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RESUMO:
Os inflamassomas sao plataformas multiproteicas ativadoras de caspase-1, a qual é

responsavel pelo processamento das citocinas IL-13 e IL-18 e indug¢ao da piroptose.
A piroptose € uma morte celular inflamatdria extremamente relevante no contexto do
controle de infecgbes por patégenos intracelulares. No entanto, apenas
recentemente os mecanismos moleculares envolvidos na regulagcado desse processo
foram desvendados, os quais incluem a clivagem da Gasdermina-D (GSDMD) pelas
caspases-1 e -11, alcando essa proteina como mediadora essencial da piroptose
desencadeada pelos inflamassomas canbnicos e ndo candnicos. Uma vez que o
papel da GSDMD no controle da infecgdo por protozoarios ainda néo foi
completamente elucidado, o objetivo desse trabalho é avaliar a capacidade do
parasita Toxoplasma gondii de induzir a clivagem da GSDMD e verificar a influéncia
desse processo na ativagdo da resposta inflamatoéria e seu impacto no controle da
infeccdo por macrofagos. Como esperado, macréfagos deficientes para GSDMD se
mostraram mais resistentes a morte celular em resposta a um agonista classico dos
inflamassomas. Nossos dados mostram que o T. gondii foi capaz de induzir a
clivagem da GSDMD e a secrecdo de IL-1B em macrofagos selvagens.

--

Surpreendentemente, os macrofagos GSDMD™ apresentaram um maior controle da

replicacdo do parasita, efeito nao correlacionado a secregdo de citocinas
inflamatorias. Por outro lado, uma maior produgao de NO nos macréfagos GSDMD™
— regulada a nivel transcricional — figura como um mecanismo-chave no controle do
T. gondii nessas células. Juntos, nossos dados sugerem um papel ndo-convencional
para GSDMD na limitagdo da produgédo de NO, o que traz grandes impactos ao
longo do curso da infecgdo pelo T. gondii . De importancia, a molécula GSDMD
parece atuar de maneira contexto-dependente uma vez que dados preliminares

mostram que macréfagos GSDMD™

apresentam niveis reduzidos de NO em
resposta ao Trypanosoma cruzi e s&0 mais suscetiveis a replicagdo por esse
protozoario. Nossos dados demonstram que a GSDMD participa do controle de
infecgbes causadas por protozoarios por um mecanismo que envolve a regulagéo de
enzimas microbicidas e ilustram a complexidade das interagdes entre as vias

moleculares induzidas pelos inflamassomas na relagdo patégeno-hospedeiro.
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ABSTRACT:

Canonical inflammasomes are multiprotein platforms that activate caspase-1, which
is responsible for processing IL-1p and IL-18 cytokines and pyroptosis induction.
Pyroptosis is an extremely inflammatory cell death process that can be involved in
the control of infections caused by intracellular pathogens. The molecular regulation
of this process has been recently described and involves the cleavage of Gasdermin
D (GSDMD) by caspases-1 and -11, raising this molecule as a key mediator of
pyroptosis induced by canonical and non-canonical inflammasomes. Since the role of
GSDMD in controlling protozoa infections has not been not fully elucidated, the aim
of this project is to evaluate the ability of Toxoplasma gondii to induce GSDMD
cleavage and to verify the influence of this process in the control of infection by
macrophages. As expected, GSDMD-deficient macrophages were more resistant to
cell death in response to a well-documented inflammasome agonist. Our data
demonstrates that 7. gondii was able to induce GSDMD cleavage and IL-1f3
secretion in wild-type macrophages. Surprisingly, the GSDMD™ macrophages
presented higher efficiency in controlling T. gondii replication, which was not
correlated with inflammatory cytokines secretion. On the other hand, a higher
production of nitric oxide (NO) — induced at transcritptional level — was pointed as a
key infection-limiting mechanism in GSDMD™ macrophages in response to T. gondii.
Taken together, our data suggests a non-convetional role for GSDMD in limiting NO
production, with significant consequences on the outcome of T. gondii infection. Of
importance, GSDMD appears to act in a context-dependent fashion since preliminary
data showed that GSDMD™ macrophages show attenuated levels of NO in response
to Trypanosoma cruzi and are more susceptible to parasite replication. Our data
demonstrates the participation of GSDMD in the control of protozoa infections by a
mechanism that involves the regulation of microbicidal enzymes and highlight the
complex connectivity between the molecular signaling pathways triggered by the
inflammasomes in the pathogen-host interactions.
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1. INTRODUGAO
1.1. O Toxoplasma gondii

O T. gondii € um protozoario unicelular, intracelular obrigatério do filo
Apicomplexa. Esse parasita € responsavel por causar a Toxoplasmose, que
representa uma causa frequente de infeccbes em uma ampla gama de
hospedeiros, incluindo aves, roedores e humanos'?. Os membros da familia
Felidae sao hospedeiros definitivos para o Toxoplasma, onde o parasita completa a
fase sexuada do seu desenvolvimento, no intestino desses animais’?.

Acredita-se que em todo mundo aproximadamente 1/3 da populagao seja
portadora da infeccdo que pode ser contraida principalmente de trés maneiras:
pelo consumo de agua e alimentos contaminados, por transmissdo zoonética (do
animal contaminado para o humano) e por transmisséo vertical ao longo da
gravidez'?. Embora a infecgdo em humanos imunocompetentes seja geralmente
assintomatica, o T. gondii pode levar a uma doenca fatal em fetos ou recém-
nascidos de mées infectadas (infeccdo congénita) e em pacientes

imunocomprometidos 2.

Apos a invasao ativa das células do hospedeiro, o T. gondii se desassocia
da membrana do hospedeiro e reside dentro de um vacuolo parasitoforo (VP), que
fornece um nicho replicativo para o parasita®*. A membrana do VP é seletivamente
permeavel a entrada de pequenas moléculas e nutrientes, permitindo o
crescimento e proliferagcao do parasita e — além de servir como uma barreira fisica
para a detecgao do T. gondii — a formagao do PV evita processos como a fuséo

lisossomal, permitindo a sobrevivéncia do parasita®*.

Ao longo do curso da infeccéo, o T. gondii se dissemina através do sistema
circulatorio estabelecendo a infeccdo em diversos 6rgdos. Alguns taquizoitos —
forma dominante do parasita na fase aguda - invadem células como neurénios e
miécitos diferenciando-se nas formas de cistos de bradizoitos que residem de
maneira latente principalmente nas musculaturas esquelética, cardiaca e no
sistema nervoso central (SNC). Nessa fase, a liberagdo de diversas proteinas e
fatores soluveis pelo parasita garantem a sua sobrevivéncia no hospedeiro através
da protecédo induzida frente as estratégias de eliminagcédo orquestradas pelo sistema
imunoldgico, caracterizando a fase de infecgdo cronica’> .

