secrecao de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas.

A partir destes pressupostos, hipotetizamos que a L. longbeachae poderia estar
promovendo o desligamento da resposta imune via indu¢do massiva da producéo de NO.
Assim o pulmdo se tornaria um ambiente menos inflamado e portanto mais benéfico para
a replicacio bacteriana. Para testar esta hipdtese, infectamos camundongos Nos2™ e
C57BL/6 com L. longbeachae e 5 dias apds a infeccdo, acessamos a producao de algumas
citocinas pré-inflamatérias no homogenato do pulmao, soro e lavado broncoalveolar dos

animais (Fig. 7).
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Figura 7. Animais deficientes para a producdo de NO tém forte resposta de 1L-12
em resposta a L. longbeachae e baixa producéo de IL-6 e IL-1p. A concentracdo de
IL-12 foi mensurada no BAL, no pulmé&o e no plasma de animais infectados com 1X10°
CFU de L. longbeachae (a), (d) e (g) apés 5 dias de infeccdo. Também foram avaliadas
as concentracdes de 1L-1p (b) e (e), e IL-6 (c) e (f). As duas ultimas foram acessadas
apenas no BAL e no pulméo. Os resultados sdo representativos de um experimento
realizado com 3 animais por grupo, e estdo expressos como média * desvio padrdo da
média. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo pareado, e P < 0,05
(*) foi considerado estatisticamente significativo.

Encontramos uma elevada producéo de IL-1p e IL-6 em animais C57BL/6 quando
comparados aos animais Nos2”-. Estes animais deficientes de NOS2 além de ter baixos
niveis destas citocinas de infeccdo aguda, apresentaram altos niveis de IL-12 em todos os
compartimentos avaliados (Fig. 7 a — g). Indicando que esta citocina, ao contrario da IL-

1B e IL-6, pode ter um papel protetor na infecgdo por L. longbeachae.

Adicionalmente hipotetizamos que o NO poderia estar modulando a produgéo de
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) de modo a causar comprometimento do

pulm@o infectado. Entdo avaliamos também a producgéo de NETs no BAL destes animais
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e encontramos uma tendéncia para reducdo de NETs no BAL de animais Nos2™, no

entanto ndo encontramos uma diferenca significativa (Fig. 8).

2]
o
1

I NI
o B c57BL6
B iNOs

£y
o
i

NETs BAL
(MPO/DNA ng/mL)
[
o

Figura 8. Animais deficientes para producdo de NO apresentam leve reducdo na
formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) em resposta a L.
longbeachae. Animais selvagens (N = 7) e NOS2-/- (N = 4) foram testados quanto a sua
concentracido de NETs no BAL em resposta a infeccdo com 1X10° CFU de L.
longbeachae (animais ndo infectados: N = 9) apds cinco dias de infeccdo. Os resultados
sdo representativos de um experimento realizado e estdo expressos como média + desvio
padrdo da média. A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo pareado, e
P < 0,05 (*) foi considerado estatisticamente significativo.

5.2. A GSDMD ¢ o efetor de morte celular piroptética chave no controle da
infecgédo por L. longbeachae.

Nossos dados evidenciam uma possivel associacdo entre auséncia de morte celular
piroptdtica e aumento de expressdo de NOS2. E notdrio que animais infectados com L.
pneumophila, uma bactéria com alta capacidade de ativacdo de piroptose via
NAIP5/NLRC4, tem um baixo infiltrado de células mieldides expressando NOS2. Ja
animais infectados por L. longbeachae, bactéria mais silenciosa que evade a morte celular
dependente de NAIP5/NLRC4 devido a sua deficiéncia natural de flagelina, apresentam
grandes quantidades de neutrofilos e mondcitos positivos para NOS2. A partir desta
observacao, questionamos se a morte celular piroptética regularia a producdo de NO para

