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Branco LM. Mecanismos moleculares envolvidos na ativacado do inflamassoma
NAIP/NLRCA4. [tese (Doutorado em Imunologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
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RESUMO

Inflamassomas sdo complexos moleculares intracelulares formados apds a
deteccao de estimulos estéreis ou infecciosos que desencadeiam a ativacdo da
caspase-1, levando a liberag&o de IL-13, IL-18 e a morte celular por piroptose. Dentre
os inflamassomas estudados, destacam-se os formados pelas proteinas NLRP3 e
NLRC4. O inflamassoma NLRP3 atua como um sensor da homeostase celular e é
ativado apos a geracgao de disturbios citosolicos gerados por estimulos derivados de
patdogenos ou do hospedeiro. Ja os inflamassomas formados por NAIP/NLRC4 sao
classicamente associados com a detecc¢ao de proteinas de T3SS/T4SS e flagelina de
bactérias patogénicas que alcangam o citoplasma. Contudo, diversos estudos
sugerem que essas plataformas moleculares podem conter mais de um NLR e que
vias citoplasmaticas acessorias sao capazes de amplificar a resposta mediada pelos
inflamassomas. Nesse sentido, nosso grupo demonstrou que a estimulagdo de
macrofagos com flagelina derivada de B. subtilis desencadeia uma via lisossomal que
contribui para a secrecao de IL-1B por uma via ndo completamente estabelecida. No
presente trabalho, descrevemos que as catepsinas lisossomais e o influxo de Ca?*
dessa organela contribuem para a secrecéo de IL-18 em resposta a flagelina de S.
thyphimurium entregue ao citoplasma diretamente ou com o auxilio de vesiculas de
transfecgdo, de maneira independente da indugdo de morte celular. Embora esteja
estabelecido na literatura que o dano lisossomal € uma via comum para a ativagao de
NLRP3 em resposta a materiais particulados e que esse sensor coopera com NLRC4
para induzir respostas mais potentes frente a infeccdo com S. thyphimurium, nossos
dados indicam que a via lisossomal desencadeada pela flagelina amplifica a secre¢ao
de IL-1B de maneira independente de NLRP3. Por meio de inibigdo farmacoldgica e
delecdo genética, verificamos que a catepsina B apresenta um papel importante na
modulacdo do inflamassoma em resposta a flagelina. Importante, a inibicdo das
catepsinas nao influencia a indugao de pro-IL-1B e producédo de TNF-a, descartando
o papel dessa protease na fase de priming do inflamassoma. Em contrapartida, as
catepsinas parecem regular a clivagem/liberagao da IL-1f ativa. Surpreendentemente,
a atuacgio das catepsinas na maturacéo/secrecao de IL-13 parece acontecer apds ou
independentemente da formacédo do complexo inflamassoma, uma vez que a inibicao
das mesmas nao influencia a agregacao de specks de ASC e nem a maturacéo de
caspase-1. Esses dados mostram que as catepsinas lisossomais regulam as
respostas de NAIP/NLRC4 por mecanismos distintos aos descritos para o
inflamassoma NLRP3, sugerindo uma atuagao dessas proteases em processos nao
convencionais de clivagem/liberacdo de IL-13. Em conjunto, os resultados obtidos
indicam que o inflamassoma NLRC4 €& modulado por sinais adicionais a interacéo
entre ligante-receptor. Considerando o emergente papel de NLRC4 em doengas
inflamatorias estéreis, a via lisossomal descrita pode contribuir para a inflamacéao
exacerbada decorrente da ativacdo aberrantede NLRC4 nessas patologias,
representando um possivel alvo de intervengao terapéutica.

Palavras-chave: NLRCA4. IL-1B. Lisossomo. Catepsina. Flagelina.



Branco LM. Molecular Mechanisms involved in NAIP/NLRC4 inflammasome
activation. [PhD thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2019.

ABSTRACT

Inflammasomes are intracellular molecular complexes formed after detection of
sterile or infectious stimuli that trigger caspase-1 activation, leading to the release of
IL-18, IL-18 and cell death by pyroptosis. Among the described inflammasomes, the
ones formed by NLRP3 and NLRC4 proteins are the best characterized. NLRP3
inflammasome acts as a sensor of cellular homeostasis and is activated after the
generation of cytosolic disturbs generated by pathogen or host-derived stimuli. In
contrast, the inflammasomes formed by NAIP/NLRC4 are classically associated with
the detection of T3SS/T4SS proteins and flagellin from pathogenic bacteria that reach
the cytoplasm. However, several studies suggest that these molecular platforms may
contain more than one NLR and that accessory cytoplasmic pathways are capable of
amplify inflammasome-mediated responses. In this regard, our group demonstrated
that macrophage stimulation with flagellin derived from B. subtilis triggers a lysosomal
pathway that contributes to the secretion of IL-13 by a pathway not completely
established. In the present work, we describe that lysosomal cathepsins and Ca?*
influx from this organelle contribute to the secretion of IL-1f3 in response to flagellin
from S. thyphimurium delivered to the cytoplasm directly or using transfection vesicles,
independently of the induction of cell death. Although it is established in the literature
that lysosomal damage is a common pathway to promote NLRP3 activation and that
this sensor cooperates with  NLRC4 to induce more potent responses to
S. thyphimurium infection, our data indicate that the lysosomal pathway triggered by
flagellin amplifies secretion of IL-1B independently of NLRP3. Through
pharmacological inhibition and genetic ablation, we found that cathepsin B plays an
important role on inflammasome modulation in response to flagellin. Importantly, the
inhibition of cathepsins does not influence the induction of PRO-IL-13 and the
production of TNF-a, ruling out the role of this protease in the priming phase of the
inflammasome. Conversely, cathepsins appear to regulate cleavage/release of active
IL-18. Surprisingly, the role of cathepsins on the maturation/secretion of IL-13 appears
to occur after or independently of the formation of the inflammasome complex, since
the inhibition does not influence ASC speck aggregation or caspase-1 maturation.
These data show that lysosomal cathepsins regulate NAIP/NLRC4 inflammatory
responses by other mechanisms than those described for NLRP3 inflammasome,
suggesting that these proteases act in non-conventional IL-18 cleavage/release
processes. Taken together, the results obtained indicate that the NLRCA4
inflammasome is modulated by additional signals besides the interaction between
ligand-receptor. Considering the emerging role of NLRC4 in sterile inflammatory
diseases, the described lysosomal pathway may contribute to the exacerbated
inflammation resulting from the NLRC4 aberrant activation in these pathologies,
representing a possible target for therapeutic intervention.

Keywords: NLRC4. IL-13. Lysosome. Cathepsin. Flagellin.
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1.1 Receptores de reconhecimento de padrées do sistema Imune inato

O sistema imune é um sistema de reconhecimento que atua por uma complexa
rede de orgaos, ceélulas e moléculas e é responsavel por manter ou restabelecer a
homeostasia do organismo frente a situagdes de infecgbes e alteracdes celulares.
Esse sistema pode ser dividido no compartimento inato e adaptativo. O sistema imune
inato € a primeira linha de defesa do organismo e representa uma resposta rapida e
estereotipada a patdogenos e a danos celulares realizada pelo engajamento de
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs, do inglés Pattern Recognition
Receptors) codificados na linhagem germinativa. Ja a imunidade adaptativa ocorre em
fases mais tardias e é caracterizada pela especificidade e pela geragao de células
antigeno especificas’.

Os PRRs sao responsaveis por detectar a presenga de microrganismos e
células alteradas pelo reconhecimento de estruturas conservadas em patdégenos e
moléculas enddgenas liberadas por células danificadas chamadas de padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs, do inglés Pathogen Associated
Molecular Patterns) e padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs, do inglés
Damage Associated Molecular Patterns), respectivamente. Os PRRs s&o expressos
em células profissionais do compartimento inato, como macréfagos e células
dendriticas (DCs, do inglés Dendritic Cells), e também por células ndo imunes, como
células epiteliais, hepaticas e fibroblastos?. O engajamento dos PRRs leva a ativagdo
de cascatas de sinalizagao que estao envolvidas na geragdo da resposta imunidade
adaptativa e da inflamacgao para o controle e eliminagdo do patdégeno, assim como
para promover a reparagao e regeneracao tecidual®?>.

Esses receptores encontram-se na superficie das células, dispersos no
citoplasma, em compartimentos intracelulares ou secretados na circulagdo sanguinea
e fluidos teciduais. Dentre os PRRs merecem destaque os receptores do tipo Toll
(TLRs, do inglés Toll-Like Receptors), presentes em membranas plasmaticas e
endossomais, e os receptores citoplasmaticos NLRs (do inglés, nucleotide-binding
oligomerization domain [NOD], Leucine Rich Repeats [LRR]-containing protein)

(Figura 1).
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Figura 1 — Localizagao celular dos receptores TLR e NLR
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Os receptores TLR encontram-se associados a membranas e os receptores NLRs estdo dispersos no
citoplasma. Fonte: adaptado de Bortoluci e Medzhitov, 20104

Os TLRs sao proteinas transmembrénicas do tipo | que contém um dominio N-
terminal externo a membrana rico em repetigdes de leucina (LRRs), que € responsavel
pelo reconhecimento dos PAMPs e DAMPs; um dominio transmembranico e uma
porcdo C-terminal citosélica semelhante ao dominio intracelular do receptor para a
interleucina (IL)-1 (TIR, do inglés Toll-interleukin 1 Receptor), que é requerida para a
transdugédo de sinal (Figura 1). Os TLRs possuem distintos ligantes, entre eles:
lipopolissacarideo (LPS) presente na parede de bactérias gram-negativas (ligante de
TLR4), flagelina, subunidade monomérica do flagelo de bactérias (ligante de TLRS e
TLR11) e sequéncias de DNA ricas em CpG nao metilados, presentes em bactérias
e virus (ligante de TLR9)%8.

O engajamento dos TLRs por seus ligantes culmina na ativagao de quinases e
fatores de transcrigdo, como o nuclear fator-kB (NF-kB) e Interferon (INF) responsive
factors (IRFs). Desse modo, o reconhecimento dos PAMPs por TLRs gera uma
variedade de respostas biologicas, como a produgéo de citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas, IFN-I e fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis fator)
que formarao redes de sinalizagdo para conduzir eficientemente as respostas imunes

inata e adaptativa’ (Figura 2).
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Figura 2 — A ativagao de TLRs leva a transcrigao de genes inflamatérios
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A ativacdo de TLRs em resposta a PAMPs e DAMPs gera a transcricdo de genes
pré-inflamatérios mediada por fatores de transcricdo como NF-kB e IRFs. Fonte: autoria
prépria.

Os NLRs constituem o maior grupo de receptores citoplasmaticos. Essa familia
compreende as proteinas NOD, NLR Pyrin (PYD) domain containing (NLRP), neuronal
apoptosis inhibitor factors (NAIP), apoptotic protease-activating factor-1 (Apaf-1) e
NLR CARD (caspase recruitment domain) Domain Containing (NLRC), entre outras®.
Essas proteinas sdo formadas por trés dominios: uma por¢do C-terminal com
sequéncias LRR; um dominio efetor N- terminal variavel que podem ser do tipo PYD,
CARD ou baculovirus inhibitior of apoptosis protein repeat (BIR) e um dominio central
do tipo NOD ou nucleotide binding-domain (NBD)® (Figura 1). O dominio LRR mantém
os receptores em uma conformacao fechada e parece exercer um efeito auto-inibitorio
em situagbes homeostaticas'®'" Acredita-se que, apds a mudanga conformacional da
proteina induzida por estimulos citosolicos, o proximo passo para a ativacdo do
receptor NLR seja a oligomerizagdo do dominio NBD, formando uma plataforma de
sinalizagao ativa, permitindo a ligagdo de moléculas adaptadoras e proteinas efetoras,

culminando em uma resposta inflamatoria®'2.
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1.2 Inflamassomas candnicos

As proteinas NLR NLRP1, NLRP3 e NLRC4 e também as proteinas ndo-NLR
AIM2 (do inglés, absent in melanoma 2) e Pyrin sao relacionadas pela capacidade de
formar complexos multiproteicos denominados inflamassomas'®'4. Essas
maquinarias celulares sao formadas pela proteina sensora, pela molécula adaptadora
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) e pela forma inativa
da cisteino-protease caspase-1 (pré-caspase-1) (Figura 3A).

O reconhecimento de sinais derivados de patégenos ou do hospedeiro levam
a ativacao e oligomerizagéao da proteina sensora e ao subsequente recrutamento de
ASC por interagdes homotipicas. A molécula de ASC é composta pelos dominios PYD
e CARD e as proteinas sensoras que possuem o dominio N-terminal do tipo PYD
recrutam ASC através de interagbes homotipicas PYD-PYD, ao passo que as
proteinas que possuem o dominio N-terminal do tipo CARD recrutam ASC através de
interagbes CARD-CARD'™ (Figura 3B).

Analises de crio-microscopia eletrénica (Cryo-EM, do inglés cryogenic electron
microscopy) e ressonancia magnética de solidos (solid-state nuclear magnetic
resonance) indicam que as moléculas de ASC agregam seus dominios PYD em
grandes filamentos helicoidais denominados specks, expondo os dominios CARD,
que servirdo para o recrutamento da pro-caspase-1'5'6. Em seguida, a
pro-caspase-1 rapidamente se auto-processa em sua forma enzimaticamente ativa,
que esta envolvida com diversos processos celulares’’. Dentre esses, destacam-se o
processamento das citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IL-18, membros da familia
IL-1, e a indugdo de morte celular por piroptose' (Figura 3B). Em suas formas
maduras, a IL-1p3 e IL-18 tornam-se biologicamente ativas e s&o liberadas para o meio
extracelular. A piroptose é induzida através da maturacdo de proteinas citosolicas
pertencentes a familia das gasderminas (GSDM), em especial a GSDMD'®-?2, Esses
processos celulares serdo abordados em maiores detalhes na sesséo 1.3.1.

Os inflamassomas s&o objeto de intensa investigagcdo nas ultimas décadas
devido ao seu papel no controle de infecgoes e também por seu papel deletério em
doengas nao transmissiveis. Apesar da infinidade de estudos ja realizados, os
mecanismos moleculares responsaveis pela ativacdo dessas maquinarias e o papel

dessas em diversas patologias ainda nao estdo completamente estabelecidos. Até o
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momento, os inflamassomas melhor caracterizados e os alvos do presente estudo sao

os formados pelas proteinas NLRP3 e NLRC4.

Figura 3 — Inflamassomas canénicos
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(A) Proteinas que compdem os inflamassomas candnicos NLRP3 e NAIP/NLRC4 e seus
respectivos dominios. (B) A presenga de PAMPs ou de sinais derivados do hospedeiro no
citoplasma faz com que a proteina sensora sofra uma mudanca conformacional, permitindo o
recrutamento da pré-caspase-1 via ASC, por interagdes homotipicas entre os dominios das
proteinas. A caspase-1 ativa medeia o processamento da pro-IL-1p3, pré-IL-18 e da GSDMD,
levando a morte celular por piroptose. Fonte: autoria prépria.

1.2.1 Inflamassoma formado por NLRP3

O inflamassoma formado por NLRP3 € o mais estudado e foi primeiramente
associado com sindromes autoinflamatérias denominadas CAPS (do inglés,
Cryopyrin-Associated Periodic Syndrome) em que mutagdes de ganho de fungéo
levam a ativagdo excessiva desse inflamassoma com secregdo exacerbada de
IL-1B%3-26. Posteriormente, foi descrito que esse inflamassoma também contribui para
a patogénese de doengas comuns n&o transmissiveis, como diabetes, Alzheimer e
artrite reumatoide?’. O envolvimento de NLRP3 no controle de infec¢gdes causada por
diversos patdgenos também ja foi reportada em diversos estudos, como revisto por

Tartey e Kanneganti?8,
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O NLRP3 responde a uma variedade de sinais que levam a perda de sua auto-
inibicdo. Os estimulos capazes de ativar esse inflamassoma s&o de natureza distinta
e nao relacionados, incluindo RNA viral, toxinas formadoras de poros, substancias
particuladas e sinais derivados do hospedeiro?”-?°. A ampla diversidade de gatilhos
capazes de ativar esse receptor sugere que esses agentes alterem fatores derivados
do hospedeiro que por fim levam a ativagao do inflamassoma, posicionando o NLRP3
como ponto central de monitoramento da homeostase celular.

O mecanismo de ativacdo de NLRP3 é complexo e é composto por pelo menos
dois passos (Figura 4). O primeiro sinal, ou priming, é provido pelo engajamento de
PRRs, como TLRs e NOD2, ou de receptores de citocinas pro-inflamatérias como
receptores de fator de necrose (TNFR, do inglés, TNF receptor) e IL-1R. Essas vias
culminam na ativacédo de NF-kB e possivelmente de outros fatores de transcri¢cao, que
por sua vez induzem a expresséo de NLRP3, IL-18 e IL-18 (Figura 4). O primeiro sinal
também regula positivamente o NLRP3 a nivel pos-translacional. Nessa etapa, o
NLRP3 pode sofrer deubiquitinacdo e fosforilacdo, facilitando a formacdo desse
inflamassoma?®-32. A segunda etapa da ativagdo de NLRP3 resulta na oligomerizagéo
do sensor e recrutamento de ASC e caspase-1 em resposta aos distintos agonistas'*
(Figura 4). Apesar da infinidade de estudos, ainda néo foi estabelecido um mecanismo
molecular unificado responsavel pela formagado desse inflamassoma. Diversos
modelos para elucidar a ativacdo de NLRP3, que ndo sdo mutualmente exclusivos,
foram propostos:

1.2.1.1 Alteragbes no fluxo iénico

1.2.1.1.1 Efluxo de potassio (K*)

A mobilizagcdo de K* € um dos mecanismos de ativagdo propostos melhor
aceitos, uma vez que a liberagao de IL-1 por macréfagos tratados com a maioria dos
agonistas de NLRP3, incluindo ATP, nigericina, cristais e RNA citosolico de dupla fita
(dsRNA, do inglés double-stranded RNA) & acompanhada pela diminuigdo da
concentragdo intracelular de K*33-39 (Figura 4). Nao obstante, a inibigdo do efluxo de
K* por uma alta concentragcdo de K* extracelular tém sido utilizada como estratégia
para bloquear a ativagdo de NLRP3 em resposta a diversos agonistas'”-3%3% e apenas

a reducao do niveis de K* parece ser suficiente para ativar o inflamassoma®.
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Os agonistas de NLRP3 induzem a mobilizagdo de K* de maneiras distintas. A
estimulacdo com ATP induz a abertura do receptor purinérgico P2X7, permitindo o
efluxo de K*, que é contrabalanceado pelo influxo de ions de Calcio (Ca?*)*. Ja
toxinas formadoras de poro, como estreptolisina O, danificam a membrana plasmatica
da célula levando ao transporte de K* diretamente pela membrana. Ainda, a ativagao
do inflamassoma nao-candénico, formado pela caspase-11 murina (ortologa das
caspases 4 e 5 humanas) leva a ativagdo nao-convencional de NLRP3,
presumidamente pela formag¢ao de poros na membrana, com o consequente fluxo de
ions*".