Uma vez dentro do cérebro, o T. gondii é capaz de invadir astrécitos,



neurdnios e microglias. Estudos in vitro mostraram que o parasita tem um tropismo
seletivo por células neuronais sobre as células gliais e micréglias’®”°. Durante o
estudo, diferentemente dos neurdnios, astrécitos e microglia foram capazes de
inibir eficientemente o crescimento e a replicagado dos parasitas. Esse dado vai de
acordo com a informacdo de que neurdnios apresentam menos habilidades de
protecdo imunoldgica frente ao parasita e por conta disso seriam a célula mais
favoravel para a persisténcia do cisto'®?.

As respostas imunologicas detalhadas de macrofagos, microglias e
astrocitos ao longo da infecgdo por T. gondii ainda ndo foram completamente
elucidadas®. Estudos recentes relataram um papel importante para as populacdes
de microglias residentes na produgdo de citocinas pré e anti-inflamatorias
essenciais como a interleucina (IL)-1B3, IL-10, TNF (do inglés, Tumor Necrosis
Factor) e IL-12. Os astrécitos, por sua vez, sdo conhecidos pela liberagao de IL-1,
IL-6 e IL-27%°. Alguns papéis também foram associados aos macréfagos, que
participam do controle da infecgdo através da secrecdo de citocinas inflamatérias
como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 e da produgédo de ROS (do inglés, Reactive Oxygen
Species)® .

Um principio basico no qual se baseia a resisténcia frente a infecgbes € a
capacidade de receptores da imunidade inata de reconhecerem microorganismos e
desencadearem uma resposta protetora frente a eles. Em camundongos, os TLRs
(do inglés, Toll-like Receptor)-11 e -12 de macrofagos estdao envolvidos no
reconhecimento da profilina de T. gondii, que é essencial para o processo de
invasao mediado pelo parasita; enquanto os receptores TLR7 e TLR9 parecem
mediar o reconhecimento de RNA e DNA do parasita'’. Apés o reconhecimento,
esses receptores induzem a producéo de IL-12 para mediar a resposta frente ao
parasita’®'®. Nesse contexto, a participacdo da molécula adaptadora MyD88 (do
inglés, Myeloid Differentiation primary response 88) & essencial na sinalizagéo
desencadeada pela maioria dos TLRs para producao de citocinas que atuam na
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resposta anti-Toxoplasma A producdo de IL-12 desencadeada pelo

reconhecimento do T. gondii também pode ocorrer por meio do receptor CCR5 (do
inglés, C-C Chemokine Receptor type 5)'¢'".

De fato, a produgado de IL-12 representa uma das melhores estabelecidas
respostas imunoldgicas frente a infeccdo por T. gondii, conforme descrito por

Gazzinelli e colaboradores'. A secregdo dessa citocina pelas células imunes é



capaz de ativar linfocitos T e células NK (do inglés, Natural Killers) para liberagéo
de interferon gamma (IFN-y), sendo este considerado um dos mais efetivos
mecanismos de resisténcia frente ao Toxoplasma'>®'®. O IFN-y propaga um sinal
de ativagdo para a STAT1 (do inglés, Signal Transducer and Activator of
Transcription)-1 através do seu receptor de superficie, IFN-yR. A STAT1, por sua
vez, é capaz de induzir a produgdo de moléculas efetoras como o NO (do inglés,
Nitric Oxide) e o ROS, que desempenham importantes fungbes no controle do
parasita®*. Outros importantes mecanismos pelos quais o IFN-y suprime o
crescimento do T. gondii incluem a indugdo da degradag&o do triptofano via
ativacao da indoleamina-2,3- dioxigenase (IDO) e a expressao de IRGs (do inglés,
Immunity-Related Guanosine triphosphatases) e GBPs (do inglés, Guanylate-
binding Proteins) que apresentam potentes efeitos microbicidas em
microrganismos patogénicos intracelulares como o T. gondii'>*.

E importante mencionar que, assim como o reconhecimento do parasita, a
importancia dos mecanismos efetores na resposta frente ao T. gondii parece diferir
entre humanos e camundongos. Um exemplo disso € o fato de que a IDO, mas n&o
a iINOS, representa um importante mecanismo de controle da infeccdo em diversas
células de linhagens humanas'®?. Ainda que células humanas apresentem um
vasto repertorio de GBPs, o envolvimento dessas proteinas na resposta anti-
toxolasma & controverso®. Assim, alguns dos mecanismos mais importantes na
resisténcia frente ao parasita em células murinas parecem nao ser tdo efetivos em
células humanas.

Apesar da ampla gama de mecanismos efetores capazes de limitar a
replicacdo do T. gondii, a existéncia de diversas estratégias de escape imune
possibilitam ao parasita sua sobrevivéncia em inumeros tipos celulares,
concedendo a ele a fama de ser considerado um dos mais bem sucedidos
parasitas do mundo. Um elemento-chave para esse sucesso € a presenca de
organelas secretorias especializadas como os granulos densos (GRAs) e as
roptrias (ROPs). Brevemente, essas organelas ja se mostraram envolvidas em
processos como a protecdo do VP frente a acdo dos IRGs?"?*; na supressdo de
STAT1 e da IDO****; na degradagdo do fator de transcricdo NF-kB (do inglés,
Nuclear Factor Kappa B) - e consequentemente na inibicdo da produgéo de IL-
122%; na inibicdo da producdo de NO e na inducdo de uma resposta com perfil

tolerigénico%; entre outros. Vale mencionar que a expressdao das moléculas



responsaveis por essa manipulagao varia de acordo com a linhagem de T. gondii
em questdo, o que provavelmente reflete a presséo evolutiva de se ter uma ampla
gama de hospedeiros intermediarios na natureza.

Nesse sentido, diversas linhagens de T. gondii ja foram identificadas sendo
as do tipo | (RH), Il (Me49) e Ill (VEG) as mais comuns na América do Norte e na
Europa. De importancia, essas diferentes linhagens diferem substancialmente em
aspectos como a viruléncia, escape imune, habilidade de causar a forma encefalica
da Toxoplasmose, e no perfil de citocinas induzidas pds a infeccdo*?’. Nesse
sentido, a linhagem tipo | RH é a mais virulenta e a mais eficaz em termos de
mecanismos de subversdo imunoldgica, enquanto as linhagens do tipo Il e Il sdo
menos virulentas. Assim, caracterizar os mecanismos efetores induzidos nas
células imunes e as estratégias de subversao imunoldgica adotadas pelo T. gondii

RH contribuem para a compreenséo da patogénese da doenca.