combater a infecgéo.
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Para entender o impacto da morte celular na regulacdo da producdo de NO,
decidimos remover mais componentes importantes neste processo. Além da auséncia
natural de ativacio de NLRC4 pela L. longbeachae, utilizamos animais Gsdmd™. Nés
ndo encontramos diferenca no infiltrado pulmonar de células CD45* produtoras de NO,
no entendo ao avaliarmos suas sub populac6es separadas observamos um maior numero
de neutrdfilos produtores de NO no pulmio de animais deficientes para Gsdmd™,
enquanto a populcdo de monocitos NOS2+ apresentou tendéncia a reducdo nos animais
KO (Fig. 9). Nossos dados sugerem que a morte celular constitui um mecanismo

regulatério da producdo de NO em neutrofilos.
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Figura 9. Expressdo de NOS2 em neutrdfilos € impulsionada pela auséncia de
GSDMD. Camundongos selvagens e Gsdmd™ foram infectados com 1X10° CFU de L.
longbeachae e trés dias apds a infeccdo a expressdo de NOS2 por células mieloides foi
acessada. (a — b) Dotblot representativo e grafico de barras evidenciando a expressao de
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NOS2 em células CD45+. (c) e (d) Expressdao de NOS2 avaliada em neutrdfilos (gate
superior esquerdo); (c) e (e) expressdo de NOS2 avaliada em em mondcitos (gate inferior
direito). Os resultados sdo representativos de um experimento realizado com 4 animais
por grupo, e estdo expressos como média + desvio padrdo da média. A andlise estatistica
foi realizada pelo teste t Student ndo pareado, e P < 0,05 (*) foi considerado
estatisticamente significativo

A morte celular parece ter atividade regulatoria da producdo de NO e esta
molécula é critica na infeccdo por L longbeachae, decidimos avaliar a resposta de animais
Asc/Casp1/117, que sdo deficientes para as principais vias de morte celular piroptotica

gue operam em resposta a esta bactéria.
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Figura 10.0s inflamassomas e a morte celular tem funcéo protetora na infecgdo por
L. longbeachae. Animais C57BL/6 (N = 10) e Nos2”- (N = 8) foram infectados com 1x10°
CFU de L. longbeachae e a perda de peso (a) e a sobrevida (b) foram avaliadas ao longo
de 12 dias. (c) Animais com estes mesmo gendtipos, sendo 3 animais por grupo, foram
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae, apds 3 dias de infecgdo os animais foram
sacrificados e a carga bacteriana do pulmé&o destes camundongos foi acessada. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos realizados independentemente, e
estdo expressos como média + desvio padrdo da média. A analise estatistica foi realizada
pelo teste de classificacdo logaritmica de Mantel-Cox para (a) e (b) e t de Student nédo
pareado para (c). Valores de P < 0,05 (*) foram considerados estatisticamente
significativos.

Como esperado, de fato os animais Asc/Caspl/11-/- sdo extremamente

susceptiveis a infeccdo pela L. longbeachae, quando comparados com animais selvagens,
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apresentando uma sobrevida extremamente reduzida, bem como elevada carga bacteriana
e perda de peso. Indicando que a morte celular piroptotica é crucial no controle da

infeccdo (Fig. 10).

O proximo passo foi investigar se a GSDMD, o principal efetor de morte celular
pirptética, estaria envolvido na imunidade a L. longbeachae. Animais Gsdmd’ e
C57BL/6 foram infectados com uma dose semiletal (10°) da bactéria e acompanhados ao
longo de 13 dias. Compativel com os resultados alcangados nos ensaios com animais
Asc/Caspl/117, os animais deficientes em GSDMD também s3o extremamente
sussetiveis a infeccdo, eles apresentam 0% de sobrevida logo no 7° dia ap6s a infeccdo,
bem como maior perda de peso e maior carga bacteriana quando comparados aos animais

selvagens (Fig. 11).
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Figura 11. A GSDMD desempenha um papel importante no controle da infecgdo por
L. longbeachae. Animais C57BL/6 (N =5) e Gsdmd”- (N =6) foram infectados com 1x10°
CFU de L. longbeachae e a perda de peso (a) e a sobrevida (b) foram avaliadas ao longo
de 13 dias. (c) Animais com estes mesmo genotipos, sendo 4 animais por grupo, foram
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae, apds 3 dias de infecgdo os animais foram
sacrificados e a carga bacteriana do pulmdo destes camundongos foi acessada. Os
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resultados sdo representativos de trés experimentos realizados independentemente para
(a) e (b) e de um experimento para (c), e estdo expressos como média + desvio padrao da
média. A anélise estatistica foi realizada pelo teste de classificacao logaritmica de Mantel-
Cox para (a) e (b) e t Student ndo pareado para (c). Valores de P < 0,05 (*) foram
considerados estatisticamente significativos.