Apesar da importancia do efluxo de K* para a ativagdo de NLRP3 em resposta
a maioria dos agonistas, ndo existem evidéncias que o balango intracelular de K*
module a resposta desse sensor diretamente. Nao obstante, acredita-se que esse seja
um ponto de convergéncia desencadeado pelos diferentes estimulos necessario para
a interacdo entre NLRP3 com a quinase never in mitosis gene a [NIMA]-related
kinase 7 (NEK7), que controla a oligomerizacdo e a consequente ativagcdo de
NLRP3*4 A interacdo entre NEK7/NLRP3 requer efluxo de K* uma vez que esta
interacao é abolida na presencga de uma elevada concentragao extracelular de K* que
impede o fluxo desse ion.

Embora o efluxo de K" intracelular seja suficiente para ativar NLRP3, esse
parece nao ser um mecanismo exclusivo e estritamente necessario. Estudos mais
recentes demonstram que NLRP3 pode ser ativado em resposta a agonistas de
maneira dependente da produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species) por vias independentes da mobilizagdo de K* (descrito em
maiores detalhes na sessdo 1.2.1.3)*546, Ademais, a ativagdo do inflamassoma
murino NLRP1b em resposta a toxina letal (LT, do inglés lethal toxin) do antrhax de
Bacillus anthracis requer o efluxo de K*, indicando que esse mecanismo n&o é

exclusivo para a ativagdo de NLRP3%.

1.2.1.1.2 Efluxo de Cloro (CI)

Além do efluxo de K*, ja foi descrito que o efluxo de CI- participa da ativagéo de
NLRP3. Em células estimuladas com ATP, a diminuicdo da concentracdo de CI
extracelular pode levar ao efluxo de CI- intracelular, contribuindo para a producéo das
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formas ativas de caspase-1 e IL-1B*® (Figura 4). Ainda, anti-inflamatérios nao-
esteroides que inibem os canais aniénicos regulados por volume (VRAC, do inglés
volume-regulated anion channels) podem inibir a ativagdo de NLRP3, mas ndo dos
inflamassomas formados por NLRC4 e AIM237:4950 O efluxo de CI- dependente do
canal intracelular de cloreto (CLIC, do inglés chloride intracellular channel) pode
promover interagdo NEK7/NLRP3 e subsequente oligomerizagdo de ASC*°. Esses
dados vao de encontro a estudos publicados anteriormente que demonstram que a
nigericina ndo causa alteragbes na concentragdo intracelular de CI-3%. O mecanismo
pelo qual Cl- medeia a interagdo entre NEK7/NLRP3 bem como a relagdo entre efluxo

de CI e K" ainda precisam ser elucidados.

1.2.1.1.3 Mobilizag&o de célcio (Ca?*)

A mobilizagdo de Ca?* controla diversos processos celulares, incluindo
proliferacédo e diferenciacdo, transcricdo e morte celular®'. Diversos ativadores de
NLRP3 induzem um rapido influxo de Ca?* do meio extracelular ou de reservatoérios
celulares, como o reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de Golgi®>%3. Ja foi
demonstrado que a inibigado farmacoldgica da mobilizagédo de Ca?* diminuiu a ativagéo
do inflamassoma NLRP3, mas nao teve efeito sobre a ativacdo dos inflamassomas
NLRC4 e AIM25254 QO engajamento do receptor sensor de Ca?* (CASR, do inglés Ca®*
sensing receptor) aumenta os niveis intracelulares de Ca?*, e reduz os niveis de AMP
ciclico (AMPc, monofosfato ciclico de adenosina), liberando o NLRP3 da inibi¢cdo
promovida pelo AMPc%4,

Apesar das evidéncias que sugerem que a mobilizagdo de Ca?* participa da
regulagdo de NLRP3, o seu papel ainda é controverso. Primeiramente porque o Ca?*
tem um importante papel como segundo mensageiro e esta envolvido em diversos
processos celulares, como mitose e apoptose, e € extremamente dificil distinguir se o
Ca?* esta diretamente modulando a ativagdo de NLRP3 ou modula esse inflamassoma
indiretamente através de sua atuagdo em outros processos celulares®'%'. De fato,
recentemente foi demonstrado que o fluxo de Ca?* decorrente da estimulagdo com
agonistas de NLRP3, associado a despolarizagdo da membrana plasmatica
aumentam a atividade da calpaina, uma cisteino protease citoplasmatica. A calpaina,
por sua vez, liberta os estoques de caspase-1 que estdo presos ao citoesqueleto,
permitindo a formacéo do inflamassoma. No entanto, a inibicdo da atividade basal de
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calpaina também afetou a ativagc&o dos inflamassomas AIM2 e NLRC4, indicando que
o eixo alteragdo do potencial de membrana/Ca?*/calpaina contribui para a ativacdo
dos inflamassomas de maneira ampla, e ndo somente restrita 8 NLRP3.

Além disso, o complexo de Golgi, os lisossomos e as mitocondrias que
representam importantes estoques de Ca?" intracelulares® também estdo
relacionados a outras vias de ativacao propostas para o NLRP3, sendo extremamente
dificil estabelecer se a mobilizagdo de Ca?* é apenas uma consequéncia ao estresse
gerado nessas organelas que por fim culminam na ativagcdo de NLRP3 ou se é o
mecanismo direto para a ativagdo desse receptor (Figura 4). Finalmente, outros
estudos demonstram que a inibicao da ativacdo de NLRP3 promovida pelo farmaco
BAPTA ¢ independente de sua funcdo de quelante de Ca?*, confrontando as
evidéncias do papel de Ca?* para a ativagdo de NLRP338:%6,

1.2.1.2 Disfungdo mitocondrial

A atividade mitocondrial vem sendo a associada a ativagcdo de NLRP3 por
diferentes mecanismos (Figura 4). Zhou e colaboradores, mostraram que o sensor
NLRP3 colocaliza com mitocondrias no espago perinuclear apdés a ativacdo do
inflamassoma®’ e a ativagéo eficiente de NLRP3 depende do arranjo espacial das
mitocdndrias coordenada pelos microtibulos®®. Diversos agonistas de NLRP3
induzem a produgéo de ROS mitocondrial (ROSmt) e o tratamento com antioxidantes
parece inibir a producao de IL-13 dependente de NLRP3. No entanto, os mecanismos
pelos quais NLRP3 é sensibilizado pela produgcdo de ROSmt ainda sdo controversos.

Em macréfagos murinos e humanos que apresentam fosfato de dinucleotideo
de adenina e nicotinamida oxidase (NADPH, do inglés, nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase) defeituosa que falham em produzir ROS apresentam
ativagao normal de NLRP3%°, sugerindo que o ROS n&o é o mecanismo exclusivo para
a ativacdo de NLRP3. A geracédo de ROS é geralmente acompanhada por um efluxo
de K*, sendo possivel que a baixa concentragado de K* intracelular leve a geracgao de
ROS e vice e versa®. Por fim, a geragdo de ROSmt parece ser detectada por NEK7
e ndo por NLRP3 diretamente**.

Durante a ativacao do inflamassoma ou apoptose, mitocéndrias disfuncionais
podem liberar o DNAmt oxidado para o citosol e, na presenca de um estimulo anterior,
acarretar na produgéo de IL-1B%°. Recentemente, foi demonstrado que o primeiro sinal
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necessario para aumentar a expressao dos componentes do inflamassoma também
inicia a sintese de DNAmt induzida pelo fator de transcrigdo IRF1%'. O segundo sinal
provido pelos agonistas de NLRP3 geram disfungédo mitocondrial, oxidagdo do DNAmt
por ROSmt e na subsequente liberagdo de DNAmt oxidado que se liga ao NLRP3,
levando a sua ativagéo (Figura 4). Contudo, existem dados controversos na literatura
sobre a participacéo da disfungdo mitocondrial na ativacao do inflamassoma. Estudos
anteriores sugerem que a disfungdo mitocondrial ocorreria apos a ativagédo de
caspase-1%2 e downstream a ativagdo de NLRP3%, indicando que esse n&o seria o
sinal unificador necessario e exclusivo para a ativagao de NLRP3.

1.2.1.3 Rede trans-Golgi

Em um estudo recente foi sugerido que agonistas que s&o capazes de induzir
a ativacdo de NLRP3 de maneira dependente e independente do efluxo de K*
intracelular levam a desestabilizagdo da rede trans-Golgi (TGN, do inglés trans-Golgi
network) em estruturas que formam a TGN dispersa (TGNd). Em seguida, a sequéncia
polibasica de NLRP3 medeia sua ligacdo com Fosfatidilinositol-4-fosfato (PtdIins4P,
do inglés phosphatidylinotisol 4-phosphate) presente no TGNd, que serve como uma
plataforma para a agregagao de NLRP3 e ASC, permitindo a formagao da cascata de
sinalizacdo downstream (Figura 4). No entanto, somente o recrutamento de NLRP3
para TGNd néo foi suficiente para induzir a ativagcéo desse receptor, indicando que a
presenga do agonista de NLRP3 ¢ fundamental para sua ativagdo®. Como esse
modelo é extremamente novo, outros estudos sao necessarios para confirmar essa
teoria. Além disso, nesse trabalho n&o foi verificado se a estimulagdo com agonistas

particulados de NLRP3 também é capaz de induzir a desestabilizagcao da TGN.

1.2.1.2 Ruptura do lisossomo

Um dos mecanismos pelos quais cristais podem induzir inflamacao € através
da ativagdo de NLRP3. Cristais patolégicos como os de acido urico produzidos na
gota®, de B-amiloide expressos na doenga de Alzheimer®® e cristais de colesterol®’,
bem como materiais particulados inorganicos presentes no ambiente como a
silica®®, sdo capazes de gerar dano lisossomal levando ao extravasamento do
conteido dessa organela para o citoplasma®®. Os lisossomos foram primeiro

apelidados como “bolsas suicidas” por Christian Duve devido ao grande numero de
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hidrolases que estdo contidas nessa organela responsaveis pela degradacgéo de
proteinas, lipidios e acidos nucléicos®®. No entanto, hoje sabe-se que o lisossomo
esta envolvido em diversos processos fisiolégicos além da degradagdo de
componentes celulares e representa um importante ponto de controle metabdlico’®.

O mecanismo pelo qual o dano lisossomal pode ativar NLRP3 ainda é
debatido. Dentre os mecanismos propostos, figuram a mobilizagdo de Ca?*® e a
producdo de ROSmt’"72 gerados apos o dano lisossomal e o extravasamento da
cisteino catepsina B no citoplasma e detecgao pelo NLRP3% (Figura 4).

As cisteino catepsinas pertencem a superfamilia de enzimas semelhantes a
papaina. Essas proteases foram primeiramente relacionadas aos processos de
reciclagem de proteinas e da apresentagdo endossomal de antigenos, mas hoje sabe-
se que essas proteases desempenham um papel chave em uma infinidade de
processos biologicos’. Ja foi descrito o envolvimento de cisteino catepsinas em
processos de morte celular, regulagdo do ciclo celular, autofagia e degradacao de
alvos extracelulares. A localizagdo extra lisossomal das catepsinas € comumente
associada com condi¢des patolégicas e a uma ampla gama de doengas como artrite
reumatoide, cancer e a processos infecciosos’.

Assim como a caspase-1, as cisteino catepsinas s&o sintetizadas com
zimogenos inativos e precisam ser processadas para poder desempenhar sua fungéo
proteolitica integralmente. A clivagem pode ser realizada por outras proteases ou
removida pela propria catepsina em pH baixos”. O pH levemente acido do lisossomo
favorece o funcionamento dessas proteases, ao passo que o pH neutro fisioldgico
(7,4) promove a desnaturagdo dessas proteinas, representando um mecanismo de
regulacdo das catepinas’™. No microambiente tumoral, o pH levemente &cido
decorrente do alto metabolismo da glicose, facilita a liberagdo e a atividade pericelular
da catepsina B’®77. Contudo, outros estudos ja demonstraram que as catpsinas B, D
e L possuem atividade enzimatica residual mesmo no pH neutro do citoplasma’®7°.

A catepsina B foi a primeira a ser proposta como responsavel pela ativacao
de NLRP3 devido a estudos que mostraram que a inibigdo farmacologica dessa
protease promovida pelo Ca-074Me foi capaz de reduzir a produgao de IL-18 em
resposta a agonistas particulados®. No entanto, estudos posteriores demonstraram
gque as concentracbes de Ca-074Me que sao capazes de inibir a catepsina B
também inibem as catepsinas C, L, S e Z8-82, Ainda, uma vez que as catepsinas
tem papéis redundantes, € extremamente dificil estabelecer o papel exato e
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exclusivo de cada uma dessas proteases. A delecdo simultanea de algumas
catepsinas gera animais inviaveis, impedindo a confirmagdo genética de papéis
possivelmente desempenhados por essas proteases®’ 82, Ademais, estudos mais
recentes sugerem que essas proteases atuam na fase efetora do inflamassoma e
também na fase de priming, uma vez que o tratamento com diferentes inibidores e
0 knockdown simultaneo das catepsinas B, C, S, X e L foi capaz de reduzir a
transcrigéo de pro-IL-1B382.

Outros estudos sugerem que as catepsinas participam da ativagdo do
inflamassoma NLRP1b em camundongos em resposta a LT. O tratamento de
macréfagos com LT, levou a liberagdo de catepsina B para o citoplasma e o
tratamento com o Ca-074Me foi capaz de bloquear a morte celular induzida pela LT
e também inibir a clivagem de caspase-1 e IL-1B%38 indicando que as catepsinas
ndo modulam exclusivamente as respostas de NLRP3.

A fosforilacdo de ASC em diversos residuos mediadas pelas quinases
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK), Spleen tyrosine kinase (SYK) e c-Jun N-
terminal kinases (JNK), bem como a redistribuicdo de mondémeros de ASC para a
regiao perinuclear mediada por SYK e JNK facilitam a formagéo de specks de ASC e
consequentemente para a formagdo do inflamassoma®®. A ativagdo de JNK ocorre
apos a ruptura do lisossomo em resposta a agonistas da NLRP3%, sugerindo que
esse é um outro mecanismo pelo qual o dano lisossomal contribui para a ativagao de
NLRP3. No entanto, ainda nao foi estabelecido se a JNK é ativada apds a ruptura
lisossomal somente em resposta a ativadores de NLRP3 ou se isso ocorre também
em resposta a agonistas de outros inflamassomas. Por fim, em células da glia a
catepsina B parece ser requerida para induzir a ativagdo da pro-caspase-1
diretamente, levando a secregéo de IL-10 e IL-18, sugerindo que esse pode ser outro
mecanismo pelo qual as catepsinas modulam a secregdo dessas citocinas de

maneira independente de NLRP3%7:88,
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Figura 4 — Mecanismos propostos para ativagao de NLRP3
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O sinal 1 (priming, a esquerda) é fornecido pela ativagdo de PRRs em resposta a PAMPs ou DAMPs
ou pelo engajamento de receptores de citocina, como TNFR e IL-1R e leva a transcrigdo de Nirp3, II-
18 e 1I-18. O sinal 2 (a direita) é fornecido pelos agonistas de NLRP3 que induzem alteragdes na
homeostase celular, como efluxo de K* e de CI, influxo de Ca?*, produgédo de ROSmt, liberacao de
DNAmt oxidado, formagdo da TGNd e ruptura lisossomal. O disturbio celular gerado pelo sinal 2
gera uma alteragdo conformacional de NLRP3, levando a oligomerizagdo desse sensor e ao
recrutamento de ASC e de pro-caspase-1. Fonte: autoria propria.

1.2.2 Inflamassomas formados por NLRC4

Os inflamassomas formados por pelas proteinas NAIP e NLRC4 tém um
importante papel no controle de infegdes bacterianas, a exemplo de Salmonella
thyphimurim, Legionella pneumophila, Shigella flexneri e Burkholderia thailandensis®.
Inicialmente, foi proposto que NLRC4 seria ativado pela presenga da flagelina, no
citoplasma celular®®'. Importante, a flagelina também é reconhecida pelo receptor
transmembranico TLRS, mas a ativagdo do inflamassoma NAIP/NLRC4 acontece

independentemente da ativacdo do TLR. Ainda, a porgéo da flagelina reconhecida por
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NAIP/NLRC4 encontra-se no dominio DO da molécula, ao passo que TLRS reconhece
uma porgdo presente no dominio D199 Posteriormente, foi demonstrado que
componentes do sistema de secrec¢ao do tipo lll (T3SS, do inglés type Il secretion
system) e do tipo IV (T4SS) presentes em bactérias virulentas também eram capazes
de induzir a ativagdo de NLRC4 mesmo na auséncia da flagelina®93959, Com efeito,
esses dados sugeriam que a ativagdo de NLRC4 em resposta a componentes
bacterianos poderia ser mais complexa.

Primeiramente, foi proposto que as proteinas NLRC4 e NAIPS formariam dois
inflamassomas distintos em resposta a flagelina citosolica®®”. No entanto,
posteriormente elegantes estudos concomitantes dos grupos de pesquisa liderados
por Russell Vance e Feng Shao forneceram evidéncias bioquimicas de que as
proteinas NAIP s&o as sensoras dos componentes bacterianos e formam complexos
com NLRC4, levando a oligomerizagado dessa proteina e consequente formac¢ao do
inflamassoma NAIP/NLRC49%%93,

Em 2016, novamente os grupos de Vance e Shao publicaram estudos
provendo evidéncia genética da especificidade dos diferentes NAIPs®%. Em
camundongos, os receptores NAIP1 e NAIP2 reconhecem as proteinas do tipo needle
(agulha) e proteinas do tipo rod, respectivamente, presentes nos aparatos
T3SS/T4SS, enquanto NAIP5 e NAIP6 reconhecem a flagelina®93.9%.96.98 No entanto,
humanos expressam apenas um NAIP funcional que reconhece proteinas do tipo
agulha do T3SS e a flagelina®'®, ainda que haja controversa se a mesma isoforma
de NAIP é capaz de reconhecer a proteina do tipo agulha e a flagelina e levar a a
ativagdo do inflamassoma®. Em conjunto, os dados indicam que as proteinas NAIP
funcionam como sensores das proteinas bacterianas e o NLRC4 atua como uma
plataforma para ativagédo de caspases'®' (Figura 5).