1.2. REGULAGAO MOLECULAR DA PIROPTOSE

Células da imunidade inata como macrofagos e células dendriticas
representam a primeira linha de reconhecimento e controle de infecgdes causadas
por bactérias, fungos e parasitas, sendo responsaveis por orquestrar toda a
resposta imune efetora subsequente. Por conta disso, muitos patdégenos invadem
as células do hospedeiro para evitar a deteccao pelos fagocitos. Uma vez que a
existéncia de células infectadas € uma ameaca ao hospedeiro, uma das solucdes
desencadeadas pelo sistema imune €& a eliminagdo da célula invadida pelo
processo de morte celular’®?°. A piroptose é um tipo de morte celular programada
extremamente pro-inflamatoria, que envolve a atividade de caspases inflamatorias
e que induz o extravasamento do conteudo intracelular por conta da formacéo de
poros na membrana plasmatica, causando um aumento da pressdo osmoética®*>".
O termo piroptose, do grego pyro (fogo) e ptosis (falha), foi primeiramente descrito
em 2001 por Cookson e Brennan® e atualmente foi ampliado para abranger a
morte celular executada pela maioria das caspases inflamatorias como € o caso da
caspase-1, caspase-4, caspase-5 (em humanos) e caspase-11 (em
camundongos)®'.

O requerimento de caspases inflamatorias para a execugédo da piroptose é

um dos aspectos que diferencia esse tipo de morte celular programada da



necroptose, igualmente inflamatéria®>. Nesse contexto, as caspases inflamatorias
sdo um grupo de proteases essenciais para a defesa imunoldgica inata do
hospedeiro por serem mediadoras importantes do processo inflamatério e de morte
celular®®. Essas proteases inflamatérias sdo ativadas em grandes complexos
multiproteicos denominados inflamassomas, que se formam em resposta a
detecgdo de alteragbes ou danos celulares (DAMPS - Damage Associated
Molecular Patterns), como cristais de acido urico, ATP (do inglés, Adenosine
Triphosphate), proteinas de choque térmico, ou de ligantes de patégenos (PAMPs -
Pathogen Associated Molecular Patterns), como componentes da parede celular e
produtos do sistema excretor de bactérias®'3+°.

Uma vez oligomerizados, esses complexos proteicos sao capazes de ativar
a caspase-1 - nos inflamassomas “canénicos” - , responsavel pela maturacdo das
citocinas IL-1B e IL-18 em sua forma bioativa e induzir o processo de piroptose®’8.
Por outro lado, a caspase-11 (ortdlogo murino as caspases -4 e -5) compde o
inflamassoma “nao-candnico”, ativado pelo lipopolissacarideo (LPS) da parede
celular bacteriana, um dos mais fortes ativadores do sistema imunoldgico®*3>3°,
Esse tipo de inflamassoma n&o induz diretamente a maturagédo de IL-13 e IL-18
sendo necessaria para isso uma interagéo sinérgica com inflamassomas candnicos
ativados. Assim, nos inflamassomas n&o-canbnicos, a pro-caspase-11 parece
atuar tanto como um sensor quanto como a molécula efetora®>°%%4% A figura 1
apresenta um esquema representativo da estrutura e ativagado dos inflamassomas

candnicos (NLRP3 representado) e ndo-candnicos.
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Figura 1. Imagem representativa da formacéao e ativagdao dos inflamassomas candnicos e ndao canénicos.
Diferentes PAMPs e DAMPs ativam proteinas sensoras distintas incluindo NLRP3 aqui representado, induzindo
alteragbes conformacionais que permitem o recrutamento e ativacdo da caspase-1 nos inflamassomas
candnicos. Subsequentemente, a caspase-1 ativa é responsavel por mediar o processamento da IL-13 e da
GSDMD, induzindo a secregao da forma ativa da citocina e piroptose. Ja os inflamassomas n&do candnicos séo
compostos pela Caspase-11 e ativados através do reconhecimento do LPS citosdlico. Diferente da caspase-1, a
caspase-11 é capaz apenas de induzir o processamento da GSDMD e portanto o processo de piroptose.

DAMPS, PAMPS, Cristais,
Efluxo de potassio...

Estruturalmente, os inflamassomas canénicos podem ser formados pelas
proteinas NLR (do inglés, Nucleotide-binding Oligomerization Domain [NOD],
Leucine Rich Repeats [LRR]-containing protein), como NLRP1 (do inglés, NLR
Pyrin domain-containing 1), NLRP3 (do inglés, NLR Pyrin domain-containing 3),
NAIP (do inglés, Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein) e NLRC4 (do inglés, NLR
CARD-containing 4) ou por proteinas da familia PYHIN (do inglés, Pyrin Domain
[PYD] and Hematopoietic Interferon-inducible Nuclear protein [HIN] domain) como
AIM2 (do inglés, Absent In Melanoma 2). Além da proteina sensora, esses
complexos incluem a proforma inativa da caspase-1 e, em alguns casos, a
molécula adaptadora ASC (do inglés, Apoptosis associated Speck-like protein
containing a Caspase Recruitment Domain [CARD]) **.

As proteinas sensoras da familia NLR apresentam trés dominios comuns:
um dominio LRR na regido C- terminal, um dominio NOD central de oligomerizagéo

e ligacdo ao nucleotideo altamente conservado e um dominio de interacéo



proteina-proteina na regido N-terminal, que pode ser do tipo PYD, CARD ou BIR
(do inglés, Baculovirus Inhibitior of apoptosis protein Repeat)®*>®. Inflamassomas
que apresentam apenas o dominio PYD na regido N-terminal (como p.e. 0s
inflamassomas NLRP3 e AlIM2) sinalizam exclusivamente na presenga da molécula
adaptadora ASC, composta pelos dominios PYD e CARD. A interacdo PYD-PYD
entre a ASC e o inflamassoma possibilita o recrutamento da caspase-1 pelo
dominio CARD da molécula adaptadora. Enquanto isso, inflamassomas com o
dominio CARD (NLRC4, NLRP1, NLRP1a, NLRP1b) sdo capazes de interagir
diretamente com a caspase-1¢%'.