A morte celular e os inflamassomas possuem grande relevancia no controle a
infeccdo por L. longbeachae e que a funcéo efetora final deste processo é a morte celular
piroptdtica dependente de GSDMD. No entanto, resta descobrir qual ou quais
inflamassomas estariam intermediando a deteccdo do patégeno e a promocdo de

piroptose.

O inflamassoma de AIM2 ja teve seu papel protetor contra a infecgdo por L.
pneumophila descrito anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (CUNHA, et al, 2013),
entdo inicialmente investigamos se este inflamassoma seria relevante também na
imunidade a L. longbeachae. Animais Aim27- foram infectados com 1X10° CFU de L
longbeachae e sua perda de peso (Fig. 12 a) e sobrevida (Fig. 12 b) foram avaliadas ao
longo de 10 dias. Encontramos uma leve reducdo na perda de peso nos camundongos
deficientes em AIM2, no entanto esta diferenca ndo foi significativa e além disto, estes
animais apresentaram sobrevida semelhante aos selvagens. Acessamos também a carga
bacteriana no pulmio de camundongos Aim2” infectados com 1X10° CFU de L.
longbeachae e novamente ndo observamos diferenca na susceptibilidade, havendo apenas

um tendéncia para reducdo da carga bacteriana nos animais deficientes ( Fig. 12 c).

Tendo inicialmente descartado a relevancia do inflamassoma de NLRC4 em
resposta a bactéria, devido a sua deficiéncia de flagelina, decidimos investigar se o
inflamassoma de NLRP3 teria relevancia na resposta a L. longbeachae. Decidimos
infectar animais NIrp3”- com 1X108 CFU da bactéria e novamente acessar a perda de peso

(Fig. 13 a) e a sobrevida (Fig, 13 b) destes camundongos durante um periodo de 10 dias.
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Assim como observado nos animais deficientes em AIM2 ndo foram mais susceptiveis

que os animais selvagens, levando em consideracdo os dois parametros avaliados.
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Figura 12. O inflamassoma de AIM2 é dispensavel na infeccdo por L. longbeachae.
Animais C57BL/6 (N = 10) e Aim2”" (N =11) foram infectados com 1X10°® CFU de L.
longbeachae e a perda de peso (a) e a sobrevida (b) foram avaliadas ao longo de 10 dias.
(c) Animais com estes mesmo gendtipos, sendo entre 3 e 4 animais por grupo, foram
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae, apds 3 dias de infeccio os animais foram
sacrificados e a carga bacteriana do pulméo destes camundongos foi acessada. Os
resultados s@o representativos de dois experimentos realizados independentemente e
estdo expressos como média + desvio padrdo da média. A analise estatistica foi realizada
pelo teste de classificacdo logaritmica de Mantel-Cox para (a) e (b) e teste t Student ndo
pareado para (c). Valores de P < 0,05 (*) foram considerados estatisticamente
significativos.

Adicionalmente avaliamos a replicacio bacteriana em camundongos Nlrp3”
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae e surpreendentemente encontramos uma
reducdo na carga bacteriana no pulmao destes camundongos apos trés dias de infeccao