O inflamassoma NAIP/NLRC4 diferencia-se do NLRP3 devido a habilidade
das proteinas NAIP em interagir fisicamente com ligantes proteicos e também pelo
requerimento de duas proteinas NLR para a formacéo desse complexo '°'. Devido a
extensa investigacdo conduzida sobre ativagdo de NAIP/NLRC4 em células murinas,
que incluem estudos de biologia estrutural, os mecanismos requeridos para a
formacao de NAIP/NLRC4 sao os melhor caracterizados.

Assim como descrito para NLRP3, o primeiro sinal que induz a expressao de
NAIP e NLRC4 e modificagdes pos-transcripcionais também participa da ativacao

desse inflamassoma'@?. Estimulos pro-inflamatérios, como TNF-q, induzem um
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aumento na expressao de NLRC4. No entanto, células do sistema imune e epiteliais
ja possuem expressao basal de NLRC4, o que permite a formagao do inflamassoma
em resposta a infecgdo por bactérias patogénicas'®?-'% Em camundongos, IRF8
medeia a transcricdo das proteinas NAIP, contribuindo para a 6tima ativacdo do
inflamassoma NAIP/NLRC4, indicando que a expressao dessas moléculas € um dos

mecanismos envolvidos na regulagdo desse inflamassoma'®® (Figura 5).

Figura 5 — Ativagcado dos inflamassomas formados por NAIP/NLRC4
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O fator de transcrigdo IRF8 induz a transcricdo dos sensores Naips, otimizando a ativagdo do
inflamassoma NAIP/NLRC4. (A) Os NAIPs reconhecem e interagem fisicamente com os ligantes
cognatos dos componentes bacterianos de T3SS/T4SS e com a flagelina. Essa interagdo induz uma
alteragéo conformacional em NAIP, que permite o recrutamento e oligomerizagdo de NLRC4 que pode
recrutar a pré-caspase-1 diretamente, levando a morte celular por piroptose (B), ou através da molécula
adaptadora ASC, induzindo a piroptose e a secregéo de IL-1f3 e IL-18 (C). Fonte: autoria proépria.
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O NLRC4 é classificado como uma ATPase e, portanto, requer a ligagéo de
uma molécula de ATP para mediar a sinalizagdo inflamatéria. Durante o seu estado
inativo, o NLRC4 permanece ligado @ uma molécula de ADP'°. A expressdo de NLRC4
mutantes sem o dominio CARD e a posterior analise cristalografica permitiu identificar
que o dominio LRR interage com o dominio NOD dessa proteina. As interagdes entre
esses dominios, bem como a interagcdo com o ADP, permitem a estabilizagcdo da
estrutura monomérica do NLRC4 em uma conformacdo fechada'®. Mutagbes
préximas ao sitio de ligagdo de ADP alteram a estrutura de NLRC4, favorecendo a
formacdo espontanea de oligbmeros de NLRC4 e ativagdo exacerbada do
inflamassoma'®®. De fato, mutagdes de ganho de fungdo de NLRC4 associadas a
doencgas autoinflamatérias se agrupam perto do sitio de ligagdo de ADP. Ainda,
proteinas mutantes de NLRC4 que n&o sao capazes de se ligar ao ATP também sao
incapazes de ativar a caspase-1, sugerindo que essa é uma regido crucial para a
regulagéo da ativagdo de NLRC4'%2,

Estudos posteriores permitiram elucidar como ocorre a interagao entre NAIP e
seus ligantes cognatos, bem como NAIP interage com NLRC4%3197-111 Dois estudos
independentes demonstraram através da utilizacdo de cryo-EM que uma unica
molécula PrJ (componente do T3SS) derivada de S. thyphimurium é capaz de ativar
uma unica molécula de NAIP2 e iniciar sua oligomerizacdo com aproximadamente 10
moléculas de NLRC4 na conformagéo aberta’®%°, Um terceiro estudo baseado em
cryo-EM descreveu a estrutura do complexo formado pela flagelina-NAIP5-NLRC4'1,
Nesse trabalho, reconstru¢bes em trés dimensdes (3D) demonstraram que o
complexo contém apenas uma molécula de NAIP5 ligada a uma molécula de flagelina,
como havia sido sugerido anteriormente por Halff e colaboradores''® e também em
consonancia com o modelo proposto para NAIP2/NLRC4198.109  Essas reconstrugdes
sugerem que o NAIP5 interage com NLRC4 através de uma superficie “doadora”. A
superficie “receptora” em NLRC4 se liga a regido doadora de NAIPS, e também
medeia a ligagado de NLRC4 a outra molécula de NLRC4 vizinha. No entanto, a regido
receptora das moléculas de NLRC4 posteriormente recrutadas para o complexo nao
€ capaz de recrutar outra molécula de NAIPS, impossibilitando o fechamento da

estrutura em formato de anel''! (Figura 6).
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Figura 6 — Modelo de formagao do inflamassoma NAIP5/NLRC4
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O dominio DO da flagelina (roxo) se liga a NAIP5, induzindo a sua abertura. A mudanga conformacional
induzida pela interagao com o ligante leva ao recrutamento e ativagdo do NLRC4. O NLRC4 ativo
recruta mais protdbmeros de NLRC4, promovendo a auto-propagagao da oligomerizagéo e a formagéo
de uma plataforma para ativagéo de caspase-1. Fonte: Tenthorey et al., 2017,

Previamente foi sugerido que a interagdo da flagelina com NAIP5 era
dependente de trés residuos de leucina na porgdo C-terminal da flagelina®,
demonstrado através da utilizacdo de construgdes proteicas feitas com os 35
aminoacidos finais da porgdo C-terminal. Entretanto, Halff e colaboradores, através
da utilizacdo da flagelina inteira, demonstraram que os residuos de leucina nao
parecem ser essenciais para o reconhecimento da flagelina. Mesmo apds a
substituicdo dos trés residuos de leucina por trés residuos de alanina os complexos
foram formados, contudo em menor quantidade do que os complexos formados com
a flagelina selvagem. Além disso, a por¢ao N-terminal também foi capaz de gerar a
formacao de inflamassomas''?. De fato, os dados de cryo-EM indicam que o NAIP5
realiza numerosos contatos com os dominios N e C terminais da flagelina, ainda que
o dominio C-terminal seja requerido para a interagdo entre o dominio N-terminal e
NAIP5. Além disso, mutagdes nos dominios BIR, LRR e NBD de NAIPS diminuiram a
capacidade dessa proteina em interagir com a flagelina. O dominio BIR foi capaz de
interagir com a porgao C-terminal desse ligante, sendo esse o primeiro trabalho a
sugerir uma fungdo para o dominio BIR'".

Assim como demonstrado para a flagelina, diferentes porgbes da PrgJ,
componente do T3SS, também interagem com NAIP2''. Mutagbes pontuais na
flagelina ou na PrgJ ndo foram capazes de romper a interagdo desses ligantes com
as proteinas NAIP. A interacdo entre os ligantes-receptores so6 foi abolida quando
multiplas mutagdes, que perturbam as fungdes das proteinas bacterianas foram
realizadas. Com efeito, o reconhecimento de multiplas superficies parece ser uma

estratégia comum utilizada pelo hospedeiro para controlar os patégenos, uma vez que
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mutacdes drasticas levam a perda de funcdo dessas proteinas, com um alto custo
para a sobrevivéncia do patdégeno'’.

A formagdo do complexo ligante-NAIP-NLRC4 leva a exposigdo do dominio
CARD de NLRC4, que serve como uma plataforma para o recrutamento de caspases.
Essas proteases podem ser recrutadas diretamente por interagbes homotipicas
CARD-CARD ou através de ASC (Figura 5). Os inflamassomas que s&o formados
independente de ASC favorecem a inducdo da piroptose, com baixos niveis de
secrecao de IL-13 e IL-18, ao passo que aqueles que sdo formados com ASC levam
a morte celular por piroptose, mas também a secregédo robusta dessas citocinas
inflamatérias (Figura 5)'12,

Além da habilidade da flagelina em ativar o inflamassoma NAIP/NLRC4,
levando a piroptose e secrecao de IL-1[3, essa também € capaz de induzir outras vias
citosolicas pés-translacionais que contribuem para a ativagao do inflamassoma. Foi
demonstrado que a flagelina induz a fosforilagéo da serina 533 (S533) de NLRC4, um
passo importante para a ativagdo de NAIP5/NLRC4'13.114_ Essa fosforilagdo ocorre de
maneira independente do reconhecimento da flagelina por NAIP5, uma vez que
antecede esse evento''®. Macrofagos deficientes para a proteina quinase d (PKC3,
do inglés protein kinase d), responsavel por fosforilar NLRC4, apresentaram menor
inducdo de piroptose e secregdo de IL-1B"'3. Posteriormente, foi descrito que a
quinase LRRK2 (LRRK2, do inglés [LRR] kinase 2) forma um complexo com NLRC4
e também é capaz de fosforilar a S533""4. Embora a expressao reduzida de PKC3 ou
LRRK2 acarrete na ativagao defeituosa de NAIP/NLRC4 essa ocorre mesmo que em
menor grau ou tardiamente, sugerindo que existem mecanismos acessorios e
redundantes para a liberacdo de NLRC4 do estado de auto-inibicdo e ativacao
otimizada do inflamassoma NAIP/NLRC4'4,

Qu e colaboradores demonstraram que células que expressam o mutante
S533A, que néo é fosforilado, apresentam um defeito leve na clivagem de caspase-1
em comparagao as células com NLRC4 selvagem, gerando a produgéo tardia de IL-
1B em resposta a infecgdo com S. thyphimurium ou a flagelina citosoélica. No entanto,
macrofagos deficientes para NLRP3 apresentaram uma redug¢do mais drastica nos
niveis de IL-1B produzidos do que os com o NLRC4S533A. Além disso, foi sugerido
que NLRP3 é recrutado para o complexo via NLRC4/ASC, amplificando o
processamento da caspase-1 e liberagdo de IL-1B"'6. Esses dados vao de acordo com
estudos prévios, em que foi descrito que a interagdo entre NLRP3 e NLRC4 era
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importante para o controle da Salmonella. Em resposta a esse patdgeno, ambas
proteinas NLRs s&o requeridas para clivar a caspase-1 e montar uma resposta
robusta frente a infeccdo''®'20. As proteinas NLRP3 e NLRC4 parecem estar
presentes na mesma plataforma, ainda que a possivel interagao fisica entre essas
moléculas necessita ser elucidada’®.

Além das modificagdes poés-translacionais e a interacdo com o NLRP3 que
regulam a ativagcédo dos inflamassomas NAIP/NLRC4, nosso grupo descreveu que a
estimulagcédo de macréfagos com flagelina citosolica da bactéria gram positiva Bacillus
subtilis, desencadeia uma via lisossomal que contribui para a producdo de IL-1f3
dependente de NLRC4'?'. No entanto, o mecanismo pelo qual o lisossomo contribui
para modular as respostas do inflamassoma NAIP/NLRC4 nao foi estabelecido. As
evidéncias do envolvimento de diversas vias e interagdo entre os diferentes NLRs
para o 6timo funcionamento de NAIP/NLRC4 em resposta a componentes bacterianos
evidenciam como as respostas mediadas por esse inflamassoma sao finamente
controladas, evitando respostas inflamatorias exacerbadas.

Apesar de estar consolidado que inflamassomas que contém NLRC4 sejam
formados apds o reconhecimento de proteinas bacterianas no citosol, ha um
crescente numero de evidéncias que indicam que NLRC4 também participa da
resposta a estimulos ndo bacterianos e a insultos estéreis. A primeira evidéncia do
envolvimento de NLRC4 em outros contextos foi a sua participagéo juntamente com
NLRP3 no controle do fungo Candida albicans'??. A secregao de IL-1B dependente de
NLRC4 foi promovida por células da mucosa gastrointestinal de maneira
independente da expressao desse receptor por células do compartimento
hematopoiético, demonstrando a importancia da expressdo de componentes do
inflamassoma por células ndo imunes. Com efeito, diversos trabalhos vém
demonstrando a importancia da expressao de NLRC4 no trato gastrointestinal para o
controle de patdégenos entéricos e manutengdo de uma microbiota saudavel'®?. Além
disso, as mutagbes de ganho de fungcdo que estdo associadas a doengas
autoinflamatérias em humanos ocasionam comprometimento da mucosa intestinal
resultantes da inflamacdo exacerbada nesse compartimento'?3124, Contudo, no
contexto de infeccdo n&o bacteriana o ligante responsavel pela ativagdo de NLRC4 é
desconhecido.

Em contextos estéreis, diversos trabalhos sugerem que a inflamagao

exacerbada decorrente da ativacdo de NLRC4 tem um papel deletério. Na
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hiperalgesia inflamatoria aguda induzida por carragena, as moléculas NLRC4 e ASC,
mas nao NLRP3, sdo necessarias para a ativacao periférica de caspase-1 e secrecao
de IL-1B'?%. Nesse estudo, argumenta-se que NLRC4 ¢ ativado por estimulos
endogenos, uma vez que nenhum estimulo infeccioso foi utilizado e que os
queratindcitos possivelmente sao os responsaveis pela producado de IL-1B. Nesse
sentido, também foi reportado que sinais endégenos levam a ativagao de NLRC4 na
inflamagao induzida pela hiperosmolaridade’®. A manutengdo da osmolaridade
tecidual € um processo importante para a homeostasia do organismo e o estresse
causado pela hiperosmoslaridade foi capaz de induzir a ativacdo de caspase-1 e
liberacdo de IL-13 por macrofagos. Nesse estudo, foi descrito que a geragédo de
ROSmt parece ser uma via comum para ativar os inflamassomas NLRP3 e NLRC4,
indicando que o NLRC4 esta envolvido no monitoramento de sinais derivados do
hospedeiro, ainda que nao tenha sido elucidado se NLRP3 e NLRC4 colocalizam-se
em uma Unica estrutura ou se formam dois complexos diferentes’2.

A ativagao de NLRC4 também parece também estar envolvida com a detecgao
de DAMPs na inflamacgéao cerebral estéril. AIM2 e NLRC4 contribuem com a molécula
adaptadora ASC, de maneira independente de NLRP3, na génese da lesdo cerebral
aguda estéril no derrame cerebral'?’. Posteriormente, também foi demonstrado que
em astrécitos e micréglias obtidos de camundongos tratados com o agente
desmielinizante cuprizona, bem como em tecidos obtidos de cérebro de pacientes
com esclerose mdltipla, ha um aumento significativo da expressido de NLRC4'%8,
Nesse estudo, Freeman e colaboradores demonstraram que o DAMP cerebral
lisofosfatidilcolina ativa o inflamassoma de maneira dependente de NLRP3 e NLRC4.
Esses dados sugerem que a ativagdo desses receptores contribuem para
neuropatologias desmielinizantes, como o Alzheimer e esclerose multipla’.

A obesidade € um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de mama e
esta associada a um pior prognéstico e a um microambiente tumoral desfavoravel'?°.
Em camundongos obesos, o microambiente tumoral recrutou macrofagos com NLRC4
ativado que levaram a secrecgao de IL-1f3, que contribuiu para a progresséo da doenca.
Ainda, amostras de mama de doadoras obesas apresentaram maior expressao de
NLRC4 que as amostras controles. No entanto, o estimulo que acarretou maior
expressdo de NLRC4 e a ativacdo desse inflamassoma ndo foi estabelecido. E
possivel que alteragcdes na microbiota de obesas contribua para favorecer a ativacao
de NLRC4 e agravar o progresso do cancer de mama'3.
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A inflamagéo cronica de menor grau tem sido associada ao envelhecimento,
aumentando o risco de doenga cardiovascular, cancer e doengas degenerativas.
Modelos animais sugerem que ocorre uma maior ativagao dos inflamassomas com o
envelhecimento’!. Recentemente, Furman e colaboradores demonstraram que a
maior ativacao de inflamassoma e secrecao de IL-1B estdo relacionadas a um maior
risco de desenvolver hipertensdo associada a idade'?. Nesse estudo, foi
demonstrado que individuos que possuem maior expressao de NLRC4 e IL1B tinham
uma maior probabilidade de apresentar doencas cardiovasculares. Curiosamente,
também foi sugerido que o consumo de café contribui para diminuir a inflamagéo no
processo de envelhecimento'®?. Ensaios in vitro com a linhagem celular monocitica
THP-1 indicam que a cafeina foi capaz de inibir a secrec¢ao IL-13 mediada por NLRC4
em resposta aos metabdlitos derivados de nucleotideos Adeninas e N4-acetilcitidinas
na presenca de ATP. Ainda, esses metabdlitos foram capazes de aumentar a
expressdo de RNA mensageiro de NLRC4 e IL1B em mondcitos primarios
humanos'2. No entanto, o0 mecanismo pelo qual esses metabdlitos ativam o NLRC4
e como a cafeina é capaz de inibir a ativacdo de NLRC4 ainda precisam ser
esclarecidos?.

A participagdo de NLRC4 na progressao de céancer ligado a obesidade e a
associacdo dessa molécula em doencas relacionadas ao envelhecimento
demonstram que existe uma forte e intrigante relacdo entre metabolismo, ativacao
de inflamassoma e doengas crdonicas que merece ser melhor compreendida para o
desenvolvimento de estratégicas terapéuticas para tratar essas patologias. Por fim,
nenhum dos estudos que demonstrou o envolvimento de NLRC4 em contextos néo
bacterianos abordou o possivel papel de NAIP e como o NLRC4 é ativado por sinais
derivados do hospedeiro. Novos estudos serdo necessarios para esclarecer se o
NLRC4 interage com outra proteina e funciona como uma plataforma para ativagéo
de caspases, de maneira semelhante ao descrito para o inflamassoma NAIP/NLRC4
ou se nesses contextos outros sinais sao capazes de liberar o NLRC4 do estado de
auto-inibicdo, bem como os mecanismos responsaveis pela ativacdo de NLRC4 em
resposta aos sinais endogenos. Ainda, nos estudos que reportam a cooperagao
entre NLRC4 e os sensores AIM2 e NLRP3 nao foi estabelecido se essas proteinas
formam um unico inflamassoma, se dois complexos sdo formados na mesma célula

ou se esses sensores sdo ativados em diferentes células?33.
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1.3. Mecanismos efetores mediados por inflamassomas

1.3.1 Mecanismos canénicos: piroptose e secrecao de IL-13 e IL-18

Nos ultimos anos, os mecanismos moleculares responsaveis pela inducao de
piroptose vem sendo revelados. A caspase-1 ativa proteoliticamente a GSDMD, que
€ composta por um dominio C-terminal, responsavel pela auto-inibigdo da proteina, e
um dominio N-terminal efetor, também denominado dominio formador de poro (PFD,
do inglés Pore-Form Domain)'** ligados por um longo loop'5136, A caspase-1 cliva
um residuo de aspartato dentro da alga de ligagao, liberando o fragmento PFD, que
oligomeriza-se e associa-se com lipidios na membrana interna da célula'>'3 para
formar poros de 10-33 nm'¥7-141 |evando ao inchago celular e eventualmente a morte
celular litica por piroptose (Figura 7)'3%136 Até a descoberta da GSDMD como a
molécula efetora da piroptose, a fungéo fisiologica das proteinas GSDM era
praticamente desconhecida. No entanto, o dominio PFD é altamente conservado entre
varios membros da familia GSMD e a expressao do dominio PFD das proteinas
GSDMA, GSDMAS3, GSDMB, GSDMC e GSMDE em células da linhagem HEK293 foi
capaz de induzir a formagdo de poros e consequentemente a morte celular
necrotica’®’.