Os inflamassomas melhor caracterizados sao NLRP3, AIM2, NLRC4 e
NLRP1. A deteccdo de DNA dupla fita pelo inflamassoma AlIM2 no citosol € crucial
na resposta a infecgdes intracelulares. Além disso, o inflamassoma AlIM2 também
€ capaz de reconhecer o DNA dupla fita liberado por células do proprio hospedeiro,
resultando na liberagdo de citocinas inflamatérias e na progressao de doencgas
estéreis*’. O inflamassoma NLRP3 por sua vez, é ativado em resposta a uma
ampla variedade de estimulos, incluindo bactérias, virus, protozoarios, toxinas

343743 Levando em

formadoras de poros, DAMPs, colesterol, entre outros
consideragao a variedade de estimulos capazes de ativar o NLRP3 e as diferencas
nas suas propriedades quimicas e estruturais, € pouco provavel que o sensor
interaja diretamente com qualquer um dos seus agonistas. Assim, sua ativagao
parece ser regulada indiretamente, refletindo a natureza homeostatica da célula*~
46.

Atualmente, alguns eventos induzidos pelos agonistas do NLRP3 que
poderiam estar envolvidos na ativagdo do inflamassoma ja foram identificados,
incluindo fluxo iGnico (p.e. efluxo de potassio, mobilizacdo de calcio)*’*®, disfuncgao
mitocondrial (produgcdo de ROS mitocondrial)*®>", danos lisossomais®? e dispersao
da rede trans-Golgi®. Ainda, recentemente, as proteinas NEK7 (do inglés, NIMA-
related kinase 7) e DDX3X (do inglés, DEAD-box helicase X-linked) foram
identificadas como importantes reguladoras do processo de ativagdo do NLRP3%+
% Ainda que muito esforgo tenha sido investido na compreensao dos eventos que
ocorrem upstream a montagem do NLRP3, ndo existe até o0 momento um modelo
unificado que defina como ocorre sua ativagdo. Assim, ainda existem algumas
controvérsias a respeito dos sinais que estao crucialmente envolvidos ou apenas

associados a ativagao desse inflamassoma.



No outro extremo, os inflamassomas NLRP1b murino e NLRC4 sdo mais
restritos; seus agonistas melhor caracterizados sao a toxina letal secretada por
Bacillus anthracis e componentes bacterianos que alcangam o citoplasma (p.e.
flagelina, e proteinas do sistema de secrecdo tipo 3), respectivamente®*>*". No
entanto, dados da literatura mostram o envolvimento do NLRC4 em patologias

58,59

estéreis®” e em resposta a fungos , assim como o papel importante de

NLRP1b no controle da infeccédo por T. gondii®®®’

, indicando que essas plataformas
sdo mais dinamicas do que anteriormente se supunha.

A relacgdo direta entre o inflamassoma NLRP1 e a infec¢do por T. gondii foi
inicialmente relatada em 2011 por Witola e colaboradores, em um estudo que
demonstrou que o gene do NLRP1 tinha alelos associados a suscetibilidade da
toxoplasmose congénita®”. Em 2013, Gov e colaboradores demonstraram em
monacitos e células THP-1 que a secrec¢do de IL-13 induzida pela infecgéo por T.
gondii era dependente de ASC e caspase-1®. Em 2014, Ewald e
colaboradores demonstraram que a transfeccdo de macrofagos derivados da
medula déssea (MDMOs) de camundongos selvagens com o gene nirp1 de
camundongos 129 (que secretam IL-13 em resposta as cepas do tipo | e tipo Il
de T. gondii) resultou numa secregcdo de IL-1B cinco vezes maior em
comparagdao aos MDMO nao transfectados, posicionando o NLRP1 como um
sensor chave para detecgdo do T. gondii em roedores envolvido na resposta

61, Coerentemente, outros estudos no mesmo ano

protetora frente ao parasita
identificaram o T. gondii como um agonista do inflamassoma NLRP1 em
macréfagos derivados de ratos. De maior importancia, nesse estudos se observou
a associacao entre o NLRP1, a piroptose e a resisténcia frente a infec¢ao pelo T.
gondii, posicionando a piroptose como um importante mecanismo de controle da
infecgdo em ratos®+®°.

Ainda em 2014, Gorfu e colaboradores demonstraram que o0s
inflamassomas NLRP1 e NLRP3 estavam envolvidos na resisténcia frente a
infeccdo por T. gondii, principalmente por conta da secrecdo de IL-18. Nesse
estudo, foi observado que essa resisténcia também era dependente da presenca
das caspases-1/11 e da molécula adaptadora ASC®®. Além disso, um estudo
realizado por Jia-Qi Chu e colaboradores demonstrou que a infecgao por T. gondii
elevou significativamente os niveis de mRNA de NLRP1, NLRP3, ASC, NLRC4,

NLRP6, NLRP8, NLRP13, AIM2 e NAIP e caspase-1, indicando que outros



inflamassomas poderiam atuar na resposta imune inata frente ao T. gondii®®. Nesse
mesmo contexto, em 2019 foi mostrado em um estudo de Lodoen e colaboradores
gque monocitos primarios humanos e células THP-1 também eram capazes de
secretar IL-1p frente a infeccdo com T. gondii e que o inflamassoma NLRP3 estava
envolvido nessa secregao®’.

Estudos recentes foram realizados com o objetivo de compreender os
mecanismos por tras da ativagao do inflamassoma NLRP3 em macréfagos murinos
infectados pelo T. gondii. Por exemplo, o envolvimento do receptor purinérgico
P2X7 na ativagao do inflamassoma e no controle do parasita em células epiteliais
humanas® e murinas® ja foi observado. Vale mencionar que, além dos conhecidos
sensores NLRP3 e NLRP1, a importancia dos sensores NOD2° e AIM2"" na
indugdo de uma resposta protetora frente ao parasita em camundongos e células
humanas também ja foi reconhecida. Nesse sentido, os pesquisadores observaram
que o parasita é capaz de induzir uma via de morte celular apoptética nao
convencional que envolve a ativagédo do inflamassoma AIM2, ASC e Caspase-8 em
células humanas estimuladas com IFN-y’". Juntos, esses dados mostram que o
reconhecimento do T. gondii, assim como 0os mecanismos efetores desencadeados
pelo mesmo, se baseiam em uma complexa interacdo de diversas vias de
sinalizagdo, com consequéncias ceélula- e contexto-dependentes.