(Fig. 13 ¢), indicando que o inflamassoma de NLRP3 participa da resposta imune contra
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a bacteéria, no entanto, outro (0s) inflamassoma (as) e outras abordagens experimentais

precisam ser realizadas.
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Figura 13. O inflamassoma de NLRP3 é dispensavel no controle da infeccédo por L.
longbeachae. Animais C57BL/6 (N = 10) e Aim2” (N =6) foram infectados com 1X10°
CFU de L. longbeachae e a perda de peso (a) e a sobrevida (b) foram avaliadas ao longo
de 10 dias. (c) Animais com estes mesmo gendtipos, sendo 4 animais por grupo, foram
infectados com 1X10° CFU de L. longbeachae, apds 3 dias de infeccio os animais foram
sacrificados e a carga bacteriana do pulmdo destes camundongos foi acessada. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos realizados independentemente e
estdo expressos como média + desvio padrdo da média. A andlise estatistica foi realizada
pelo teste de classificacdo logaritmica de Mantel-Cox para (a) e (b) e t de Student ndo
pareado para (c). Valores de P < 0,05 (*)

Dados publicados anteriormente por nosso grupo de pesquisa evidenciaram que
animais deficients para as caspases-1 e 1ltem suscetibilidade a infeccdo por L.
longbacheae similar a observada em animais selvagens (PEREIRA, et al, 2011) e, no
presente estudo nds encontramos um papel protetor para a morte celular piroptética. Entdo
decidimos avaliar in vitro a clivagem de GSDMD em animais deficientes para diferentes

componentes do inflamassoma (Fig. 14). Encontramos uma clivagem forte de GSDMD
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nos animais selvagens infectados, essa clivagem é reduzida, porém ainda ocorre em
animais Casp1/11” e é totalmente perdida em animais Asc/ Casp1/117". Nossos dados
indicam que a L. longbeachae induz forte clivagem de GSDMD in vitro, essa clivagem é

realizada mesmo na auséncia de Caspl/11 e é dependente de ASC (Fig. 14).
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Figura 14. Macrdéfagos derivados de Medula éssea (BMDMS) primados promovem
clivagem de GSDMD em resposta a infecgdo por L. longbeachae (MOI: 10), mesmo
na auséncia das caspase-1 e 11. BMDMSs (1X10° células por pogo) foram primados por
4 horas com Lipopolissacarideo (LPS) e em seguida infectados, ou ndo, com L.
longbeachae com MOI: 10. Apos 4 horas de infeccdo o lisado celular e o sobrenadante
da cultura foram coletados para avaliacao da clivagem de GSDMD por western bloting.
Os dados mostrados sdo um experimento de um experimento realizado.
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6. DISCUSSAO

Estudos realizados em modelo murino de doenca dos Legionarios ja
demonstraram que a L. longbeachae é significativamente mais virulenta que a L.
pneumophila. Muito se discute sobre quais fatores seriam importantes para este
fendmeno, ja foi especulado que a auséncia de flagelina na L. longbeachae poderia ser o
fator determinante, no entanto esta bactéria ainda é extremamente mais virulenta que a L.
pneumophila AFlaA, 0 que descarta esta hipotese. Acredita-se que a presenca da capsula
que envolve a bactéria possa ser um fator de viruléncia importante, visto que animais
infectados com a bactéria mutante para a capsula sdo menos suscetiveis a infeccdo quando
comparados aos infectados pela bactéria selvagem. Adicionalmente, macrofagos de
humanos e de camundongos infectados in vitro, com a Legionella mutante para a capsula
tem maior produgdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-12, TNFa ¢ IFNy, que
aqueles infectados com a bactéria selvagem. Estas citocinas parecem ser cruciais no
controle da bactéria, uma vez que os seus respectivos knockouts foram extremamente

suscetiveis a infeccdo (MASSIS, et al, 2015).

Sabemos que o IFNy ¢ um indutor classico de produgdo de NO (MICKING, 2012),
entdo esperavamos que, assim como o IFNy, o NO tivesse um papel protetor. No entanto,
nossos dados apontam um papel detrimental do NO na infeccdo por L longbeachae.
Descobrimos que a quantidade de células mieloides NOS2* é extremamente elevada em
animais infectados pela L longbeachae que a observada em animais infectados com L
pneumophila (Fig. 4), bactéria que causa uma infeccdo mais branda e é rapidamente
eliminada em camundongos selvagens (PEREIRA, et al, 2011; MASSIS, et al, 2017;
GONCALVES, et al, 2019). Os camundongos deficientes para producdo de NO possuem

acentuada resisténcia a infecgédo (Fig. 6), bem como elevada producéo de IL-12 (Fig. a;
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d; g), citocina com seu papel critico no controle da infec¢éo ja relatado anteriormente por

nosso grupo de pesquisa (MASSIS, et al, 2017).