A piroptose € caracterizada pela rapida formagdo de poros na membrana
plasmatica e dano ao DNA, resultando na lise celular e na liberacdo passiva do
conteudo intracelular pro-inflamatorio’™2. A formagédo dos poros dissipa o gradiente
celular i6nico, mas retém grande quantidade de constituintes citoplamaticos,
aumentando a press&o osmotica que por fim culmina na lise da célula'*?.

Por resultar na perda do nicho de replicagdo microbiana, a piroptose é
considerada um mecanismo efetor importante para o controle de infecgdes'#3144. Além
disso, a indugao da piroptose em células infectadas com bactérias patogénicas resulta
na liberagcdo do conteudo intracelular, gerando um microambiente inflamatorio, e na
formacao de redes denominadas PITs (do inglés, Pore-Induced Traps) que retém as
bactérias intracelulares, tornando-as mais susceptiveis a agentes microbicidas, como
peroxido de hidrogénio (H202), eferocitose por neutrofilos'®146 e possivelmente ao
proprio PFD, que pode levar a lise da membrana celular bacteriana®’.

As citocinas da familia IL-1 ndo possuem peptideo sinal que direcionam as
proteinas ao RE e posteriormente ao seu destino final, e por isso a secregao dessas
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proteinas € denominada n&o convencional'®. Um dos mecanismos propostos para a
liberacdo de IL-1 & através da liberacdo passiva decorrente da morte celular,
majoritariamente através da piroptose’® (Figura 7). Certamente, a descoberta da
GSDMD como substrato das caspases inflamatérias ampliou o conhecimento sobre
0s mecanismos envolvidos para a liberagdo dessa citocina'°,

O didametro do poro formado na membrana pelo PFD possui cerca de 10-33
nm, sendo suficiente para permitir a passagem de IL-13 e IL-18, que possuem 4 nm
de diametro'3’-'41. No entanto, esse poro ndo permite a passagem da enzima lactato
dehidrogenase (LDH, do inglés lactate dehydrogenase), que € utilizada como um
indicativo da perda de integridade da membrana plasmatica e morte necrética’"1%2,
Células viaveis capazes de secretar IL-1 foram denominadas hiperativadas'®® e
nessas células a IL-1 é transportada ativamente pelos poros de GSDMD'%41%% sem
que haja o rompimento da membrana plasmatica, como havia sido proposto
inicialmente por Finkson e Cookson'%. Esses dados indicam que a liberagéo de IL-1
é regulada por GSDMs, independentemente do rompimento da célula e liberagdo do
conteudo intracelular'' (Figura 7). Com efeito, a agdo da GSDMD no transporte ativo
da IL-1B para o meio extracelular pode explicar estudos prévios que descreveram a
liberacéo de IL-1B por células viaveis'®3157,

A IL-1B é considerada um fator endégeno pirogénico por sua capacidade de
atuar no hipotalamo e induzir a produgao de prostanglandina E2 (PGE-:) e febre'®®. No
final dos anos 1970, foi demonstrado que a IL-1B possuia multiplas atividades além
da inducdo da febre. Essa citocina é um dos mais potentes mediadores soluveis,
devido a sua capacidade de orquestrar processos imunoldgicos, metabdlicos e
fisiologicos e, consequentemente, esta envolvida tanto no controle de infecgées como
na génese e agravamento de doencas inflamatorias estéreis’®®.

Esse mediador é produzido principalmente por células do sistema imune inato,
sendo os macréfagos, mondcitos, DCs e neutrdfilos as principais fontes de 1L-1358.
Na regido da leséo tecidual e infecgdo, a IL-1B induz a migracdo de leucdcitos,
promove a vasodilatacdo e a expressao de PGE>. A sinalizac&do dessa citocina ocorre
através do engajamento do IL1R, que por fim culmina na transcricdo de genes
mediada pelos fatores de transcricdo NF-kB, MAPK, JNK e extracellular signal-
regulated kinase (ERK). A atuagédo da IL-18 em células do compartimento inato
acarreta na producdo das citocinas pro-inflamatérias IL-6 e TNF e na liberagdo de
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oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), um importante agente microbicida, e PGE:

por macrofagos, mondcitos inflamatorios e neutréfilos'.

Figura 7 — A ativagao do inflamassoma induz a morte celular por piroptose
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Os inflamassomas candnicos sdo ativados em resposta a PAMPs, DAMPs e alteracdes citoplasmaticas
e levam a ativagdo da caspase-1. A caspase-1 ativa induz o processamento da GSDMD e a porgao
N-terminal (PFD) interage com lipidios na membrana plasmatica, levando a formagédo de poros na
membrana e eventual ruptura por lise osmotica, levando a morte celular por piroptose, com
extravasamento do conteudo intracelular, DAMPs e IL-1B/IL-18. Em células viaveis, a
IL-1B e provavelmente a IL-18 sdo ativamente transportadas pelo poro gerado pelo GSDMD-PFD em
resposta a ativagao do inflamassoma. Adaptado de Amante-Mendes et al'®.

A IL-1B também tem um importante papel na modulagdo do sistema imune
adaptativo, uma vez que direciona e ativa o perfil T helper (Th)17 de linfocitos
TCD4*159, Esse subtipo celular esta envolvido frequentemente com o desenvolvimento
de doencgas inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatdide, sendo esse um dos
mecanismos pelos quais a sinalizacdo de IL-1B pode ser deletéria’®. Ainda, na
presencga de IL-23, a IL-1[ contribui para a geragao de células linfoides inatas (ILCs,
do inglés innate lymphoid cells) do tipo 3, que produzem IL-17 e IL-23"%8.

Apesar da IL-18 pertencer a mesma familia que a IL-1[3 e ter o processamento
e secrecao também mediados pelos inflamassomas, os seus mecanismos de acao
sdo distintos. A sinalizagdo da IL-18 ocorre através do engajamento do receptor de
IL-18 (IL-18R, do inglés, IL-18 receptor). Essa citocina esta envolvida com o
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direcionamento de linfécitos TCD4* para o subtipo Th1, que produzem grandes
quantidades de interferon y (IFN-y)'®'. Surpreendentemente, a estimulagdo de DCs
esplénicas com flagelina leva a rapida produgéao de IL-18, que por fim acarreta na
producao inata de IFN-y por células TCD8* de memodria, uma vez que essas células
sdo ativadas sem o engajamento do receptor de antigeno especifico da célula
TCD8*162,

Nos ultimos anos, o papel da IL-18 como modulador da microbiota vem
ganhado destaque. A secregao dessa citocina em resposta a sinais da microbiota
saudavel contribui para a manutencao da barreira intestinal e diversidade microbiana,
prevenindo a disbiose'. Por outro lado, a secregdo exacerbada de IL-18 gera
inflamacéo intestinal devido a perda das células caliciformes e perda da integridade
da barreira intestinal'®®. Além disso, na doenca auto-inflamatéria decorrente de
mutagdes de ganho-de-fungcdo de NLRC4 denominada MAS-NLRC4 (MAS, do inglés
macrophage activation syndrome) ha a ativagéo exacerbada de macrofagos e rapido
estabelecimento de enterocolite acompanhadas de elevado nivel sérico crénico de
IL-18. O tratamento dessa patologia com bloqueador de IL-18 mostrou-se benéfico,

sugerindo que essa citocina é um importante modulador dessa inflamassomopatia’®4.

1.3.2 Secregao de DAMPs

A ativacao dos inflamassomas, em especial através da indugao de piroptose
(Figura 7), também contribui para propagar a inflamacéo através da liberagdo de
DAMPs'60.165-169 Dentre esses DAMPs, destacam-se o HMGB1 e a IL-1a.

1.3.2.1 HMGB1

A proteina High-Mobility Group Box 1 (HMGB1) € uma proteina nuclear néo
histdbnica que se liga ao DNA e esta envolvida na regulagdo dos processos de
transcricdo, reparo e recombinacdo'®. Apesar de estar predominantemente
localizada no nucleo, o HMGB1 pode ser translocado para o citoplasma e para o meio
extracelular em alguns tipos de leucocitos ativados, como macréfagos e DCs.
Modificagdes pos-translacionais, como metilacdo, acetilacdo e fosforilagcao
determinam a localizagdo do HMGB1 e também seu potencial inflamatorio no meio

extracelular'®%171-174  Em macréfagos e mondcitos ativados, a hiperacetilagdo do
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HMGB1 altera a localizagao nuclear da proteina levando a migragéo para o citoplasma
e concentragéo da proteina em vesiculas para eventual secrecao’®. Outros estudos
que demonstram que o HMGB1 pode ser fosforilado'® ou metilado'’” também
sugerem que essas modificagdes sao requeridas para a mobilizagdo do HMGB1 para
o citoplasma.

Quando encontra-se no meio extracelular, o HMGB1 pode ter efeitos pro-
inflamatdrios ou anti-inflamatorios dependendo do tipo de isoforma liberada’’. Essa
proteina possui cisteinas nas posi¢cdes 23, 45 e 106 e estado redox e/ou sulfonacéo
desses residuos determinam as fungdes mutualmente exclusivas do HMGB1'%°, A
reducdo das cisteinas transformam o HMGB1 em um quimioatraente para leucocitos
enquanto a ligacdo dissulfeto entre as cisteinas 23 e 45 o transformam em um
mediador pré-inflamatoério que induz a liberagao de citocinas como TNF-a e IL-13 por
leucécitos recrutados e células imunes residentes. Ja a oxidacdo terminal das
cisteinas mediadas por ROSmt liberado durante o estresse celular ou na morte celular
por apoptose geram uma isoforma anti-inflamatéria’®. Dessa maneira, as
modificagdes pos translacionais governam o efeito do HMGB1 no sistema imune.

O HMGB1 pode ser liberado ativamente como consequéncia da ativacao
celular em resposta a PAMPs e mediadores inflamatérios ou passivamente por células
danificadas ou durante processos de morte celular necroética (Figura 7). A liberagao
de HMGB1 pode ocorrer pela indugado da piroptose e a delegado de componentes do
inflamassoma foi capaz de afetar significativamente a liberagdo desse DAMP'65,
Durante o choque séptico induzido por LPS, a liberacdo de HMGB1 mostrou-se
dependente do eixo NLRP3/ASC/caspase-1'"® e dependente de NLRC4/caspase-1
em resposta a infecgao por S. thyphimurium'®®. Ainda, a proteina quinase dependente
de dsRNA (PKR, do inglés dsRNA-dependent protein kinase) parece regular a
liberacdo de IL-1B, IL-18 e HMGB1 decorrente da ativagdo dos inflamassomas
formados por NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2 em resposta aos respectivos agonistas,
uma vez que a delecdo de PKR diminuiu significativamente a secrecdo dessas
proteinas’®. A PKR regula a hiperacetilagdo e translocagdo do HMGB1 para o
citoplasma em resposta aos ativadores de inflamassoma'®'7®. O HMGB1
hiperacetilado tem uma forte caracteristica quiomotatica'%.180,

O HMGB1 extracelular pode se ligar diretamente aos receptores de superficie
TLR4 ou ao receptor para produtos finais de glicagdo avangada (RAGE, do inglés
receptor for advanced glycation end products) e agir em sinergia com outros
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mediadores inflamatoérios para induzir a ativacdo de cascatas de sinalizacdo. A
secrecdo exacerbada de HMGB1 tem efeitos prejudiciais tanto em resposta a
infeccbes como também esta associada a doengas agudas e crénicas, como o lupus
eritematoso’®. Em modelos animais, o bloqueio da sinalizagdo via HMGB1 se
mostrou benéfico nessas doencas inflamatérias, sendo essa uma possivel terapia a

ser explorada em patologias inflamatérias em humanos®'.

1.3.2.2 IL-1a

A IL-1a é uma citocina da familia da IL-1 que possui atividade bioldgica tanto
na forma precursora (pro-IL-1a), quanto nas formas clivadas'283, Assim como o
HMGB1, a IL-1a é uma “citocina de dupla funcido”: a sua proforma atua como uma
reguladora da transcricdo génica enquanto ambas as formas da citocina s&o capazes
de engajar o IL-1R e atuar como um sinal de alarme para iniciar a inflamagéo em
resposta a uma leséo tecidual'® '8, A liberagdo ativa de IL-1a é dependente de
calpainas, que sdo responsaveis por clivar essa citocina'®, ao passo que sua
proforma é liberada de forma passiva na morte celular necrética (Figura 7). Contudo,
na apoptose, essa citocina é retida no nucleo, prevenindo a inflamagao'®. O papel
dos inflamassomas para a liberacdo da IL-1a é controverso. Foi demonstrado que
para alguns agonistas de NLRP3, como ATP e nigericina, ha o envolvimento do eixo
NLRP3/ASC/caspase-1 para a secrecao de IL-1a. Entretanto, o MSU e a silica, que
também sdo agonistas de NLRP3, foram capazes de induzir a secregéo de IL-1a de
maneira independente do inflamassoma'S. Ainda, a caspase-1 leva ao
processamento de IL-1R2, permitindo a clivagem e liberagdo da IL-1a mediada por
calpainas'. Uma vez que a pro-IL-1a e a pro-IL-1B s&o expressas em células
hematopoiéticas em resposta aos mesmos estimulos, e a inibicdo da caspase-1 é
utilizada por diversos patégenos como mecanismo de escape do sistema imune, a
liberacao de IL-1a de maneira independente dos inflamassomas pode representar um
mecanismo alternativo de engajamento do IL-1R8. Nesse sentido, dados publicados
pelo nosso grupo sugerem que apos estimulo com a flagelina citosélica ocorre a
secrecdao de IL-1a de maneira parcialmente dependente de NLRC4 e de
catepsina B'?!, sugerindo uma via alternativa de secregéo de IL-1a.

Apesar da semelhancga entre as citocinas IL-1a e IL-13 e a capacidade de
engajar o mesmo receptor celular, essas possuem agdes nao sobrepostas. A IL-1a
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contribui para o controle de patdégenos, uma vez que promove a ativagdo e o
recrutamento de células do sistema imune'®®. No entanto, assim como visto para a
IL-18, a secregédo exacerbada de IL-1a € deletéria e esta envolvida na génese ou no
agravamento de inflamacgdes estéreis agudas e cronicas. Ja foi sugerido que a IL-1a
tem um papel prejudicial no modelo murino de inflamagéao aguda do colon, ao passo
que a IL-1B parece ter um efeito protetor na colite induzida'®. Em alguns contextos,
como na artrite reumatoide, a IL-1a parece ser importante para iniciar inflamacéao, que
depois é amplificada pela producdo de IL-13, indicando que ha uma diferencga
temporal na produgdo dessas citocinas'®®18818  No entanto, muitos dos estudos
realizados utilizaram bloqueadores do IL-1R, como o anankira, bloqueando o efeito de
ambas as citocinas, e ja foi demonstrado que camundongos deficientes para IL-1(3
possuem uma menor producio de IL-1a'%%, fatos que dificultam o entendimento das

funcdes diferenciais dessas citocinas.

1.3.3 Outros mecanismos efetores mediados por inflamassomas

Além dos mecanismos discutidos acima, outras cascatas de sinalizacdo sao
geradas apos a ativagdo dos inflamassomas. Esses mecanismos foram
especialmente descritos para os inflamassomas formados por NLRC4, e dentre eles
podemos destacar a produgdo de mediadores lipidicos'? 9 ativacdo da
caspase-8'20.192-197 g produgéo de NO198-201,

A injecdo intraperitoneal ou intravenosa da flagelina fusionada a LT (FlaTox)
levou a ativagao sistémica do inflamassoma NAIP5/NLRC4 e a rapida producao de
mediadores lipidicos eicosandides, independentemente da produgao de IL-183 e IL-18
e dependente do eixo NAIP5/NLRC4/caspase-1 por macréfagos peritoneais. A
“tempestade de eicosanoides” descrita por Von Moltke e colaboradores rapidamente
causou a morte dos camundongos em resposta a Flatox'®. No entanto, a letalidade
promovida pela FlaTox pode ser exacerbada em relagao a infec¢ao bacteriana in vivo,
uma vez que uma grande quantidade de flagelina foi entregue rapidamente de
maneira sistémica.

Um estudo posterior do mesmo grupo sugere que a expulsdo de células
epiteliais do intestino (IECs, do inglés intestine epithelial cells) mediada pela ativagao
de NAIP/NLRC4 é acompanhada pela producéo de eicosanoides, morte celular com
perda da integridade de membrana e secrecgéo de IL-18. O tratamento com FlaTox de
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animais com expressdo condicional de NLRC4 restrita a IECs sugere que essas
células sdo responsaveis pela produgdo local de eicosanoides''. Em contraste, a
expressdo condicional de NLRC4 por células mieldides n&o foi capaz de gerar a
producdo desses mediadores lipidicos. Nesse estudo, foi demonstrado que a
caspase-8 pode ser recrutada via ASC para o inflamassoma NAIP/NLRC4 e mediar a
expulsdo das IECs do epitélio intestinal e também levar a produg¢ao de eicosanoides.
A atuagao da caspase-8 pode funcionar como um mecanismo compensatorio quando
a caspase-1 encontra-se inibida, representando um importante mecanismo de defesa
do hospedeiro™’,

Nosso grupo demonstrou que o estimulo com a flagelina citosodlica leva a
ativacdo da Oxido Nitrico Sintase 2 (NOS2, do inglés nitric oxide synthase 2)
dependente do eixo NAIP5/NLRC4/caspase-1 e independente das citocinas IL-1p3 e
IL-18 e da molécula adaptadora Myeloid differentiation primary response 88
(MyD88)'%8. Importante, a caspase-1 parece exercer uma regulagdo epigenética da
NOS2, por mecanismos que envolvem a clivagem do regulador de cromatina PARP1,
permitindo que a cromatina fique acessivel nos locais de ligagdo de NF-kB ao
promotor génico da Nos2?®. A consequente produgdo de NO, até entdo relacionada
somente a via dos TLRs, representa um importante mecanismo de resisténcia a
infecgao por S. thyphimurium?® e L. pneumophila'®®. O inflamassoma NLRP3 também
foi relacionado com a produgdo de NO em resposta a infec¢ao por Trypanosoma cruzi,
sendo esse fator relacionado com a susceptibilidade dos animais e células deficientes
em NLRP3 a infecgéo por esse protozoario'9%:201,

1.4 Justificativa

Devido ao envolvimento dos inflamassomas para o controle de infecgdes e do
seu papel deletério em doengas nao transmissiveis, a compreensdo dos mecanismos
requeridos para a ativagéo e regulagdo dessas maquinarias moleculares é de extrema
importancia.