A contribuicdo da caspase-11 também ja foi explorada nas fases aguda e
cronica da Toxoplasmose. Um estudo realizado em 2016 mostrou que, durante a
fase aguda, os animais caspase-11"" eram mais resistentes frente a infeccéo
quando comparados com animais selvagens ou ASC”, apresentando menores
niveis de citocinas inflamatérias. Curiosamente, na fase crbénica, os animais
caspase-11"" apresentaram maiores niveis de neuroinflamacdo e uma maior
quantidade de cistos cerebrais em comparacao aos outros genoétipos. Esses dados
indicam que a reducdo na inflamacao local causada pela auséncia da caspase-11
poderia resultar em um aumento da sobrevivéncia dos camundongos durante a
fase aguda ao mesmo tempo que cria um ambiente favoravel para expansao
sistémica do parasita em diregdo ao cérebro’?.

O sucesso da infecgao pelo T. gondii depende de um fino equilibrio entre
inducdo e evasao da resposta imunologica. Nesse sentido, algumas moléculas
efetoras que interferem nas vias de ativagado dos inflamassomas também ja foram

constatadas no repertorio de estratégias do T. gondii. Um exemplo disso pode ser



observado no paradoxal papel da iINOS nos modelos humano e murino: enquanto a
producdo de NO figura como um mecanismo chave no controle da infec¢ado em
camundongos, um aumento da expressdo da iINOS - que ocorre em resposta a
producao de IL-1B, de maneira GRA-15 dependente - se correlaciona com uma
forte inibicado da IDO, molécula extremamente relevante no controle do parasita em
células humanas’. Assim, nesse caso o NLRP3 exerce um papel pro-
Toxoplasma, no qual o parasita usa a INOS para antagonizar a imunidade medida
pela IDO via GRA15. Ainda que esse seja um claro exemplo da existéncia de um
crosstalk entre moléculas efetoras do T. gondii e a ativagao dos inflamassomas, os
mecanismos exatos pelos quais o parasita lida com essa cascata de sinalizacao,

principalmente no modelo murino, permanecem pouco compreendidos.

1.3. GSDMD E PIROPTOSE

A importancia da ativagao do inflamassoma e da piroptose na contencao de
patogenos do nicho intracelular é evidenciada pelo fato de que muitos patégenos
evoluiram de modo a subverter a ativagcdo desses mecanismos como por exemplo
através da restricdo da expressao ou modificagao de ligantes dos inflamassomas,
inibindo sua funcdo. Exemplos de patdégenos conhecidos por desempenhar essas
fungdes sao: S. typhimurium, L. monocytogenes, L. pneumophila, S. flexneri entre

outros’.

As consequéncias da piroptose no curso de infeccbes se refletem na
eliminagcdo do nicho replicativo de patdégenos e na consequente reexposicdo dos
mesmos a células e mediadores inflamatérios, sendo portanto considerada um
processo teoricamente critico para defesa do hospedeiro contra infecgdes
causadas por patogenos intracelulares obrigatérios, como é o caso do T.
gondi®®3". Além disso, uma vez que a célula é morta por piroptose, os patégenos
podem ser aprisionados dentro de estruturas chamadas PITs (do inglés, Pore
Induced Traps), que impedem sua disseminagdo e induzem o aumento de
moléculas quimioatrantes de neutrdfilos, intensificando a resposta protetora’. No
entanto, ainda que um grande esforgo tenha sido investido para determinar a
relevancia da piroptose no controle de algumas infec¢gdes bacterianas, a
importancia desse processo para o controle de infeccbes causadas por

protozoarios permanece menos explorada.



O substrato das caspases-1 e -11 responsavel pela indugao da piroptose
foi identificado em dois estudos de referéncia realizados em 2015 por grupos
liderados por Shao e Dixit: a GSDMD, um membro da familia de proteinas

877 Nesses estudos,

Gasderminas com atividade de formacdo de poros
macréfagos derivados da medula 6ssea (MDMOs) de camundongos com mutagdes
funcionais ou dele¢cdo do gene da GSDMD n&o eram capazes de sofrer piroptose e
apresentavam secrecao de IL-1B8 prejudicada em resposta ao LPS. Assim, a
conclusao obtida foi que a GSDMD seria a molécula efetora da piroptose mediada
por inflamassomas n&o candnicos, sendo necessaria para a secregéo de IL-13 em

resposta ao LPS intracelular’®””

. Posteriormente, dados publicados por He e
colaboradores confirmaram os achados anteriormente mencionados, corroborando
a hipétese de que a GSDMD seria um fator critico para os eventos de sinalizag&o

mediados pela caspase-1172.

Shao e colaboradores também observaram o envolvimento da GSDMD na
resposta dos inflamassomas candnicos: MDMOs deficientes em GSDMD nao
sofriam piroptose quando estimulados com agonistas classicos dos inflamassomas
NLRP3, NLRC4 e AIM2. De importancia, nesses macréfagos, a auséncia da
GSDMD néao prejudicou o processamento da IL-13 pela caspase-1. Em conjunto,
os dados realgaram a importdncia da GSDMD na piroptose mediada pelas

caspases-11 e -1 e na secrecéo de IL-1B nas vias de diversos inflamassomas’”"®.

A GSDMD é principalmente expressa em células imunes, na placenta e no
epitélio gastrointestinal®®®® e sua transcricdo pode ser impulsionada pelo IRF (do
inglés, Interferon Regulator Factor) 2, que € um supressor transcricional dos
interferons®’. Os mecanismos efetores associados & maioria dos membros da
familia das gasderminas s6 sdo observados quando a molécula encontra-se
clivada. De fato, posteriormente, alguns trabalhos publicados simultaneamente
mostraram que as caspases-1 e -11 clivam a GSDMD em residuos de aspartato,
liberando o fragmento N-terminal (GSDMD“™™*™) do dominio autoinibitério C-
terminal (GSDMD®™®"*™)328%  Uma vez liberado, o GSDMDN'ERM . também
chamado de dominio formador de poros (Pore Forming Domain - PFD) — interage
com fosfolipidios da parte interna da membrana plasmatica, se oligomerizando. A
oligomeracéo facilita sua inser¢cdo na membrana, onde sdo formados poros de 10-
15nm de didametro que dissipam o gradiente i6nico, causando extravasamento do



conteido celular e, em alguns casos, ruptura da membrana plasmatica®*®°. O

didmetro dos poros formados é suficientemente grande para que os mesmos
sirvam como conduites para saida de moléculas pequenas como a IL-13 madura —
mediando a “secre¢ao nao-convencional de citocinas” - (Figura 1) e, caso os poros
nao estejam presentes em grandes quantidades, possibilitam a secrecao de IL-13
mesmo na auséncia de lise celular®®®8. Assim, o reparo da membrana plasmatica é
um processo critico que regula a morte celular induzida por proteinas formadoras
de poros®. Nesse contexto, os mecanismos de reparo dependentes de calcio e do
ESCRT-III (do inglés, Endosomal Sorting Complex Required for Transport Ill) foram
reconhecidos pela sua capacidade de limitar a piroptose em MDMO infectados com
S. Thiphymurim e transfectados com LPS®°,