Este aumento da producgéo de IL-12 em animais deficientes para NOS2 corrobora
com a nossa hipétese de que o NO regula negativamente a resposta inflamatéria ainda em
um periodo de presenga massiva do patégeno no pulmao do camundongo. Um mecanismo
parecido foi descoberto na resposta a Leishmania major, foi demonstrado que a producao
de NO pelas células derivadas de mondcitos promove o desligamento da resposta imune,
porém apds o fim da infeccdo, agindo de forma benéfica ao assegurar o retorno do

organismo a homeostase (POSTAT, et al, 2018).

Classicamente, 0 NO é uma molécula microbicida (MICKING, 2012; LIMA-
JUNIOR, et al 2013), no entanto, sua producéo deve ser rigidamente regulada afim de se
evitar um estresse oxidativo prejudicial ao organismo hospedeiro (SANMARCO, et al,
2017). No presente estudo encontramos sua atividade deletéria no contexto da infeccéo
por L. longbeachae (Fig. 6) e decidimos investigar mais aprofundadamente como o NO
favorece a infecgdo pela bactéria. A atividade prejudicial do NO também ja foi relatada
em outros modelos, como no caso da infec¢do por Trypanosoma cruzi (SANMARCO, et

al, 2017).

Recentemente foi demonstrado que durante a sepse a NOS2 interage com a Rac-
2 em neutrofilos e seus produtos, NO e Oz, respectivamente, se combinam para formar
ONOO", molécula capaz de induzir hiperativagdo de neutréfilos e promover a formagao
aberrante de NETs no ambiente pulmonar e provocar morte de células epiteliais,
culminando no agravamento da doenga (WANG, et al, 2012; KUMAR, et al, 2021). Estas
descobertas, parcialmente, corroboram com nossos resultados, posto que encontramos
uma forte tendéncia ao aumento de NETs no BAL de animais deficiente em producéo de

NO infectados com L. longbeachae, quando comparados com animais selvagens (Fig. 8).
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Logo, a producdo de NO pode estar induzindo a formacdo aberrante de NETs e
promovendo dano tecidual, amplificando uma resposta inflamatdria desregulada, o que é
compativel com os elevados niveis de IL-1p e IL-6 encontrados no pulméo e no BAL de
animais selvagens (Fig 7b, 7c, 7e, 7f). Esta producédo aberrante de NETs, IL-1p e IL-6 ja
foi relatada na patogénese de algumas doencas respiratérias como a COVID 19 e asma
(LAPPALAINEN, et al, 2005; VERAS, et al, 2020; RODRIGUES, 2021). Juntos, estes
fatores atuariam para comprometer a homeostase do 6rgao e dificultar a formacao de uma

resposta imune eficiente contra o patdgeno.

Nossos resultados também apontam que a morte celular € um mecanismo protetor
na infeccdo contra a L. longbeachae. Aparentemente, a morte celular prioptética € um
fendmeno regulador da producdo de NO em neutréfilos, posto que animais deficientes
em GSDMD apresentam um alto infiltrado de células CD45/CD11b*/Ly6G*/ LY6C
expressando NOS2 quando comparados aos animais C57BL/6, no terceiro dia ap6s a
infecgdo (Fig. 9). No entanto ainda ndo sabemos exatamente em que estagio da resposta

esta regulacdo € realizada.

Como a piroptose ja é classicamente conhecida por induzir protecdo contra
patégenos intracelulares via eliminacdo de nicho replicativo (MIAO, et al, 2010;
VELOSO, et al, 2019), especulamos que ela pode estar atuando na eliminagéo das células
infectadas pela bactéria. Outra possibilidade a ser avaliada é que a morte celular esteja
ocorrendo nos neutréfilos recrutados para o sitio infeccioso, promovendo a reducdo do
nimero de neutréfilos NOS2* e regulando a producdo aberrante de NO e

consequentemente a reducgédo dos danos gerados por ele.