Como mencionado, nosso grupo de pesquisa descreveu anteriormente que a
estimulag&o de macréfagos com flagelina citosdlica proveniente de B. subtilis foi capaz
de gerar uma via lisossomal que regula a secregcédo de IL-1B3 em resposta a esse
agonista’®'. No entanto, o mecanismo pelo qual as catepsinas lisossomais sdo
capazes de modular as respostas mediadas pela ativacdo do inflamassoma nao foi
estabelecido. Ainda, outros trabalhos da literatura mostram a ativacdo de NLRC4
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mesmo na auséncia de seus ligantes classicos'?2125-128.130132° gygerindo o
envolvimento de vias adicionais na regulagdo desse inflamassoma. Sendo assim, o
principal objetivo do presente trabalho foi avaliar como as catepsinas lisossomais e
outros disturbios da homeostasia celular contribuem para modular as respostas do
inflamassoma NLRC4.

Visto que ha um crescente numero de estudos evidenciando o papel deletério
de NLRC4 em patologias auto-inflamatdrias e também em outras doencas néo
transmissiveis, a compreensao de como sinais derivados do hospedeiro contribuem
para a ativagdo dessa molécula é relevante para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas que visam a modulacao dessa proteina.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo central

O objetivo central desse trabalho foi avaliar como as catepsinas lisossomais e
outros disturbios da homeostasia celular contribuem para modular as

respostas do inflamassoma NAIP5/NLRC4.

2.1.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as respostas de macréfagos de diferentes origens a
flagelina, agonista de NAIP5/NLRC4;

e Verificar o envolvimento de NLRP3 na regulagdo das respostas a
flagelina;

¢ Verificar o envolvimento de vias citosdlicas para a ativacdo de NLRC4;

e Verificar mecanismos moleculares mediados pelas catepsinas na
regulagdo de NLRC4;



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Este projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade de Sao Paulo (USP) (protocolo numero 46, folha 18, livro 03) e pela
CEUA da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) (protocolo numero
9515131015).

Camundongos da linhagem C57BL/6 selvagens (WT, do inglés wild-type) e
nocautes para NLRP3 (NIrp37) e NLRC4 (Nirc4”") de 6-10 semanas de idade foram
fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina
e Biologia (CEDEME) da UNIFESP. Todos os animais foram mantidos em
microisoladores com livre acesso a agua e ragao.

Durante o estagio no Instituto de Imunidade Inata (lIl, do inglés Innate Immunity
Institute), Universidade de Bonn, Alemanha, os camundongos da linhagem C57BL/6j
WT, nocautes para NLRP3 e reporter para ASC (ASCmCitrine) de 6-10 semanas de
idade foram fornecidos pelo Haus fir Experimentelle Therapie, Uniklinikum,
Universidade de Bonn. Os animais C57BL/6j também foram comprados da empresa
Charles River. Todos os animais foram mantidos em condi¢bes specific pathogen free
(SPF), em microisoladores com livre acesso a agua e ragao.

As medulas dos animais nocautes para as catepsinas BCS (BCS”) e os
animais WT pareados foram gentilmente cedidos pelo Dr. Arturo Zychlinsky do

Instituto Max Plank, Berlim, Alemanha.

3.2 Obtencao de macréfagos peritoneais

Para obtencdo de macrofagos peritoneais (PMs, do inglés peritoneal
macrophages), os camundongos WT, Nirc4” e NIrp3’ foram inoculados
intraperitonealmente com amido de batata “Starch” a 1,5% (Sigma-Aldrich Aldrich, St.
Louis, MO - EUA) para enriquecimento do peritdbnio por macréfagos. Apds 96 h, os
camundongos foram eutanasiados em camara fechada por inalagdo de Halotano
(Cristalia, Itapira, SP, Brasil). Para obtengédo de suspenséao celular, injetou-se 5 ml de
PBS (do inglés, phosphate buffered saline) (1 X) estéril e gelado na cavidade
peritoneal (Figura 8A). A suspensdo de células foi centrifugada a 300 x g por 5
minutos, e ressuspendida com 5 ml meio de cultura Roswell Park Memorial Institute —
1640 (RPMI 1640) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) completo,
suplementado com 3% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado (LGC, Cotia, SP, Brasil),
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2 mM de L-glutamina e 100 U/ml de estreptomicina e penicilina (Thermo Fisher
Scientific). Seguiu-se entdo a contagem das células em cédmara de Neubauer, apos
diluicdo da suspensado celular a 1:10 em azul de tripan (Sigma-Aldrich). Apos a
contagem, as células foram semeadas em placas de 96 pogos tratada para aderéncia
(Corning, MA, EUA), em 200 pl na densidade de 5 x 10° células/pogo em placa de 96
pogos para dosagem de citocinas ou 500 pl na densidade de 1 x 10° células/pogo em
placas de 24 pogos (Corning) para Western Blot (WB). Para os experimentos de
viabilidade celular realizados no Incucyte Zoom, as células foram semeadas em
placas de 24 pocos em 500 ul na concentragdo de 5 x 10° células/pogo.

As células foram mantidas em meio RPMI 1640 completo suplementado com
3% de SFB, por 4 h, a 37 °C, em atmosfera contendo 5% de CO2, para que a
populacdo de macréfagos fosse enriquecida por aderéncia. Apds esse periodo, as
células ndo aderentes foram retiradas através de lavagens utilizando PBS morno e

mantidas em cultura overnight.

3.3 Obtencao de células derivadas da medula 6ssea

Animais WT, Nirp3”- e BCS” foram anestesiados com isoflurano e em seguida
eutanasiados por deslocamento cervical. Os fémures e as tibias foram removidos e
rapidamente desinfetados em etanol 70%. Em seguida, a cavidade medular éssea foi
lavada com meio DMEM (Thermo Fischer) puro com o auxilio de seringa de 5 ml e
agulha de 24 G para a obtencéo das células da medula 6ssea (BM, do inglés bone
marrow) (Figura 8B). A suspensao de células foi centrifugada a 500 x g, por 5 minutos.
Para a obtengdo de macrofagos derivados da medula éssea (BMDMs, do inglés bone-
marrow macrophages), o meio para diferenciagdo consistiu em DMEM suplementado
com penicilina (100 U/ml), streptomicina (100 pg/ml), 10% de SFB e 20% de meio
condicionado da cultura de células da linhagem de fibroblastos L929, como fonte de
M-CSF (do inglés, macrophage colony stimulating factor) previamente coletado. As
células obtidas foram semeadas em frasco de cultura 150 cm?(Corning), em 20 ml de

meio para diferenciagédo, a 37°C e a 5% de CO», por 6 dias. Apos esse periodo, as

células foram removidas do frasco de cultura com tampao de PBS 5% SFB 2 mM
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e centrifugadas a 500 g x 5 minutos. As
células foram semeadas em placas de 96 pocos em 100 ul na densidade de
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0,8 - 1 x 10 ° células/pogo e cultivadas overnight em DMEM completo com 20% de
meio condicionado de L929 , a 37°C e a 5% de CO».

3.4 Obtencao de macréfagos derivados de mondécitos humanos

Buffy coats de doadores saudaveis foram obtidas de acordo com protocolos
aceitos pelo conselho de revisdo institucional da Universidade de Bonn (votos locais
de ética Lfd. Nr. 075/14). Os macrofagos derivados de mondécitos humanos (hMDMs)
foram obtidos através da diferenciagcao de mondcitos CD14* em meio complementado
com 500 U/ml de hGM-CSF ou M-CSF recombinantes (ImmunoTools, Friesoythe,
Alemanha) e incubados para diferenciagdo completa em meio RPMI, contendo 10%
FBS, hepes 10 mM, L-glutamina 2 mM e 100U/ml de estreptomicina e penicilina
(Thermo Fischer) durante 3 dias (Figura 8C). Em resumo, as PBMC humanas foram
obtidas de camadas leucoplaquetarias de doadores saudaveis por centrifugagédo em
gradiente de densidade em Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Chicago, IL, EUA).
Em seguida, as células mononucleares de sangue periférico (PBMCs, do inglés
peripheral blood mononuclear cells) foram incubadas a 4°C com microesferas
magneéticas conjugadas com anticorpos monoclonais anti-CD14 humano (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemanha). Em seguida, os monécitos CD14* foram
magneticamente isolados utilizando uma coluna MACS colocada num campo
magnetico como indicado pelo fabricante (Miltenyi Biotec) e cultivadas para
diferenciagao.
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Figura 8 — Obtencao dos diferentes macréfagos utilizados
A

V\”
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| (hMDM)
LA ] GM-CSF/M'CSF

(A) Os macroéfagos peritoneais (PMs) foram obtidos 4 dias ap6s a injegéo de solugao de Starch 1,5%.
(B) Para obtengéo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM), as células precursoras foram
cultivadas por 6 dias com 20% de meio condicionado de L929 rico em M-CSF. (C) Mondcitos humanos
CD14* foram isolados a partir de buffy coats de doadores saudaveis e cultivados por 3 dias em meio
contendo rhGM-CSF ou rhM-CSF para a geragdo de macrofagos humanos derivados de mondcitos
(hMDM). Fonte: autoria prépria, com utilizagdo de elementos do banco de imagem SMART Server
Medical ART (https://smart.servier.com/), e do PNG Tree Vectors ( https://pt.pngtree.com/) consultados
em 27/04/2019.

3.5 Tratamento com LPS e inibidores

Antes da estimulagdo com os agonistas de inflamassoma, o meio de cultura
overnight foi descartado e substituido pelo meio OptiMem (Thermo Fischer) livre de
SFB. Para induzir a transcricdo das proformas dos componentes do inflamassoma, as
células foram tratadas com LPS (200 ou 500 ng/ml) (InvivoGen, S&o Diego, CA, EUA)
por 3 h e esse foi mantido em cultura por todo o tempo de estimulacao.
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Os inibidores E64D (25 uM) (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, EUA),
Ca-074Me (25 pM) (Sigma-Aldrich), CAA 0225 (Millipore, Burlington, MA, EUA) foram
adicionados 1,5 h antes do priming com LPS e mantidos por todo o tempo na cultura.
Os inibidores Citocalasina D (5 pyM) (Sigma-Aldrich), BAPTA-AM (100 uM) (Thermo
Fisher), trans-NED19 (100 uM) (Enzo Life Sciences,Farmingdale, NY, EUA) foram
adicionado depois do tratamento com LPS e 1,5 h antes do estimulo com os agonistas
e o inibidor VX-765 (Selleckchem, Houston, TX, EUA) foi adicionado 10 minutos antes
da estimulagdo com os ativadores de inflamassoma.

O efluxo de K* foi inibido através da utilizagdo de meio OptiMem suplementado
com 30 mM de KCI durante todo o tempo de estimulo com os ativadores de
inflamassoma. Como controle da adicao de KCI e para avaliar o papel do efluxo de
CI, as células foram cultivadas em meio contendo 30 mM de NaCl durante todo o
tempo de estimulo.

3.6 Estimulagao com agonistas de inflamassomas

Para entrega no citosol celular, a flagelina de S. typhimurium (Invivogen) foi
inserida em vesiculas lipidicas catidbnicas, chamadas DOTAP (dioleoyl!
trimethylammonium propane) (Roche, Basel, Suig¢a), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Brevemente, a flagelina purificada foi adicionada ao DOTAP, na
concentragédo de 1 pg de flagelina para cada 5 pl de DOTAP, na presenga de HBS
(HEPES-salina tamponada). Essa mistura foi homogeneizada por 1 minuto e, ent&o,
mantida por 15 minutos em temperatura ambiente para a formacdo de complexos
estaveis gerados espontaneamente. Apds esse periodo, o0 preparado
flagelina/DOTAP foi diretamente adicionado as culturas (1-6 pg/ml, 1.5-6 h). Dessa
maneira, a flagelina foi levada ao citosol celular, como tem sido descrito na
literatura05116.121.19%8, Como controle, as células também foram estimuladas com a
vesicula DOTAP vazia. A flagelina obtida de S. typhimurium é capaz de adentrar o
citosol celular sem o auxilio do DOTAP e para o estimulo com a flagelina em sua
forma livre, adicionou-se a quantidade apropriada de flagelina diretamente as culturas.

Os cristais de acido urico (MSU, do inglés Monosodium Urate Crystals)
(100 pg/ml, 6 h) (Invivogen), e de silica (250 pg/ml, 6 h) foram acrescidos diretamente
as culturas. Apos a adigao dos cristais, a placa de cultura foi centrifugada a 400 x g 5

minutos.
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Os plasmideos codificando as proteinas BsaK de B. thailandensis e Prgl de S.
typhimurium fusionadas ao dominio N-terminal da LT (BsaK-Lfn e Prgl-Lfn,
respectivamente) foram gentilmente doados pelo Dr. Feng Shao (National Institute of
Biological Sciences, Pequim, China) e as proteinas foram purificadas pelo Dr. Mathias
Gayer. Dr. Matthew Mangan e David Fu3holler (l11). A BsaK (100 ng/ml) e a Prgl (500
ng/ml) foram entregues ao citoplasma com o auxilio do antigeno protetor (PA, do
inglés protective antigen) (List Biologicals, EUA) de anthrax (1 ug/ml). As combinagdes
de PA + BsaK e PA + Prgl foram diretamente adicionadas a cultura por 1,5 h.

3.7 Deteccao de citocinas por ELISA e HTRF

A liberacédo de IL-1a e IL-13 para o sobrenadantes das culturas de PMs foi
determinada por ELISA (do inglés, Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) sandwich
de captura utilizando o kit comercial proveniente da empresa BD (Becton Dickinson,
Mountain View, CA, EUA), da empresa R&D System (Minneapolis, MN, EUA) ou da
empresa e-Bioscience (San Diego, CA, EUA) de acordo com as instrugbes dos
fabricantes.

A deteccdo de IL-1B3 e TNF-a nos sobrenadantes das culturas de BMDMs e
hMDMs foi determinada por Homogeneous Time Resolved Fluorescence (HTRF),
utilizando kits comerciais da empresa CisBio (Codolet, Franga) de acordo com as
instru¢des do fabricante.

3.8 Imunofluorescéncia para avaliagao da formacao de speck de ASC

A formacao de inflamassomas foi avaliada através da deteccéo da formagao de
specks de ASC por imunofluorescéncia. Os BMDMs provenientes de animais ASC
mCitrine foram semeados na densidade de 0,8 x 10° células/pogo em 100 ul e
cultivados overnight em placa de 96 pogos de vidro para microscopia (Sigma). Como
descrito no item 3.5, os BMDMs foram estimulados na presencga do inibidor VX-765
para evitar a perda de specks decorrente da indugao de piroptose. Apds o estimulo, a
placa foi centrifugada a 400 x g 5 minutos e o sobrenadante descartado. As células
foram fixadas com 100 pl de paraformaldeido a 4% por 30 minutos. Em seguida, foram
lavadas duas vezes com PBS e a placa foi centrifugada (400 x g, 5 minutos) entre as
lavagens. Entéo, os acidos nucléicos foram corados com 100 ul de PBS contendo 2,5
MM de DRAQS (eBioscience).
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As imagens foram obtidas usando o microscépio de epifluorescéncia ZEISS
Axio Observer. Z1, com a objetiva de 20X (seca, PlanApochromat, NA 0,8), Axiocam
506 mono e com o auxilio do software ZEN Blue (ZEISS, Oberkochen, Alemanha),
seguido de analise com o software Cell profiler (Harvard e MIT, MA, EUA). Para
imagens representativas, foi utilizado um sistema confocal Leica TCS SP5 SMD (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para microscopia de varredura a laser confocal.
As imagens foram adquiridas com objetiva 63X, analisadas com o software Fiji
(Github).

3.9 Deteccao de atividade de caspase-1

A atividade da caspase-1 ativa foi medida por bioluminescéncia utilizando o kit
Caspase-Glo® (Promega, Madison, Wi, EUA) conforme as instru¢des do fabricante.
Em resumo, apds o estimulo, 50 ul do sobrenadante da cultura foi incubado com o
Z-WEHD-aminoluciferina, substrato luminogénico da caspase-1 ativa. Apos a
clivagem desse substrato pela caspase-1 ativa, o substrato da luciferase
(aminoluciferina) é liberado, resultando na reagéo da luciferase e producéo de luz.
Apds 90 minutos de incubagdo com o substrato, a luminescéncia foi registrada.

3.10 Analise de viabilidade celular

A viabilidade celular de PMs foi avaliada utilizando o microscépio Incucyte
Zoom (Essen BioScience, Ann Arbor, MI, EUA). As células (5x10° células/pogo em
placa de 24 pogos) foram estimuladas como descrito no item 3.6 em meio contendo
5 ug/ml de brometo de etidio (BrEt) (Sigma) ou 25 nM de Syfox Green (Thermo
Fisher Scientific). As células que perderam a integridade da membrana, permitiram a
difusdo de EtBr ou Syfox Green para o interior do citosol. A perda da integridade da
membrana plasmatica € um indicativo de morte celular necrética, como descrito por
Lage e colaboradores 2%2, As imagens foram obtidas em tempo real e analisadas com
o software Incucyte Live Cell Analysis System.

Apos a estimulagcdo de BMDMs, o sobrenadante foi recolhido para a analise de
producéo de citocinas e a viabilidade das células foi avaliada através do uso do ensaio
Cell Titer Blue (Promega) conforme as instrugbes do fabricante. Em resumo, a
viabilidade foi avaliada através da capacidade de células viaveis de reduzir o corante
resaurina em resofurina. Como controle positivo de viabilidade, as células foram

incubadas apenas com meio de cultura. Como controle negativo, as células foram
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tratadas com solucdo de PBS 0,1% Triton para gerar a lise da célula. As células foram
incubadas por 90 minutos a 37 °C com 50 ul de meio contendo resaurina. Apos o

periodo de incubagao a fluorescéncia emitida a 560/690 nm foi registrada.