Outra evidéncia que contraria a ideia de que a ativagcdo da GSDMD seria
apenas imediata e terminal é observada na interacdo entre a caspase-11 e o
inflamassoma NLRP3 para secrecéo de IL-13 em resposta ao LPS citoplasmatico.
O modelo mais comummente sugerido propde que os poros induzidos pela
ativacdo da caspase-11 frente ao LPS induziriam o efluxo de potassio na célula,
promovendo posteriormente a ativagdo do NLRP3. Essa condi¢gdo posiciona a
GSDMD tanto ao final da curta cascata dos inflamassomas ndo canénicos como no
inicio de uma resposta secundaria mediada pelo NLRP3%%°.

A GSDMD também é capaz de exercer efeitos citotéxicos e causar a morte
de bactérias Gram* e Gram’ in vitro uma vez que a GSDMD"™™™ também tem
afinidade pela cardiolipina, um componente da membrana de bactérias?®2%. Um
exemplo disso foi observado por Liu e colaboradores: a expressdo do fragmento
GSDMDNTERM ¢ altamente tdxica para Escherichia coli, enquanto quase nao foi
observada atividade citotéxica associada a expressdo da proteina nao clivada ou
na presenca apenas do GSDMDCTERM84 O efeito citotdxico da GSDMD na
membrana das bactérias também foi evidenciado em 2019 por Re e colaboradores:
além da bactéria B. thailandensis ter tido sua viabilidade consideravelmente
reduzida quando incubada na presenca simultdnea de caspase-1 e GSDMD, os
pesquisadores também observaram que bactérias obtidas a partir de MDMO
selvagens eram mais suscetiveis a atividade microbicida do peroxido de hidrogénio
e estavam em menor quantidade do que aquelas obtidas a partir de MDMOS
deficientes para GSDMD, corroborando a desestabilizagcdo de membranas
bacterianas causada pela GSDMD?".



A cardiolipina e outros fosfolipidios que interagem com a GSDMD“TERM

também podem ser encontrados na membrana das mitocondrias, fagossomos e
lisossomos. Assim, a ativacdo da GSDMD também pode levar a perda do potencial
da membrana das mitocdndrias e ao rompimento dos lisossomos, com importantes
consequéncias na resposta inflamatéria®. Curiosamente, a GSDMD também pode
ser clivada pela caspase-3 em um sitio na por¢gdo N-terminal. Nesse caso, a
clivagem acaba afetando a habilidade de formar poros da GSDMD e, portanto, as
consequéncias da piroptose. A caspase-3 também é capaz de clivar a Gasdermina
E (GSDME) e converter uma morte inicialmente n&o inflamatoria e apoptotica em
piroptose®. Por fim, além das caspases inflamatdrias, sabe-se que a caspase-8 e
a catepsina G também s&o capazes de induzir a clivagem da GSDMD e

consequentemente a formagdo de poros na membrana celular®.

A clivagem da GSDMD - e as respostas subsequentes a esta — dependem
do contexto da infecgao e do tipo celular em questdo. Nos neutrdfilos, acredita-se
que essa clivagem ocorra, ainda que n&o exclusivamente, pela elastase neutrofilica

ELANE®2. Nessas células, a GSDMD também parece ser importante na formagao

)92,93

das NETs (do inglés, Neutrophil Extracelular Traps Além disso, por

apresentarem uma expressdo de caspase-1 menor do que outros fagocitos, os

neutréfilos apresentam uma maior resisténcia a morte celular, permanecendo

viaveis e secretando IL-1B por mais tempo®**
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, 0 que pode caracterizar um estado
conhecido como “hiper-ativagao

Desde a sua identificagdo em 2015, a GSDMD vem sendo colocada como
mediadora central da piroptose. Interessante, dados publicados em 2021 pelo
grupo do Vishva Dixit mostram que o processo de ruptura da membrana celular
que caracteriza a piroptose também depende da atividade da proteina Ninjurin-1
(NINJ-1)°*. A NINJ-1 é uma proteina de superficie com aproximadamente 16kDA
expressa em células mieldides e em células do SNC com uma fungéo inicialmente
restrita a adesdo celular. Utilizando uma abordagem genética, os autores
identificaram que um fendtipo caracterizado por uma menor secre¢ao de LDH (do
inglés, Lactate Dehydrogenase) estava associado a mutagées no gene NINJ-1.
Dando continuidade aos estudos que pretendiam elucidar o papel da proteina na
lise celular, os pesquisadores confirmaram que MDMOs deficientes para NINJ-1

foram negativamente afetados em termos de lise celular em resposta a indutores



da piroptose, necroptose e apoptose e na secrecdo de LDH em resposta a
agonistas classicos dos inflamassomas®. De importancia, a deficiéncia de NINJ-1
nao afetou o processamento da GSDMD, a formacao de poros pela mesma e nem
a secrecao de IL-1B ou IL-18. Além disso, vale ressaltar que a deficiéncia da NINJ-
1 ndo impediu que os macrofagos morressem eventualmente. No entanto, a
morfologia observada apds a morte celular se distinguiu daquela caracteristica do
processo de piroptose. Juntos, esses dados mostraram que — de fato — ainda que a
secregao de citocinas incialmente ocorra através dos poros da GSDMD esse
processo nao esta necessariamente acoplado a lise celular e liberacdo de
moléculas de alto peso molecular como LDH.

Nesse sentido, ainda que os poros formados pela oligomerizagdo da
GSDMD na membrana plasmatica de fato funcionem como canais para a secrecao
nao-convencional da IL-13 — tanto em células piroptoticas quanto em células
viaveis -, a secregcdo de IL-1B independente de GSDMD ja foi identificada em

diversas situacdes e modelos®’*>%

, inclusive por células THP-1 e mondcitos
primarios humanos frente ao T. gondii, sendo muitas vezes caracterizada por uma
cinética mais lenta e uma secrecdo menos eficiente. Juntos, esses dados
exemplificam bem a complexidade dos fatores que governam o destino final da
célula e realgam a importancia de compreender a dinamica e a regulacdo da morte

celular em diferentes contextos.