Na tentativa de elucidar os inflamassomas que envolvidos na protegédo contra a
infeccdo por L. longbeachae, avaliamos a resposta de animais deficientes para AIM2 (Fig.

12) e NLRP3 (Fig. 13), separadamente. Ambos os animais foram igualmente suscetiveis
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aos selvagens, apds a infeccdo pela bactéria, no que tange a sobrevida e a perda de peso,
no entanto encontramos uma carga bacteriana mais elevada nos animais deficientes para
NLRP3 (Fig. 13), indicando que este inflamassoma participa da resposta a L.
longbeachae, mas que outros inflamassomas conseguem atuar na sua auséncia.
Especulamos que ambos os inflamassomas de AIM2 e NLRP3 atuam na resposta ao
patdgeno, um podendo suprir a auséncia do outro na promoc¢do de imunidade, sendo
necessaria a avaliacdo de animais duplo-knockout para ambos inflamassomas para

resolver esta questdo.

Ainda na busca por componentes dos inflamassomas com relevancia no combate
a infeccdo por L. longbeachae, decidimos avaliar in vitro a clivagem de GSDMD em
BMDMs deficientes para diferentes proteinas envolvidas na morte celular piroptotica.
Encontramos uma forte clivagem de GSDMD induzida em macréfagos oriundos de
animais selvagens, esta clivagem foi mantida, porém em niveis mais baixos, mesmo na
auséncia da caspase-1 e -11 (Fig. 14). Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou
anteriormente que estas caspases sdo dispensaveis na resposta a L. longbeachae, posto
que sua auséncia ndo acarretou implicagdes na susceptibilidade dos animais (PEREIRA,
et al, 2011). Ent&o inferimos que esta clivagem, mesmo que reduzida, de GSDMD em
animais Casp1/117 seria suficiente para assegurar a estes animais a mesma protecio
encontrada nos selvagens. Esta clivagem € totalmente perdida em animais Asc/Casp1/11
", ou seja, na auséncia das caspases 1 e 11 ocorre clivagem de GSDMD dependente de
ASC (Fig. 14). E importante ressaltar que estes animais sdo extremamente suscetiveis a
infeccdo (Fig. 10), o que nos permite inferir que de fato a morte celular induzida pela
clivagem de GSDMD é uma etapa crucial para a defesa do hospedeiro a infecgéo.
Adicionalmente, inferimos que na auséncia das caspases-1 e 11, o recrutamento da

caspase-8 pelo AIM2 pode ser critico para a clivagem de GSDMD e formagéo de uma
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resposta robusta contra a bactéria, uma vez que ja foi demonstrada a clivagem de GSDMD
pela caspase-8 (SARHAN, et al, 2018; ORNING, et al, 2018), bem como a capacidade

do AIM2 em ativar esta caspase de forma dependente de ASC (PIERINI, et al, 2012).
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7. CONCLUSAO

Reportamos pela primeira vez neste trabalho uma forte inducéo de expressao de
NOS2 em células mieloides induzida por L. longbeachae. Surpreendentemente o NO se
mostrou uma molécula deletéria na resposta a bactéria, levando a reducdo de IL-12 e
elevacdo dos niveis de IL-1p e IL-6, bem como aumento consideravel na producéo de
NETs. Adicionalmente, descobrimos que a morte celular dependente de GSDMD €é um
mecanismo importante para o controle bacteriano. Aparentemente, a piroptose regula a

producdo de NO por neutréfilos para promover resisténcia do hospedeiro a infeccao (Fig.

15).
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Figura 15. Resumo. A clivagem de GSDMD ocorrida em resposta a infeccdo por L.
longbechae regula o infiltrado de neutr6filos NOS2* no pulmao de animais selvagens
infectado para regular a producédo aberrante de NO e promover resisténcia do organismo
hospedeiro a infeccdo. Na auséncia de morte celular dependente de GSDMD, ocorre um
descontrole na geragdo de neutr6filos NOS2*, mecanismo que se correlaciona com um
agravamento da doencga e aumento de mortalidade.
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