3.11 WB para deteccao de HMGB1, IL-1$3 e caspase-1 bioativas

A secrecédo de IL-1B (p17) e presenga de caspase-1 ativa (p20) foi analisada
por SDS-PAGE do sobrenadante seguido de WB com anticorpo especifico para IL-1f3
(R&D System, Minneapolis, MN, EUA), caspase-1 (gentiimente fornecido pelo Dr.
Vishva Dixit, Genentech) ou HMGB1 (Abcam, Cambridge, UK). Apos os estimulos, os
sobrenadantes foram coletados e as proteinas presentes no sobrenadante foram
concentradas por precipitagdo com metanol/cloroférmio como descrito previamente?®3
e entdo ressuspendidas em tampao contendo SDS e aquecidas a 100°C por 5
minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE
usando o sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) de acordo com as
instru¢des do fabricante.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF (Merck-
Millipore, Billerica, MA, EUA). A transferéncia foi realizada utilizando o método umido
(101 V, 1 h). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada por 1 h com solugéo
bloqueadora (TBS-Tween-leite 5%). Posteriormente, a membrana foi incubada
overnight com o anticorpo primario e depois por 1 h com o anticorpo secundario da
empresa Santa Cruz (Dallas, TX, EUA), marcado com peroxidase. A detecgdo dos
imunocomplexos foi realizada pelo método de quimioluminescéncia utilizando ECL
caseiro (1.24 mM luminol, 0.196 mM acido p-cumarico, 0.1M Tris-HCI pH 8, 3% H202).

A presenca das proformas de IL-1B (p35), caspase-1 (p45) e B-actina foi
avaliada por SDS-PAGE do extrato celular (as células foram lisadas diretamente no
tampdo SDS) seguido de WB com anticorpo especifico para IL-1j3,
caspase-1 e B-actina (Sigma), como descrito para o sobrenadante.

3.12 Representacgao grafica e analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em duplicatas ou triplicatas técnicas.
Em seguida, a média das replicatas técnicas foi calculada e a média de dois ou mais
experimentos foram agrupadas e representadas nos graficos. Cada experimento foi
representado por um simbolo diferente.

As analises estatisticas foram realizadas para experimentos com n>3,



66

utilizando o software computacional Graphpad Prism, da companhia Graphpad
Software Incorporation, versédo 8. Os testes usados foram ANOVA ou t-test. Valores
de p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,001(***) e p<0,0001(****) foram considerados
estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS
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4.1 A flagelina purificada de S. typhimurium, tanto em sua forma livre como
inserida em vesiculas lipidicas, é capaz de ativar inflamassoma em PMs e
BMDMs.

Para confirmarmos o potencial da flagelina purificada de S. typhimurium em
induzir respostas efetoras mediadas por inflamassomas, estimulamos PMs
previamente tratados com LPS (para induzir a transcrigdo de componentes do
inflamassoma) com a flagelina em sua forma livre (Fli) ou inserida na vesicula lipidica
cationica DOTAP (FliDot) (Figura 9). As duas preparagdes de flagelina, mas néo a
vesicula DOTAP vazia, foram capazes de induzir a secregéo de IL-1(3 e a clivagem de
caspase-1 (Figura 9A,B,C). A realizagdo de ensaios de WB confirmaram que ambas
as estratégias de estimulagdo com flagelina induziram a clivagem da pro-caspase-1 e
da pro-IL-1[3, gerando a liberagdo das formas maduras dessas proteinas que foram
detectadas no sobrenadante das culturas (Figura 9B,C). Contudo, a FliDot induziu
respostas mais pronunciadas (Figura 9A,B,C).

Interessante, também observamos que a estimulacdo com a FliDot, mas nao
com a Fli, levou a rapida incorporagao de BrEt, um indicativo da perda de integridade
da membrana celular e de morte celular necrética (Figura 9D). Ainda que a Fli ndo
induza uma frequéncia de morte celular significativamente maior que o tratamento
com LPS, essa € capaz de gerar a ativacao de caspase-1 e secregao de IL-1f3 ativa.
Em conjunto, esses resultados sugerem que a morte celular contribui para a liberagéo
robusta de IL-1B8 mas que a secre¢ao dessa citocina pode ocorrer também por células
viaveis, como previamente descrito por outros grupos 151154,

BMDMs sao células amplamente utilizadas como modelo para avaliar a
ativagcao de inflamassomas. A estimulagédo de BMDMs com as duas preparacgdes de
flagelina também induziu a liberagdo de IL-13 e, assim como observado em PMs
(Figura 9), a FliDot induziu a secrecdo de maiores niveis de IL-13 em comparagao
com a Fli e a vesicula DOTAP vazia nao foi capaz de ativar o inflamassoma (Figura
10A). Além disso, a entrega da proteina BsaK ao citoplasma, outro agonista do
inflamassoma NAIP/NLRC4, induziu niveis ainda maiores de IL-1B (Figura 10A) em
comparagao com a flagelina. Também pudemos observar que somente as células
tratadas com LPS produziram TNF-a (indicativo de ativagdo do NF-xB) e que essa

nao foi afetada pela estimulagdo com os agonistas de NAIP/NLRC4 (Figura 10B). Em
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conjunto, esses dados mostram o potencial da flagelina em induzir respostas

mediadas por inflamassomas, independente da fonte de macrofago utilizada.



Figura 9 - A flagelina purificada de S. typhimurium, tanto em sua forma livre

como inserida em vesiculas lipidicas, é capaz de ativar o inflamassoma.
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(A) Macréfagos peritoneais (PMs) de animais wild-type (WT) (5x105células/pogo) foram tratados com
LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com flagelina ultrapura extraida de Salmonella typhimurium na sua
forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h), inserida no DOTAP (FliDot) (3 pg/ml, 3 h) ou com a vesicula DOTAP
vazia (3 h). A secregdo de IL-1B foi avaliada no sobrenadante das culturas por ELISA. A barra
representa a média de quatro experimentos independentes realizados em triplicatas técnicas + SD,
**p<0,01 (One-way ANOVA) quando comparado a células tratadas somente com LPS ou com
LPS + DOTAP. PMs (1x10° células/pogo) foram tratados com LPS (500 ng/ml, 3 h) e estimulados com
Fli por (3 pg/ml, 6 h) (B), com a vesicula DOTAP vazia ou FliDot (1 pg/ml, 1,5 h) (C) e a secrecao da
forma ativa de IL-1(3 e de caspase-1, IL-1B foram detectadas por western blot (WB) no sobrenadante
das culturas e a pro-caspase-1 (B,C), pro-IL-1 (C), B-actina (C) foram detectadas por WB nos extratos
celulares (B, C). Dados representativos de dois experimentos independentes. (D) PMs (1x108
células/pogo) foram tratados com LPS por (500 ng/ml, 3 h) e estimulados com Fli (3 pg/ml), com DOTAP
vazia ou com FliDot (3 pg/ml) por 90 minutos. A citotoxicidade foi avaliada pelo nimero de PMs corados
com brometo de etidio (BrEt) (vermelho, ndcleo), que representam as células permeabilizadas,
contabilizadas nos tempos indicados utilizando o Incucyte Live Cell Analysis System; dados
representativos de triplicatas experimentais de dois experimentos independentes. Painel representativo
com imagens de PMs tratados com os estimulos indicados apos 50 minutos. (A) Cada simbolo
representa um experimento independente.

Figura 10 - A flagelina de S. typhimurium induz a ativagao do inflamassoma
em BMDMs.
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Macréfagos derivados da medula éssea (BMDMs) (1x10° células/pogo) de animais wild-type (WT) foram
tratados ou ndo com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com flagelina ultrapura extraida de Salmonella
typhimurium na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h), com a vesicula DOTAP vazia (3 h), com a flagelina
ultrapura extraida de S. typhimurium inserida na vesicula DOTAP (FliDot) (3 pg/ml, 3 h) ou com BsaK
(100 ng/ml, 1,5 h) + PA (1 pg/ml, 1,5 h). A secrecdo de IL-1B (A) e de TNF-a (B) foi avaliada no
sobrenadante das culturas por HTRF. As barras representam a média de trés experimentos
independentes realizados em triplicatas técnicas + SD, *p<0,05, ****p<0,0001 (one-way ANOVA) em
relacdo ao Controle, LPS ou LPS + DOTAP. Cada simbolo representa a média de um experimento
independente.

4.2 A flagelina purificada de S. typhimurium induz liberagdo de DAMPs.

Além dos mecanismos efetores classicos do inflamassoma, acredita-se que a
ativagdo desses complexos leva a secregao de DAMPs, contribuindo para propagar a
inflamacg&o'60.165-16°  Em contraste com o observado para a IL-1B, apenas o pré-
tratamento com o LPS ja foi capaz de induzir a liberagdo de IL-1a para o sobrenadante
das culturas, indicando que a secre¢ao de IL-1a pode ocorrer mesmo na auséncia da
ativagao do inflamassoma. Contudo, a estimulagao com a flagelina leva a um aumento
na secregao dessa alarmina (Figura 11A). PMs parecem ter uma secrecéo basal de
HMGB1 e o tratamento com FliDot induziu a liberacdo de maiores quantidades de
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HMGB1 mesmo na auséncia do priming (Figura 11B). Esses dados indicam que o
tratamento de PMs com flagelina induz a liberagdo dos DAMPs IL-1a e HMGB1, que

parecem ser diferencialmente regulados.

Figura 11 — A flagelina induz a secre¢cao de DAMPs.
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(A) Macrofagos peritoneais (PMs) (5x10° células/pogo) obtidos de animais wild-type (WT) foram
tratados com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com flagelina ultrapura extraida de Salmonella
typhimurium na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h). A secrecédo de IL-1a foi avaliada no sobrenadante
das culturas por ELISA. As barras representam a média de trés experimentos independentes realizados
em ftriplicatas técnicas + SD, *p<0,05 (paired t-test). Cada simbolo representa a média de um
experimento independente. (B) PMs (3x108 células/pogo) obtidos de animais WT foram tratados com
LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados flagelina extraida de S. typhimurium inserida na vesicula lipidica
DOTAP (FliDot) (6 pg/ml, 6 h). A secrecdo de HMGB1 foi detectada por western blot (WB) dos
sobrenadantes das culturas. Dados representativos de dois experimentos independentes.

4.3 A ativagao do inflamassoma em resposta a flagelina é dependente de
NLRC4 e parcialmente dependente de NLRP3 em PMs.

A flagelina € um dos principais agonistas de NAIP5/NLRC4 estudados?®4. No
entanto, Qu e colaboradores descreveram o envolvimento de NLRP3 na otimizacao
da secregdo de IL-1B em resposta a flagelina''. Para verificar o requerimento de
NLRC4 e NLRP3 para a ativagdo do inflamassoma em resposta a flagelina,
estimulamos PMs deficientes para NLRC4 e deficientes para NLRP3 com a Fli para
descartar qualquer possivel interferéncia da vesicula de transfecg&o na ativagao de
NLRP3. Conforme esperado, macrofagos Nirc4” tiveram a secregdo de IL-1B
abolida (Figura 12), enquanto as células Nirp3”- apresentaram uma redugao nos niveis
de IL-1P (Figura 12). Esses dados confirmam o papel essencial e parcial de NLRC4 e
NLRP3, respectivamente, nas respostas a flagelina.
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Figura 12 — A secrecao de IL-18 em resposta a flagelina em PMs é dependente
de NLRC4 e parcialmente dependente de NLRP3

3.07 ¢ Exp. 1
>5d 4 Exp. 2 * WT

54 v Exp. 3 KKk Nirc4-

1.5+

1.04 A v-I-l

0.5' A )
0_0._.j__v_v:;ln_..t*A sty
LPS Fli
+LPS

IL-16 (ng/ml)

Macrdéfagos peritoneais (PMs) (5x10° células/pogo) de animais wild-type (WT), Nirc4” e Nirp3”- foram
tratados com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com flagelina ultrapura extraida de Salmonella
typhimurium na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h). A secrecédo de IL-13 foi avaliada no sobrenadante
das culturas por ELISA. As barras representam a média de quatro experimentos independentes
realizados em friplicatas técnicas + SD, *p<0,05; ***p<0,001 (Two-way ANOVA). Cada simbolo
representa a média de um experimento independente.

4.4 Ativacao do inflamassoma em resposta a flagelina é regulada por
catepsinas lisossomais e ocorre independente de fagocitose.

O nosso grupo descreveu que a transfecgdo de macréfagos com flagelina
derivada de B. subtilis (FLADot) é capaz de ativar uma via lisossomal que contribui
para a secrecgao de IL-1B em resposta a esse agonista’’. Até entdo, o extravasamento
das catepsinas lisossomais era comumente associado a ativacdo de NLRP3 em
resposta a agonistas particulados33.

Para avaliarmos se essa via lisossomal também era ativada pela flagelina de
S. thyphimurium, realizamos os estimulos na presenca de Ca-074Me, inibidor
presumidamente especifico de catepsina B, ou na presenca do inibidor de E64d,
inibidor de pancatepsinas. Como controle positivo do envolvimento de catepsinas na
ativagdo do inflamassoma, estimulamos os PMs com cristais de MSU e os BMDMs
com cristais de silica, agonistas particulados de NLRP3. A adigdo de Ca-074Me ou de
E64d a cultura reduziu de maneira semelhante a secrecéo de IL-13 em resposta ao
MSU (Figura 13A) em PMs, e a adicdo do Ca-074Me inibiu a secrecdo de IL-13 em
resposta a silica em BMDMs (Figura 13B). No entanto, o Ca-074Me nao parece

impactar a secrecéo de IL-13 em resposta ao ATP em PMs, sugerindo que a inibicao
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da catepsina B ndo impacta a liberagéo de IL-13 em resposta a todos os agonistas de
NLRP3 (Figura 13A).

Assim como visto para a FLADot, a inibicdo das catepsinas reduziu a liberagao
de IL-1B em resposta a Fli em PMs e BMDMs (Figura 13A,B) e também a FliDot
(Figura 13B). Novamente, a vesicula lipidica vazia n&o foi capaz de induzir a secregéo
de IL-1B. A flagelina parece desencadear a via lisossomal independentemente da
estratégia utilizada para a sua entrega ao citoplasma, uma vez que a liberagao de IL-
1B gerada pela Fli ou pela FliDot foi afetada pela inibicdo das catepsinas.

O tratamento com Ca-074Me foi capaz de diminuir a liberagdo de IL-13 sem
qualquer impacto na producdo de TNF-q, indicando que a ativagdo de
NF-«xB ndo foi afetada. Ainda, a concentragao de Ca-074Me utilizada nao foi citotdxica
para BMDMs, como avaliada por CTB (Figura 13D) e tampouco para PMs, uma vez
que a adi¢ao do inibidor a cultura ndo induziu a incorporagao do corante Sytox Green,
que é impermeavel a células com a membrana integra (Figura 13E). Além disso, o
tratamento com o inibidor n&o alterou a frequéncia de morte induzida pela flagelina
(Figura 13D,E), indicando que o Ca-074Me ndo atua modulando a morte celular, como
descrito anteriormente por nosso grupo?'.

O préoximo passo foi avaliar se a fagocitose seria 0 mecanismo responsavel
pela internalizac&o da flagelina e consequente ativagédo do inflamassoma. Para isso,
estimulamos PMs com Fli e FliDot (Figura 13F) na presenga de citocalasina D, um
inibidor de fagocitose. Como controle positivo de ativagdo de inflamassoma
dependente de fagocitose, utilizamos o MSU (Figura 13F), uma vez que para ativagao
do inflamassoma NLRP3 em resposta a material particulado é necessario que ocorra
a internalizagdo da particula via fagocitose®. A adi¢do de citocalasina D ao meio de
cultura inibiu a secregéo de IL-1 induzida pelo MSU de maneira significativa, como
esperado. No entanto, tanto a Fli como a FliDot foram capazes de induzir a liberagao
de IL-13 mesmo com a inibicdo da fagocitose, indicando que esse € um mecanismo
dispensavel para a internalizagdo da flagelina e ativagdo do inflamassoma (Figura
13F).
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Figura 13 — As catepsinas lisossomais contribuem para a secrecao de IL-18.
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(A) Macrofagos peritoneais (PMs) (5x10°%células/pogo) obtidos de animais wild-type (WT) foram
tratados ou ndo com os inibidores de catepsina Ca-074Me e E64d (25 pM, 1,5 h). Em seguida, foram
tratados com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com flagelina ultrapura extraida de Salmonella
typhimurium na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h), com MSU (100 pg/ml, 6 h) ou com ATP (5 mM, 30
minutos) na presencga dos inibidores. A secrecao de IL-1B foi avaliada no sobrenadante das culturas
por ELISA. As barras representam a média de um ou dois experimentos independentes realizados em
triplicatas técnicas + SD. (B-D) Macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) (1x10° células/pogo)
de animais WT foram tratados ou nao com Ca-074Me (25 uM,1,5 h). Em seguida, foram tratados ou
néo com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica (250 pg/ml, 6 h), com Fli (3 pg/ml, 3 h), com a
vesicula DOTAP vazia (3 h) ou com a flagelina inserida na vesicula DOTAP (FliDot) (3 pg/ml, 3 h) na
presenca do inibidor. A secregao de IL-13 (B) e de TNF-a (C) foi avaliada no sobrenadante das culturas
por HTRF e a viabilidade celular foi verificada pelo ensaio Cell Titer Blue (CTB) (D). (B-D) As barras
representam a média de trés experimentos independentes realizados em triplicatas técnicas + SD.
*p<0,05; ****p<0,0001; ****p<0,0001 (two-way ANOVA). (E) PMs (5x105células/pogo) obtidos de
animais selvagens foram tratados ou ndo com Ca-074Me (25 uM, 1,5 h) e, em seguida, foram tratados
com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com DOTAP ou FliDot (3 pg/ml). A citotoxicidade foi avaliada
pelo niumero de PMs marcados com Sytox Green, que representam as células permeabilizadas,
contabilizadas nos tempos indicados utilizando o Incucyte Live Cell Analysis System; dados
representativos de triplicatas experimentais. (F) PMs (5x10%células/pogo) de animais WT foram tratados
com LPS (200 ng/ml, 3 h) e posteriormente tratados ou ndo com Citocalasina D (5 uM, 1,5 h). Em
seguida, foram estimulados com MSU (100 pg/ml, 6 h) com Fli (3 pg/ml, 3 h), com a vesicula DOTAP
vazia ou com FliDot (3 pg/ml, 3 h). A secrecgao de IL-1(3 foi avaliada no sobrenadante das culturas por
ELISA. As barras representam a média de dois experimentos independentes realizados em triplicatas
técnicas + SD. (A,E) Cada simbolo representa um experimento independente. (A-D, F) Cada simbolo
representa a média de um experimento independente.
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4.5 A IL-1B8 induzida por flagelina ndao é regulada por catepsinas em

macroéfagos primarios humanos.

Em macréfagos de camundongos, nossos dados sugerem que a inibicdo da
catepsina diminui a liberagdo de IL-1B em resposta a flagelina por um mecanismo
independente da inducdo de morte celular e sem impactar a ativagao de NF-«B.