1.4 PIROPTOSE NO CONTROLE DE INFECGOES

Apesar do papel fundamental ja estabelecido para a IL-13 e IL-18 dentre os
mecanismos efetores dos inflamassomas, diversas evidéncias apontam para a
relevancia dos mecanismos adicionais desempenhados por essas plataformas
para a resposta imune, por exemplo o fato de que camundongos deficientes para
IL-18 e IL-18 sdo menos suscetiveis a infecgdo com Francisella tularensis do que
camundongos deficientes para caspase-1°’.

Além disso, o choque letal induzido por LPS é impulsionado pela ativagao
de inflamassomas nao candnicos. Uma vez que a liberagcéo de IL-13 e IL-18 ndo é
um resultado direto da ativacdo da caspase-11, a resposta inflamatoria exacerbada
nesses casos parece ser impulsionada principalmente pela piroptose®®. Por fim,

sabe-se também que a protecao induzida pela deficiéncia da caspase-1 nos casos



de insuficiéncia renal ndo é observada nos casos em que sO as citocinas IL-13 e

IL-18 sdo neutralizadas'®.

A evidéncia mais direta do efeito da piroptose na eliminacdo de infeccbes
vem da investigacdo em cepas bacterianas. Em 2010 um estudo realizado por
Miao e colaboradores mostrou que a eliminacdo de Salmonella typhimurium,
Legionella pneumophila e Burkholderia thailandensis mediada pelo reconhecimento
da flagelina era independente da secrecdo de IL-13 e IL-18, ocorrendo via
piroptose. Esse achado demonstrou, portanto, que mecanismos dependentes de
caspase-1 atuariam na eliminagcdo de patdgenos intracelulares de maneira
independente de seus principais substratos, IL-1B e IL-18, através da piroptose?’.
Além disso, o efeito da piroptose no controle de infecgbes também ja havia sido
notado em modelos de Bacillus anthracis'".

Alguns dados in vivo do efeito da piroptose no controle da infecgao por
Burkholderia thalandensis foram apresentados por Re e colaboradores que
demonstraram que camundongos deficientes para GSDMD eram mais suscetiveis
a infecgao, apresentando uma maior proliferacado de bactérias no figado e bago em
comparagao aos animais selvagens e sucumbindo rapidamente. De importancia,
esse estudo in vivo também mostrou que os niveis de IL-1B no soro dos animais
nao diferiam entre nocautes e selvagens enquanto os niveis de IL-18 eram bem
menores nos nocautes®’. Resultados similares a respeito da maior suscetibilidade
de camundongos GSDMD™ também foram obtidos nos modelos de infeccdo por

Francisella novicida'®?

e Brucella abortus'®. Ainda no modelo de infeccdo por
bactérias, a GSDMD também ja mostrou seus efeitos protetivos em resposta a
Burkholderia cenocepacia in vitro e in vivo. Curiosamente, esse estudo mostrou
que o efeito da GSDMD na restricdo da replicacdo da bactéria era independente da
sua funcdo na morte celular e posicionou essa molécula como uma importante
reguladora da producdo de ROS mitocondrial'®. De maior importancia, um estudo
recente destacou a importancia da GSDMD para a secregao de IL-1a por células
mononucleares do cérebro durante a fase crénica da infecgdo pelo T. gondii.
Nesse estudo, os camundongos GSDMD™ apresentaram um significativo aumento
na quantidade de cistos cerebrais acompanhado de um declinio na quantidade de
células imunes infiltradas no cérebro’®.

A deficiéncia da GSDMD também ja foi previamente associada a menores



taxas de suscetibilidade em contextos infecciosos, como exemplificado na

" frente & infeccdo pelo norovirus

mortalidade tardia de camundongos GSDMD
murino, provavelmente por conta da menor inflamagao causada pela prevencgao da
piroptose’®. Esses animais nocautes também ja demostraram apresentar um
controle mais efetivo da infec¢ao por Escherichia coli. Nesse caso, o controle se da
por conta de um retardo na morte de neutréfilos, que acabam por se acumular no
local de infeccdo, aumentando a resposta do hospedeiro®. Esse estudo reitera a
nogao de que a GSDMD pode exercer tanto efeitos pré inflamatérios como anti-
inflamatdrios, de acordo com o contexto. Em outro estudo, a piroptose e secrecao
de citocinas mediadas pela GSDMD induzidas pela infecgdo por Mycobacterium
tuberculosis em macrofagos humanos foram responsaveis pelo aumento da
propagacéo da infeccao'”’. Juntos, esses estudos realgam a importancia de um
regulado equilibrio entre a producao e liberacdo de mediadores inflamatorios para
estimular uma resposta e a limitagdo dos danos teciduais que podem ser gerados
pela resposta inflamatéria.

O papel da piroptose também ja foi descrito em infec¢des virais, como por
exemplo aquelas causadas pelo virus da coriomeninge linfocitica, influenza, virus
da imunodeficiéncia humana e citomegalovirus murino. No entanto, nesses casos a
piroptose pode ser um pouco controversa atuando tanto no controle da replicacao
viral quanto no desenvolvimento da doenca®"'®. Quanto as infecgdes causadas
por protozoarios, ainda que a ativagao dos inflamassomas esteja envolvida na
resposta frente a diversos patégenos como Neospora Caninum, Typanosoma cruzi,

Plasmodium spp, e o proprio T.gondii®®%

- entre outros, a importancia da clivagem
da GSDMD e da ocorréncia de piroptose ao longo do curso da infeccéo
permanecem pouco compreendidos. Ainda assim, vale mencionar que alguns
aspectos importantes sobre a GSDMD ja foram identificados nesse contexto, como
por exemplo o envolvimento da molécula na citdlise induzida pela infecdo por
Trichomonas vaginalis em macréfagos humanos''®, e a participacdo da GSDMD na

secrecdo de IL-1B em resposta a infecgdo por Entamoeba histolytica'".