Para investigar se as catepsinas regulam a secrecgéo de IL-13 em resposta a
agonistas de NLRC4 em macréfagos humanos primarios, geramos hMDMs
diferenciados com GM-CSF (hGM-MDMs) ou M-CSF (hM-MDMs). Em contraste com
o observado em células murinas, os niveis de IL-13 nos sobrenadantes de cultura de
hGM-MDMs ou hM-MDMs n&o foram significativamente afetados pelo tratamento com
Ca-074Me em resposta a FliDot (Figura 14A,D). Além disso, o Ca-074Me nao diminuiu
a liberagdo de IL-1B em resposta a Prgl, componente de T3SS e agonista de
NAIP/NLRC4 (Figura 14A,D). Como foi observado nas células murinas, o Ca-074Me
nao afetou a producdo de TNF-a (Figura 14B,E) ou a viabilidade celular (Figura
14C,F). Os dados obtidos com os hMDMs sugerem que as catepsinas nao participam

da ativagao do inflamassoma em resposta a flagelina nessas células.
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Figura 14 — A IL-1B induzida por flagelina nao é regulada por catepsinas em

macréfagos humanos
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Macrofagos humanos diferenciados a partir de mondcitos CD14* (hMDMs) (1x10° células/pogo)
diferenciados com rhGM-CSF (A,C,E) ou com rhM-CSF (B,D,F) foram tratados ou nao com Ca-074Me
(25 uM,1,5 h). Em seguida, foram tratados ou nao com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica
(250 pg/ml, 6 h), com Prgl (500 ng/ml, 1,5 h) + PA (1 yg/ml, 1,5 h) ou com flagelina ultrapura extraida
de Salmonella typhimurium inserida na vesicula DOTAP (FliDot) (3 ug/ml, 3 h) na presenca do inibidor.
A secregéao de IL-1(3 (A,B) e de TNF-a (C,D) foi avaliada no sobrenadante das culturas por HTRF e a
viabilidade celular foi verificada pelo ensaio Cell Titer Blue (CTB) (E,F). As barras representam a média
de trés experimentos independentes realizados em triplicatas técnicas £+ SD. *p<0,005; ***p<0,001;
****p<0,0001 (two-way ANOVA). (A-F) Cada simbolo representa a média de um experimento
independente.

4.6 A delecao simultanea das catepsinas B, C e S reduz a liberagao de IL-1.

Dados da literatura indicam que nas concentragdes que o Ca-074Me é capaz
de inibir a liberacdo de IL-1B dependente de NLRP3, esse pode inibir multiplas
catepsinas®'®. Ainda, as catepsinas B, C, L, S e Z podem ter papéis redundantes na
ativacdo do NLRP3 e a delegéo genética de apenas uma catepsina especifica pode
ndo ser suficiente para revelar seu papel 8. Para termos evidéncia genética do
envolvimento das catepsinas na liberagado de IL-1[3, utiizamos BMDMs deficientes
para as catepsinas B, C e S (BCS”). A redugao da liberagdo de IL-1B pelas células
BCS” em resposta a silica e ao FliDot foi comparavel a inibicdo promovida pelo Ca-
074Me nas células WT (Figura 14A), sem ter qualquer efeito sobre a viabilidade celular
ou na secregdo de TNF-a (Figura 14B,C). No entanto, as células BCS” tratadas com

Ca-074Me liberaram ainda menos IL-183, indicando que outras catepsinas podem
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desempenhar um papel minoritario na ativacao do inflamassoma em resposta a silica
e flagelina (Figura 14A). Como s6 pudemos realizar um experimento com as células
BCS, outras repeticbes sdo necessarias para confirmar esse resultado.

Ja foi sugerido que a catepsina L contribui para a ativagdo de NLRP3 em
resposta a agonistas particulados e que essa possui papéis redundantes com a
catepsina B8, Para verificar se a catepsina L estaria envolvida, estimulamos BMDMs
WT com o inibidor especifico da catepsina L CAA 0225. A adigdo desse inibidor foi
capaz de reduzir significativamente a liberagéo de IL-13 em resposta a silica, mas nao
em resposta a FliDot, sugerindo que a catepsina L & dispensavel para ativagdo do

inflamassoma em resposta a flagelina (Figura 14D).

Figura 15 — A delegao simultanea das catepsinas B,C,S reduz a liberagao de IL-
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(A-C) Macrofagos derivados da medula éssea (BMDMs) (1x10° células/pogo) de animais wild-type (WT)
ou BCS” foram tratados ou ndo com Ca-074Me (25 uM,1,5 h). Em seguida, foram tratados ou ndo com
LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica (250 pg/ml, 6 h) ou com flagelina ultrapura extraida de
Salmonella typhimurium inserida na vesicula DOTAP (FliDot) (3 pg/ml, 3 h) na presenca do inibidor. A
secregao de IL-18 (A) e de TNF-a (B) foi avaliada no sobrenadante das culturas por HTRF e a
viabilidade celular foi verificada pelo ensaio Cell Titer Blue (CTB) (C). Os niUmeros representam a média
de duplicatas experimentais de um experimento. (D) BMDMs de animais WT foram tratados ou nao
com Ca-074Me (25 uM, 1,5 h) ou com CAA 0225 (25 uM,1,5 h). Em seguida, foram tratados ou ndo com
LPS por (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica (250 pg/ml, 6 h) ou com (FliDot) (3 ug/ml, 3 h) na
presenca dos inibidores. A secrecao de IL-1p foi avaliada no sobrenadante das culturas por HTRF. As
barras representam a média de dois experimentos independentes realizados em ftriplicatas técnicas
+ SD. Cada simbolo representa a média de um experimento independente.
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4.7 A mobilizagdo de Ca?* de estoques lisossomais contribui para regular a

secrecao de IL-1B.

Como ja foi descrito que o dano lisossomal pode participar upstream a
alteracdes no balanco i6nico e dessa maneira contribuir com a ativagdo do
inflamassoma®>28, o préximo passo foi investigar se a mobilizagdo de ions também
poderia contribuir para a ativagado do inflamassoma em resposta a flagelina. Para
bloquearmos o efluxo de K*, nds estimulamos os PMs em meio contendo altas
concentragbes de KCI e avaliamos a secregcdo de IL-1B. O bloqueio do efluxo
intracelular de K* inibiu a secrec¢ao de IL-1 em resposta ao MSU, como esperado,
mas nao teve efeito na IL-1 liberada em resposta a Fli. Ainda, a estimulagcdo dos PMs
com MSU e Fli em meio contendo altas concentracdes de NaCl ndo foi capaz de
alterar a producgao de IL-13 em resposta aos estimulos, indicando que o bloqueio do
efluxo de K" intracelular, mas ndo o de CI, afetou a resposta induzida pelo MSU e
que o efluxo desses ions parece ndo ser importante para modular as respostas a Fli
(Figura 15).

Para verificarmos se o influxo de Ca?* de reservatdrios intracelulares poderiam
influenciar na resposta a flagelina, estimulamos os PMs na presenca de BAPTA-AM,
um quelante de Ca?* intracelular, ou na presenca de Ned-19, um analogo estrutural
de NAADP. Esse inibidor se liga diretamente receptores de NAADP em lisossomos,
impedindo o transporte de Ca?* dessa organela. A adigdo de BAPTA-AM reduziu
parcialmente a secrecdo de IL-13 em resposta ao MSU, mas nao teve efeito na
liberagcdo de IL-1B induzida pela flagelina (Figura 16). No entanto, os dados obtidos
com Ned-19 foram interessantes, uma vez que esse inibidor reduziu significativamente
a liberagcdo de IL-1B em resposta a Fli e ao MSU (Figura 16). A sinalizagdo via
liberagdo de Ca?* é importante para o funcionamento dos lisossomos 2°° e a inibigdo
promovida pelo Ned-19 com a consequente inibicdo de IL-1B reforcam a importancia
do lisossomo para a ativagéo do inflamassoma em resposta a flagelina e ao MSU.
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Figura 16 - A mobilizagdo de Ca?* de estoques lisossomais contribui para
regular a secrecao de IL-1B.
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Macréfagos peritoneais (PMs) (5x10%células/pogo) obtidos de animais wild-type (WT) foram tratados
com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com MSU (100 ug/ml, 6 h) ou com flagelina ultrapura extraida
de Salmonella typhimurium na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h), na presenga de 30 mM de KCI ou
NaCl. Os inibidores BAPTA-AM e Ned-19 (100 pM) foram adicionados 1,5 h antes dos estimulos com
MSU ou Fli. A secrecdo de IL-1B foi avaliada no sobrenadante das culturas por ELISA. As barras
representam a média de até quatro experimentos independentes realizados em ftriplicatas técnicas
+ SD. Cada simbolo representa a média de um experimento independente.

4.8 Catepsinas lisossomais modulam a producao de IL-1B em resposta a

flagelina independentemente da ativacdao de NLRP3.

Dado que as catepsinas lisossomais e a mobilizacdo de ions sao vias
comumente relacionadas a ativagdo de NLRP3 133, o0 qual esta parcialmente envolvido
com a resposta a flagelina (Figura 12) decidimos investigar se as catepsinas modulam
a liberacao de IL-1B por meio da ativacédo desse sensor. Para isso, estimulamos PMs
e BMDMs WT e Nirp3” com Fli e FliDot, respectivamente, na presenca de Ca-074Me.
Como visto em 4.3 (Figura 12), os PMs Nirp3” secretaram niveis mais baixos em
comparacao com o WT (Figura 17A). No entanto, os BMDMs deficientes para Nirp3
apresentaram niveis comparaveis de IL-13 em relacdo aos BMDMs WT (Figura 17B).

Apesar dessa diferenca no requerimento de NLRP3 para a ativagcdo do
inflamassoma em resposta a flagelina, a produgdo de IL-13 por PMs e BMDMs

Nirp3” foi afetada na mesma extenséo que as células WT na presencga do Ca-074Me,
indicando que o inibidor modula a liberacdo de IL-13 de maneira independente da
ativacao de NLRP3 (Figura 17A,B) nos dois tipos celulares. Interessante, em contraste

com o observado para a flagelina, a secregéo de IL-1( induzida por BsaK, componente
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de T3SS, parece ser independente da atividade das catepsinas (Figura 17B) e
tampouco foi diminuida em células Nirp3™.

Uma outra estratégia para verificarmos o papel do lisossomo na ativagédo do
inflamassoma e que essa via atuaria independentemente da ativacdo de NLRP3,
estimulamos BMDMs com a FliDot juntamente com a silica, que induz o rompimento
do lisossomo®. A combinagdo dos dois estimulos foi capaz de aumentar a producéo
de IL-1B8 mesmo por células NIrp3”. Uma vez que a resposta a silica € abolida em
BMDMs Nirp37, a IL-1B produzida em resposta a combinagdo da silica + FliDot ndo
foi dependente de NLRP3 e foi aparentemente dependente de NAIP/NLRC4. Ainda, o
tratamento com o Ca-074Me inibiu a secregédo de IL-13 nessa condi¢c&o, sugerindo
que a desestabilizagao lisossomal contribui para aumentar a liberagdo dessa citocina

mesmo na auséncia de NLRP3 (Figura 17B).

Figura 17 - As catepsinas atuam independentemente de NLRP3 na secrec¢ao de
IL-1B
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(A) Macréfagos peritoneais (PMs) (5x105células/pogo) obtidos de animais wild-type (WT) ou Nirp3”
foram tratados ou ndo com Ca-074Me (25 pM). Em seguida, foram tratados com LPS (200 ng/ml, 3 h)
e estimulados com MSU (100 ug/ml, 6 h) ou com flagelina ultrapura extraida de Salmonella typhimurium
na sua forma livre (Fli) (3 pg/ml, 3 h) na presenga do inibidor. A secrecédo de IL-1f foi avaliada no
sobrenadante das culturas por ELISA. As barras representam a média de dois experimentos
independentes realizados em ftriplicatas experimentais + SD. (B-D) Macréfagos derivados da medula
ossea (BMDMs) (1x10° células/pogo) de animais WT ou Nirp3”- foram tratados ou ndo com Ca-074Me
(25 uM,1,5 h). Em seguida, foram tratados ou nao com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica
(250 pg/ml, 6 h), com BsaK (100 ng/ml, 1,5 h) + PA (1 pg/ml, 1,5 h) ou com flagelina ultrapura extraida
de S. typhimurium inserida na vesicula DOTAP (FliDot) (3 pg/ml, 3 h) na presenga do inibidor. A
secrecdo de IL-13 (B) e de TNF-a (C) foi avaliada no sobrenadante das culturas por HTRF e a
viabilidade celular foi verificada pelo ensaio Cell Titer Blue (CTB) (D). (A,C,D) As barras representam
a média de dois experimentos independentes realizados em triplicatas técnicas + SD. (B) Os numeros
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representam a média de dois ou quatro experimentos independentes + SD; **p<0,01; ***p<0,001;
***p<0,0001 (three-way ANOVA). (A-D) Cada simbolo representa a média de um experimento
independente.

4.9 Catepsinas participam da clivagem de IL-1$, mas nao sao requeridas para
induzir a formagao de specks de ASC e nem a maturagao de caspase-1.

Ja foi previamente sugerido que os inibidores de catepsinas, como o
Ca-074Me, interferem na transcrigado da pro-IL-1p3 (sinal 1) e também na secreg¢ao da
forma ativa dessa citocina (sinal 2) em resposta a agonistas de NLRP3 8'. Para
verificarmos se as catepsinas também seriam importantes para a transcricao da proé-
IL-1B (sinal 1) e/ou clivagem de IL-1 em resposta a flagelina, realizamos ensaios de
WB para avaliar a forma inativa e a forma ativa dessa proteina. Em macré6fagos
estimulados com flagelina na presengca de 12,5 yM ou 25 uyM de Ca-074Me né&o
conseguimos observar diferengas significativas na proforma de IL-13 (Figura 18).
Contudo, a adi¢ao de Ca-074Me foi capaz de reduzir claramente a presencga da forma
ativa de IL-1B no sobrenadante das culturas (Figura 18). Esse dado sugere que
diferentemente do que foi descrito para agonistas classicos de NLRP3, as catepsinas
nao parecem participar da sintese da pro-IL-13 em resposta a flagelina, mas sao
requeridas para a maturagao dessa citocina. Sendo assim, a inibicdo das catepsinas
nao parece impactar a atividade de NF-kB, uma vez que ndo afetou a sintese da
proforma de IL-18 e nem de TNF-a (Figuras 10B,13C, 15B, 17C), citocinas que tem a
transricdo génica mediada por esse fator.

Para verificarmos quais etapas da via da formacido do inflamassoma seria
afetada pela acdo das catepsinas, o proximo passo foi avaliar a formacédo de
agregados de ASC e a clivagem de caspase-1, etapas cruciais para a maturagéo da
IL-18 mediada por essa maquinaria. Os inflamassomas formados por NLRC4 sao
capazes de recrutar e ativar a caspase-1 diretamente ou através da molécula
adaptadora ASC. No entanto, os niveis de IL-1 sdo significativamente mais baixos
em macrofagos deficientes em ASC, indicando que a agregagéao de ASC em specks
permite uma a produgéo otimizada de IL-1B ''2. Como nossos dados sugerem que as
catepsinas contribuem para a secreg¢ao de IL-13 madura, e que a formacido de
agregados de ASC pode ser modulada por catepsinas lisossomais em resposta a
agonistas de NLRP3 8586 decidimos investigar se as catepsinas contribuem para a

formacdo de specks de ASC no nosso modelo. Para isso, utilizamos BMDMs de
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camundongos reporter (ASC-mCitrine). As células foram tratadas com Ca-074Me e,
para evitar a perda de specks de ASC devido a indu¢édo da morte celular por piroptose,
bloqueamos a atividade da caspase-1 com o inibidor VX-765 antes da estimulacao
com os agonistas de inflamassoma. A formagédo de specks de ASC-mCitrine em
resposta a silica foi inibida na presenca de Ca-074Me (Figura 19A,B). Diferentemente
do que foi observado para a silica, a inibicdo de catepsinas ndo reduziu a agregagao
de ASC em resposta a BsaK e nem a FliDot, sugerindo que as catepsinas modulam a
producéo de IL-13 por outro mecanismo (Figura 19A,B). Interessante, mesmo que a
Fli seja capaz de gerar a secrecédo de IL-13, € um fraco indutor de speck de ASC uma
vez que somente cerca de 1% das células formaram agregados de ASC.

A maturagdo da caspase-1 na forma ativa ocorre apds a ativagcdo do
NAIP/NLRC4 e pode ocorrer downstream a formacao do speck de ASC. A fim de
quantificar a atividade da caspase-1 nos sobrenadantes das células, utilizamos o
ensaio Caspase-Glo®. Em consonancia com o que foi observado para a formacao de
specks de ASC, a inibicdo das catepsinas reduziu parcialmente a atividade da
caspase-1 em resposta a silica, mas ndo em resposta aos ativadores da NAIP/NLRC4,
indicando que as catepsinas n&o contribuem para a clivagem de caspase-1 (Figura
19C). Em conjunto, esses dados indicam que as catepsinas nao séo requeridas para
a formagdo do complexo, mas sim para a clivagem de IL-1[, abrindo a possibilidade
de que as catepsinas modulam outras vias intracelulares que contribuem para induzir
a clivagem/liberagéo de IL-1[3.

Figura 18 - As catepsinas lisossomais contribuem com a clivagem de IL-1p.
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Macréfagos peritoneais (1x10° células/pogo) de camundongos WT foram tratados com 25 ou 12,5 uM
do inibidor Ca-074Me por 1,5 h. Em seguida, foram tratados com LPS (500 ng/ml, 3 h) e estimulados
com FliDot (1 pg/ml, 1,5 h) na presencga do inibidor. (A) A secregao da forma ativa de IL-1f foi detectada
por western blot (WB) do sobrenadante das culturas e a proforma de IL-1B e a B-actina foram
detectadas por WB dos extratos celulares. (B) Analise de densitometria realizada utilizando o software
ImagedJ. A expressao relativa de IL-1p foi normalizada pela PRO-IL-1B. Dados representativos de dois
experimentos independentes.
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Figura 19 - Catepsinas nao sao requeridas para induzir a formacao de specks de

ASC e nem ativagao da caspase-1 em resposta a flagelina
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(A,B) Macroéfagos derivados da medula éssea (BMDMs) (0,8x10° células/pogo) de animais reporter para
ASC (ASCmCitrine) foram tratados ou ndo com o Ca-074Me (25 uM, 1,5 h). Em seguida, foram tratados
ou ndo com LPS (200 ng/ml, 3 h). Antes da estimulagdo com os agonistas, as células foram tratadas
com o inibidor de caspase-1 VX-765 (20 uM, 10 minutos) e entdo estimuladas com silica (250 pg/ml,
6 h), com BsaK (100 ng/ml, 1,5 h) + PA (1 pg/ml, 1,5 h) ou com flagelina ultrapura extraida de
Salmonella typhimurium na sua forma livre (Fli), com a vesicula DOTAP vazia ou com a flagelina
inserida no DOTAP (FliDot) (3 ug/ml, 3 h) na presenga dos inibidores. As imagens foram obtidas
utilizando um microscépio de epifluorescéncia, com uma magnificagdo de 200X para quantificagao.
(A) Painel com imagens representativas adquiridas com um sistema de varredura a laser confocal com
magnificagdo de 630X mostrando a formagdo de agregados de ASC no citoplasma. ASC (verde,
mCitrine), nucleo (azul, DRAQS5). (B) Quantificagdo de células com speck de ASC*. Dados
representativos de trés experimentos independentes. As barras representam a média de trés
experimentos independentes + SD (B), ***p<0,001,(two-way ANOVA). (C) BMDMs (1x10° células/pogo)
de animais wild-type (WT) foram tratados ou ndo com o inibidor de catepsina B Ca-074Me (25 uM,
1,5 h). Em seguida, foram tratados ou ndo com LPS (200 ng/ml, 3 h) e estimulados com silica (250
pg/ml, 6 h), com BsaK (100 ng/ml, 1,5 h) + PA (1 pyg/ml, 1,5 h) ou com flagelina ultrapura extraida de
Salmonella typhimurium inserida no DOTAP (FliDot) (3 ug/ml, 3 h) na presencga do inibidor. A atividade
de caspase-1 no sobrenadante das culturas foi medida com o ensaio Caspase-Glo®. As barras
representam a média de dois experimentos independentes £+ SD. Cada simbolo representa a média de
um experimento independente. AU, unidades arbitrarias; Luc, luciferase.
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Os inflamassomas foram primeiramente descritos em 2002 por Martinon e
colaboradores para descrever complexos de alto peso molecular que recrutam e
ativam caspases, levando a producdo e a secrecio das formas ativas de IL-13 e IL-
18 e a morte celular por piroptose?. Apesar do amplo conhecimento gerado sobre o
funcionamento e a estrutura molecular dos inflamassomas, os mecanismos que
regulam a ativagdo dessas maquinarias moleculares ainda ndo estdo completamente
elucidados.

A flagelina € um PAMP amplamente estudado devido ao seu potencial
imunogénico, uma vez que é capaz de ativar o TLR5 na superficie das células e o
inflamassoma NAIP/NLRC4 no citoplasma, além de direcionar a resposta imune
adaptativa®”’. Durante a infecgdo bacteriana, a flagelina é liberada como um
mondmero e € inserida no citosol celular através do T3SS ou T4SS presentes em
bactérias patogénicas. Para o estudo da ativagdo do inflamassoma NAIP/NLRC4 por
um agonista unico, estratégias para a entrega da flagelina purificada no citoplasma
sdo comumente utilizadas como a sua insergdo em vesiculas lipidicas®!.121.198.200 g
fusdo a LT (FlaTox)' 91 Nossos resultados sugerem que a flagelina de S.
thyphimurium é capaz de adentrar o citosol celular por um mecanismo independente
de fagocitose (Figura 13F), e mesmo na auséncia de sistemas de transfeccao (Figura
9,11, 12). No entanto, o estimulo com FliDot foi capaz de induzir a secregéo de IL-1f3
de maneira mais potente em comparagdo com a Fli, sugerindo que a entrega do
agonista na presencga da vesicula seja mais eficiente.

Como esperado, a resposta a flagelina foi mediada por NAIP/NLRC4 em PMs
e BMDMs. No entanto, observamos que o NLRP3 também participa da resposta a
esse agonista em PMs (Figura 12), como descrito anteriormente por Qu e
colaboradores''®. Importante, as vesiculas lipidicas parecem n&o interferir nas
respostas dos inflamassomas a flagelina, uma vez que a transfecgdo de macrofagos
com a DOTAP vazia n&o foi capaz de gerar a secrecéo de IL-13 e tampouco induzir a
clivagem de caspase-1, sugerindo que as concentragdes de DOTAP utilizadas nao
foram capazes de ativar o inflamassoma por si sé. Esse fato é importante
especialmente para descartar efeitos secundarios dessas vesiculas no envolvimento
do NLRP3 (Figuras 12 e 17), uma vez que ja foi sugerido que lipossomos podem gerar
disturbios citoplasmaticos que por fim ativam o NLRP32%,

O modelo classicamente aceito para a ativagao do inflamassoma NAIP/NLRC4
pela flagelina se da pela interagdo do agonista com o receptor NAIP5 ou NAIPG6, os



88

quais, apds sofrerem mudanga conformacional seriam capazes de recrutar
NLRC4'%111 No entanto, as evidéncias de que a flagelina é capaz de induzir a
fosforilagdo de NLRC4 independentemente do seu reconhecimento via NAIP''® e
dados anteriores do nosso grupo mostrando o envolvimento de uma via lisossomal na
resposta de macrofagos a flagelina de B. subtilis'?!, levantam a possibilidade de que
esse inflamassoma também possa ser modulado por alteragdes citoplasmaticas, além
do modelo ligante-receptor, assim como descrito para o inflamassoma NLRP3'33. De
fato, a inibicdo farmacolégica ou a ablagdo genética das catepsinas lisossomais
interferiu com a secregdo de IL-13 em resposta a flagelina (Figuras 13A,B 15A,D
17A,B e 18), mesmo na auséncia de NLRP3 (Figura 17A,B) mostrando que a
modulagao acontece no inflamassoma NAIP/NLRC4.

Agonistas particulados de NLRP3, como o MSU e a silica, geram danos no
lisossoma levando ao extravasamento de catepsinas para o citoplasma®. No entanto,
ainda é controverso se o inflamassoma NLRP3 é ativado diretamente por essas
catepsinas lisossomais, uma vez que também foi descrito que a estimulagdo de
BMDMs com agonistas particulados levam em ultima insténcia ao efluxo intracelular
de K*, outro mecanismo proposto para a ativagdo de NLRP335. Com efeito, o bloqueio
do efluxo de K* foi capaz de inibir a secrecdo de IL-18 em resposta aos MSU, mas
nao em resposta a flagelina (Figura 16). Assim, os nossos dados demonstram pela
primeira vez que as catepsinas sdo importantes para regular as respostas mediadas
por inflamassomas de maneira independente do efluxo de K*. Ademais, o fato de que
o bloqueio do canal de Ca?* lisossomal, mas ndo a agdo do quelante BAPTA-AM,
também ser capaz de limitar a secregao de IL-13 em resposta a flagelina (Figura 16),
refor¢a o papel central do lisossomo na modulagéao das respostas a esse agonista.

Apesar de ainda ser debatido o mecanismo pelo qual o dano lisossomal ativa
o NLRP3, as catepsinas podem estar envolvidas na fase de ativacdo e também
priming desse inflamassoma®. Uma vez que a modulagdo do inflamassoma
NAIP/NLRC4 pelas catepsinas ainda é fato bastante recente e pouco estudado'’, o
mecanismo pelo qual essas proteases atuam nunca havia sido demonstrado. Aqui
verificamos que a expressao da proforma de IL-18 (Figura 18) e a secregao de TNF-
a (Figuras 13C,17B) em células tratadas com o Ca-074Me ou por células BCS™”
(Figura 15B) n&o foram alteradas pela auséncia/inibicdo das catepsinas, ao contrario
da inibicao observada nos niveis de IL-1p ativa. Esses resultados indicam que no
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nosso modelo as catepsinas atuam apenas na fase efetora, e ndo tém papel no
priming do inflamassoma.

Mesmo que seja conhecido que as diferentes catepsinas possam ter efeitos
redundantes/compensatorios e da capacidade do Ca-07Me de inibir outras
catepsinas, a catepsina B provavelmente é a principal candidata na modulagdo da
resposta a flagelina. Essa catepsina possui atividade residual no pH neutro do
citoplasma e até mesmo no meio extracelular’®792%°_Ainda, a inibigdo da catepsina L,
gue reduziu os niveis de IL-13 produzidos em resposta a silica, nao foi capaz de afetar
a secregao de IL-13 em resposta a flagelina (Figura 15D), mostrando uma vez mais
gue os mecanimos envolvidos na modulagao da resposta de NLRC4 parecem distintos
dos atuantes na modulagdo de NLRP3. Em consonéncia, nos macrofagos estimulados
com silica, a inibigdo das catepsinas bloqueou a formagao de specks de ASC (Figura
19A,B) e também reduziu a ativagdo da caspase-1 (Figura 19C), indicando a atuagéo
dessas proteases na fase de montagem e efetora do inflamassoma NLRP3.
Surpreendentemente, a inibicdo das catepsinas em macrofagos estimulados com
flagelina n&o reduziu a formacao de punctas de ASC (Figura 19A,B) e tampouco a
atividade da caspase-1 (Figura 19C). Com efeito, esses dados sugerem que a
participagao das catepsinas na clivagem e/ou liberagdo da IL-13 ocorre downstream
a ativagdo da caspase-1 ou por uma via paralela, que ndo é dependente dessa
protease.

Além da caspase-1, outras proteases podem levar a maturacao da IL-13, como
as serino-proteases elastase?'?, catepsina G?'° e a caspase-8'%’. A caspase-8 esta
classicamente envolvida com a apoptose e a necroptose, que sdo vias de morte
celular reguladas'®. Contudo, diversos estudos demonstram que essa protease
também estd envolvida com a modulagdo das respostas mediadas por
inflamassomas, especialmente os formados por NAIP/NLRC4120.193-19% Embora haja
discrepancias nos estudos quanto a capacidade da caspase-8 em induzir a maturacao
da IL-13 de maneira dependente da ativagédo dos inflamassomas, o seu recrutamento
parece ser um importante mecanismo acessorio para amplificar a inflamagéao.
Diversos trabalhos sugerem que a caspase-8 somente é recrutada via ASC para o
complexo inflamassoma na auséncia ou inibicdo da caspase-1, exercendo um papel
compensatorio'®-19319%_No entanto, o papel da caspase-8 na clivagem de IL-1B é
controverso. Nos estudos realizados por Man e colaboradores foi sugerido que a

caspase-8 é recrutada juntamente com a caspase-1 para o inflamassoma em resposta
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a infeccdo com S. thyphimurium, contribuindo para induzir uma secregédo de IL-13
mais robusta'?'%5 ao passo que outros trabalhos sugerem que a ativagdo da
caspase-8 downstream a ativacao do inflamassoma nao é suficiente para a producéao
de IL-1B"941%_ Ainda, Schneider e colaboradores sugerem que a caspase-8 é capaz
de induzir uma robusta producdo de IL-13, mesmo que tardia, na auséncia de
caspase-1 ativa'®,

Ainda que as catepsinas nao paregam ter papel na agregacado de ASC e na
maturacao da caspase-1, € possivel que essas interfirma na atividade da caspase-8.
De fato, ja foi demonstrado que essas proteases lisossomais estdo envolvidas com a
degradagido de proteinas anti-apoptdticas?'’ e com a ativagdo de caspase-82'2.
Considerando a contribuicdo crucial da caspase-8 para respostas mediadas por
inflamassoma'®’, e a capacidade de catepsinas em ativar essa protease, é possivel
que em nosso modelo as catepsinas estejam contribuindo para ativar essa protease,
que, por sua vez aumenta a secrecao de IL-1B. Contudo, uma vez que a liberagao de
IL-1B é abolida na auséncia de NLRC4, a participacdo da caspase-8 para a maturagao
de IL-13 ocorreria apos a formacgéo do inflamassoma NAIP5/NLRC4, e ndo como um
mecanismo independente dessa maquinaria.

Outro possivel mecanismo de atuacdo das catepsinas poderia ser pela
modulacdo de vias de secregao propostos para IL-13, que sdo firmemente reguladas
devido ao papel altamente inflamatério dessa citocina. Apesar da liberacédo da IL-1[3
estar comumente associada a piroptose, ha um crescente numero de evidéncias que
sugerem que essa possa ser desacoplada da indugdo dessa morte celular’®3.154.157,
Apos a maturacdo da IL-1B mediada pela caspase-1, essa € direcionada para a
membrana plasmatica, onde interage com o componentente fosfolipidico
Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2, do inglés phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate).
A interacdo da IL-1B madura com PIP2 favorece a sua liberagdo de maneira
dependente e independente de GSDMD. A secrecdo de IL-1B independente de
GSDMD?'® ¢ lenta e pode ser utilizada por células viaveis que mantém uma
prolongada secregdo de IL-1B, como os neutréfilos'™, ou por células que néo
expressam GSDMD ou quando essa encontra-se inibida?'3. Esses recentes achados
indicam que a liberagéo de IL-13 é um processo ativamente regulado. Uma vez que
0s nossos dados indicam que a estimulagdo com a Fli livre € capaz de induzir a
liberagcdo de IL-1B, mesmo com uma frequéncia de morte celular e de formagao de

agregados de ASC similares a de células ndo estimuladas, e que a inibicdo das
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catepsinas reduz os niveis de IL-13 em resposta as duas preparagdes de flagelina
sem alterar frequéncia de células viaveis, (Figuras 13D,E, 15C, 17D) as catepsinas
poderiam afetar a atividade da GSDMD e/ou da PIP2, impactando a liberagao ativa de
IL-1p.

Além do transporte realizado diretamente pela membrana plasmatica e via
GSDMD, ja foi descrito que a IL-1 pode ser transportada ativamente por vesiculas
para o meio extracelular?'#2'7. Dentre os mecanismos vesiculares propostos,
podemos destacar os mediados por lisossomos secretorios?'42'% ou por vesiculas
autofagicas?'”. Embora o envolvimento de lisossomos secretorios ndo seja
amplamente aceito, recentemente foi descrito que vesiculas LAMP2A* levam a
secrecao de baixos niveis de IL-18 em mondcitos tratados com LPS. Nesse estudo,
sugere-se que estimulos pouco intensos induzem a secrecédo de IL-13 controlada por
lisossomos secretdrios e que estimulos potentes induzem a liberagdo mediada por
GSDMD e piroptose?’®. J& a secregcdo mediada por vesiculas autofagicas foi
acompanhada da secrecido de catepsina B madura e o tratamento com Ca-074Me
reduziu os niveis de IL-1B detectados?'”. Em conjunto, esses trabalhos indicam outras
possiveis vias de atuacdo das catepsinas para modular o transporte de IL-1p para o
meio extracelular .

Apesar das controvérsias em relacéo as vias utilizadas para mediar a secre¢ao
de IL-13, € provavel que os diferentes mecanismos coexistam para orquestrar o
extravasamento dessa citocina de maneira adequada frente ao estimulo. Sendo
assim, as vias vesiculares ou a secrecdo diretamente através da membrana
plasmatica parecem ser importantes para estimulos leves e, por outro lado, o
engajamento da GSDMD e a indugdo de morte celular necrotica parecem ser
induzidas em resposta a estimulos potentes?'®. N6s observamos que a estimulagdo
com BsaK (Figuras 11A, 17B) e Prgl (Figura 13A,B) sdo muito mais potentes do que
com a flagelina, induzindo niveis maiores de secrec¢ao de IL-13 e de morte celular. Em
resposta a esses agonistas, a inibicdo das catepsinas nao reduziu a liberagao de IL-
18, sugerindo que para esses agonistas a secrec¢ao diretamente através da membrana
ou por vesiculas possam ser superadas pela indu¢cao de morte celular. Além disso, as
diferengas nos mecanismos de externalizacdo de IL-1B observadas nos estudos
publicados podem relacionar-se com o tipo celular estudado, indicando que diferentes
tipos celulares podem engajar vias distintas para a liberagao de IL-13. Por certo, os

macrofagos murinos e humanos utilizados nesse estudo podem engajar vias distintas
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para mediar a secregdo de IL-1B3, podendo justificar os resultados discrepantes
observados. Sendo assim, as diferencas notadas destacam a importancia de estudar
diferentes células para o completo entendimento de como a ativagdo dos
inflamassomas é regulada.

Além dos papéis redundantes das catepsinas, essas cisteino-proteases
possuem uma ampla especificidade de substratos que frequentemente estéo
relacionados com o contexto da célula?®®. Desse modo, é possivel que as catepsinas
regulem as respostas dos inflamassomas atraves da modulagao de diferentes alvos e
de maneira concomitante. Em conjunto, os dados apresentados abrem a possibilidade
de que as respostas mediadas pelo inflamassoma NAIP/NLRC4 possam ser
moduladas em resposta a alteragdes causadas na homeostase celular e ndo apenas
a produtos bacterianos, indicando que diferentes mecanismos além da deteccéo do
ligante contribuem para desencadear os mecanismos efetores. Ademais, a natureza
e a intensidade do estimulo parecem influenciar as respostas mediadas pelos
inflamassomas.

Nas patologias estéreis descritas em que ha ativagdo exacerbada de NLRC4,
ainda ndo se sabe como esse inflamassoma é ativado e tampouco os mecanismos
envolvidos na regulagdo dessa maquinaria. Uma vez que alteragbes na homeostase
celular parecem contribuir para regular as respostas mediadas por NLRC4, a via
lisossomal descrita pelo nosso grupo pode contribuir para amplificar a inflamagao
decorrente da ativagdo desregulada desse inflamassoma. Dessa maneira, a
modulacao da atividade das catepsinas pode ser benéfica e um possivel alvo para
tratamento de patologias ndo-infecciosas em que a hiperativagao dos inflamassomas
€ deletéria. Com efeito, a completa compreensao dos mecanismos envolvidos na
ativagcdo e regulagdo dos inflamassomas €& extremamente importante para o
desenvolvimento de terapias apropriadas para o tratamento de doencas infecciosas e
patologias inflamatérias relacionadas a sinalizagdo aberrante dessas plataformas

moleculares.
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Os dados apresentados nessa tese mostram que as catepsnas lisossomais,
especialmente a catepsina B, regulam a secrecéo de IL-13 em resposta a flagelina,
principal agonista do inflamassoma NAIP/NLRC4. A atuagdo das catepsinas nao
acontece na fase de priming e nem na fase de montagem do inflamassoma, sugerindo
0 seu papel em mecanismos nao convencionais de maturacédo ou secrecao de IL-1[3
(Figura 20).

Figura 20 — A via lisossomal contribui para amplificar a secregao de IL-13 em
resposta a flagelina
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A estimulagdo de macrofagos com flagelina livre (Fli) ou inserida em vesiculas lipidicas é capaz de
ativar o inflamassoma NAIP/NLRC4 (A) e induzir a maturagdo da pré-caspase-1, pro-IL-18 e de
Gasdermina D (GSDMD) e também induzir uma via lisossomal (B). Essa via contribui para amplificar a
secrecao de IL-1 por um mecanismo ainda nao completamente elucidado. Os mecanismos sugeridos
sdo através da clivagem da caspase-8 (C), que ativa a pro-L-1B ou através da modulagédo de
mecanismos de secregdo ndo-convencionais (D), como através da secregdo passiva resultante da
piroptose ou via o transporte ativo mediado por GSDMD, pela membrana plasmatica ou através do
transporte por vesiculas. Fonte: autoria propria.
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