Em resumo, as diversas evidéncias acumuladas ao longo do tempo no
campo da morte celular sugerem que a GSDMD pode tanto controlar infec¢des
quanto promover patologia, realgcando a interconectividade complexa que existe
entre inflamagao e piroptose no contexto do desenvolvimento e progressdo de



doencas®. Por mais que alguns aspectos relacionados a ativacdo dos
inflamassomas e a ocorréncia de morte celular tenham sido identificados em

resposta ao T. gondi®®¢16367.71

- como por exemplo sua capacidade de induzir
morte celular e secrec¢ao de IL-13 de maneira GSDMD-independente em células
humanas -, sabe-se que as consequéncias induzidas pela ativacdo dessas
plataformas sdo extremamente dependentes de alguns fatores como o tipo celular,
o hospedeiro e o patégeno em questdo’’, ressaltando a complexidade e a
necessidade de melhor compreendermos a regulagdo da GSDMD ao longo da
infecc&o pelo T. gondii.

A dindmica da morte celular na infeccdo pelo T. gondii é ainda mais
complexa devido ao fato de que esse aspecto ainda parece ser extremamente
controverso. Sendo um parasita intracelular, o T. gondii depende da sobrevivéncia
da célula hospedeira infectada. De acordo com a ameacga que a perda do nicho
replicativo representa para o ciclo do parasita, a modulacdo de vias de morte
celular faz parte das estratégias desempenhadas pelo parasita para garantir sua
perpetuagdo. Alguns mecanismos incluem (i) a diminuicdo da liberagdo de

112,113 114

citocromo-c , (ii) a fosforilagdo de proteinas pro-apoptéticas

115

, (iii) indugao da
maior produc¢ao de proteinas anti-apoptoticas
»116

, (iv) interferéncia na montagem de
“apoptossomos” °, entre outros. Ao mesmo tempo, ja foi constatado que proteinas
efetoras liberadas pelo T. gondii aumentam as taxas de apoptose de macrofagos
bystander nao infectados, o que poderia ser um regulador negativo da resposta

imune desencadeada frente a infecgao’'"1"8,

Assim, a maior parte do nosso conhecimento acerca das estratégias de
escape imune que envolvem a manipulacdo de processos de morte celular
desempenhadas pelo T. gondii se restringem a modulagédo da apotose. No entanto,
a presenca de proteinas derivadas do T. gondii que inibem a necroptose também ja
foi observada''®. Ainda que a apoptose e a piroptose sejam mortes molecular e
imunologicamente distintas, € coerente imaginar que o sucesso do parasita
envolva a manipulagdo dessas diversas vias de morte celular. Nesse sentido,
elucidar o papel da piroptose e da GSDMD em resposta a infec¢ao pelo T. gondii é
de grande importancia na compreensao de diversos aspectos da patogénese do

parasita.

Ainda que, de fato, a piroptose possa ser associada com a eliminagao de



alguns patdégenos e, consequentemente, com o controle de infecgdes, a
desregulacdo da ativagdo do inflamassoma e da indugdo desse tipo de morte
celular fazem com que estas também estejam associadas ao desenvolvimento de
doencas autoinflamatérias e até mesmo com a progressdo do cancer'%.
Recentemente, alguns inibidores da atividade da GSDMD foram identificados. Em
2018, por exemplo, Rathkey e colaboradores identificaram a Necrosulfonamida
(NSA) como um inibidor da piroptose mediada pela GSDMD com capacidade de
induzir protecdo em um modelo de choque séptico em camundongos'?'. Em 2020,
o dissulfiram, substancia ativa utilizada no tratamento da dependéncia alcodlica,
também foi identificado como uma droga capaz de inibir a capacidade de formar
poros da GSDMD. Diferentemente da NSA, o tratamento com dissulfiram ainda
permitiu o processamento da caspase-1 e da IL-13, afetando apenas a
oligomerizacdo da GSDMD e consequentemente a secregéo de citocinas e indugéo
da piroptose'?%. De importancia, ambos os inibidores exercem seus efeitos através
de modificagdes em residuos de cisteina (Cys191 em humanos e Cys192 em
camundongos), que sao criticos para a oligomerizagdo da GSDMD, justificando
assim sua efetividade e destacando a importancia desses residuos na busca por

alvos durante o desenvolvimento e identificagdo de novos inibidores da GSDMD'%°-
122

Nesse contexto, um trabalho publicado recentemente por Fiachra Humpries
e colaboradores revelou um importante papel para o intermediario metabdlico
fumarato na inibicdo da piroptose mediada pela GSDMD. Nesse trabalho, os
pesquisadores observaram que tanto o tratamento de MDMOs com fumarato
exogeno — dimetil fumarato (DMF) - quanto o acumulo de fumarato enddgeno
nessas células eram capazes de impactar negativamente a morte celular e a
secregao de citocinas. De maneira similar aos dois inibidores anteriormente
mencionados, o fumarato também demonstrou a capacidade de interagir com a
GSDMD através dos residuos Cys191/Cys192 causando alteragbes que afetavam
sua capacidade de oligomerizacdo e interagdo com a caspase-1, limitando a
formagdo de poros e, consequentemente, a indugdo de piroptose'?®. De
importancia, o uso do DMF in vivo se mostrou protetor nos modelos animais
experimentais de choque séptico, esclerose multipla e Febre Familiar do
Mediterraneo (FFM)'®. Juntos, esses dados reforcam o papel da GSDMD no



desenvolvimento de diversas doencgas e mais uma vez destacam a importancia de

expandirmos o panorama regulatorio desta molécula.

2. CONCLUSOES

Juntos, os dados apresentados nesse trabalho de mestrado nos permitem
concluir que:

1- O T. gondii é capaz de induzir a clivagem e ativagdo da GSDMD em
macrofagos selvagens.

2- Macrofagos GSDMD™ s&o prejudicados na secregcdo de IL-1B em
resposta ao T. gondii.

3- Mardfagos deficientes para GSDMD sdo mais eficientes no controle da
infeccdo pelo T. gondii quando comparados aos macrofagos selvagens

4- O controle da infeccdo observado nos macréfagos GSDMD™ ndo se
correlaciona com uma maior secre¢ao de citocinas inflamatorias

5- Macrofagos GSDMD™ sao caracterizados por uma maior expressdo de
iINOS e uma maior producao de NO apos a infecgao pelo T. gondii.

6- A maior producdo de NO nos macréfagos GSDMD™ se correlaciona com
o melhor desempenho dessas células no controle da infecgao.

7- A GSDMD parece estar envolvida na capacidade tripanocida de
macrofagos por um mecanismo que envolve a secregao de IL-13 e NO.

Assim, nossos dados sugerem a identificacdo de um papel né&o-
convencional para GSDMD na limitagao da producado de NO, o que parece ter um
impacto significativo ao longo do curso da infec¢ao pelo T. gondii.
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