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RESUMO.
Anualmente a infecgdo por Plasmodium causa a morte de aproximadamente
600.000 individuos em todo o mundo. Varios estudos relacionados a patogénese
da malaria indicam que essa é uma doenga altamente inflamatéria, sendo as
manifestagdes clinicas relacionadas com a produgao exagerada de mediadores
pro-inflamatérios durante a fase eritrocitica do ciclo de vida do Plasmodium.
Nesse trabalho foi demonstrado que a infeccdo por Plasmodium chabaudi
promove a formagcdo de uma plataforma multiproteica conhecida como
inflamassoma, e consequentemente a ativacdo da caspase-1, sendo essa
responsavel pela maturagao da citocina pirogénica IL-1f3. Esse evento mostrou-se
dependente da sinalizacdo por TLR9/MyD88, P2X; e também da expresséo de
IFN-y, ASC, NLRP3 e/ou NLRP12. Animais selvagens infectados com P.
chabaudi, tornaram-se hipersensiveis ao estimulo de LPS ou a coinfecgdo com S.
typhimurium, secretando niveis elevados de IL-13, e sucumbindo dentro de
poucas horas. No entanto, a administragcdo de um antagonista do receptor de IL-1,
aumentou a resisténcia desses animais ao choque induzido por LPS ou pela
coinfecgdo bacteriana. E importante notar que camundongos deficientes em
moléculas envolvidas na formacédo do inflamassoma, como ASC, NLRP3, NLRP12
e Casp-1, também foram menos susceptiveis ao choque induzido por LPS durante
a infecgdo com P. chabaudi. Finalmente, também foi encontrado caspase-1 ativa
em mondcitos de pacientes infectados com P. vivax, além de oligbmeros de ASC,
NLRP3 e NLRP12, indicando assim um possivel envolvimento desses elementos
na formacao do inflamassoma durante a malaria humana. Desse modo, conclui-se
que a infecgdo por Plasmodium fornece sinais suficientes para a montagem do
inflamassoma e ativagdo de caspase-1, sendo esse fendmeno extremamente
perigoso para o hospedeiro se 0 mesmo for exposto a um potente indutor de pro-
IL-18, como o LPS. Assim, visto a alta frequéncia de casos de coinfecgdes entre
Plasmodium e bactérias Gram-negativa em areas endémicas, a ativagdo da
caspase-1 durante a malaria pode ser considerada como mais um fator de

predisposi¢cao a gravidade.

Palavras chave: caspase-1, interleucina 1 beta, Plasmodium e bactéria



ABSTRACT.
Plasmodium infection causes about 600,000 deaths annually. Several studies
related to the pathogenesis of malaria indicate that this is a highly inflammatory
disease, and the clinical manifestations are close related to the overproduction of
proinflammatory mediators during the erythrocytic stage of Plasmodium life cycle.
It was demonstrated that P. chabaudi infection promotes the formation of the
multiprotein platform known as inflammasome, and consequently activation of
caspase-1, which is responsible for the maturation of the IL-13, a pyrogenic
cytokine. This event is dependent on TLR9 / MyD88 signaling, and expression of
P2X7, IFN-y, ASC, NLRP3 and / or NLRP12. Wild type mice infected with P.
chabaudi become hypersensitive to LPS or to co-infection with S. typhimurium,
secreting high levels of IL-1B, and succumbing within a few hours later. However,
a treatment using an IL-1 receptor antagonist increased the resistance of these
animals to LPS-induced shock or to bacterial co-infection. It is important to point
that mice deficient in molecules involved in the inflammasome assembly, as ASC,
NLRP3, NLRP12 and Casp-1 were also less susceptible to shock induced by LPS.
Finally, it has also been found active caspase-1 within monocytes from patients
infected with P. vivax, and oligomers of ASC, NLRP3 and NLRP12, indicating a
possible involvement of these elements in the formation of the inflammasome
during malaria. Thus, we conclude that the infection by Plasmodium is sufficient to
provide signals for inflammasome assembly and caspase-1 activation. In addition,
this phenomenon is highly deleterious to the hosts, if they are exposed to microbial
stimuli, as a TLR agonist, capable to induce the expression of pro-IL-1pB.
Therefore, once episodes of co-infection between Plasmodium and Gram-negative
bacteria are very common, caspase-1 activation during malaria must be

considered a severity factor.

Key words: caspase-1, interleukin 1 beta, Plasmodium and bactéria
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1.1 Epidemiologia da malaria

De acordo com o ultimo Relatério Mundial de Malaria (World Malaria Report
2013) 103 paises integram a area endémica de infec¢do por Plasmodium e cerca
3,4 bilhdes de pessoas correm o risco de serem infectadas. Estima-se que 207
milhdes de pessoas sao de fato infectadas e cerca de 627 000 sucumbem a essa
doenca todos os anos (WHO 2013).

A malaria humana pode ser causada por cinco diferentes espécies de
Plasmodium: P. vivax, P. ovale, P. malarie, P. knowlesi e P. falciparum, sendo
essa ultima considerada a espécie mais virulenta e também a mais prevalente,
seguida pelo P. vivax [1]. O Plasmodium é transmitido pela picada do mosquito
fémea do género Anopheles durante o seu repasto sanguineo, principalmente
durante o entardecer ou ao amanhecer [2]. Existem outras formas de infecgdo
pelo Plasmodium, porém consideradas raras, como a infecgcdo congénita,
transfusdo sanguinea, compartilhamento de agulhas contaminadas e também
durante o transplante de érgéos [3,4].

Os casos de malaria sdo distribuidos por toda a regido tropical do globo
(Figura 1). O continente Africano detém mais de 80% desses casos e também
90% das mortes. Felizmente, os dados publicados no ultimo Relatério Mundial de
Malaria, indicam que 8 paises desse continente apresentaram uma redugéo de
75% no indice de novos casos, provavelmente devido aos varios programas de
controle da infeccdo (WHO 2013). O continente Africano é seguido pelo Oriente
Médio e Asia em termos de nimero de pessoas expostas ao Plasmodium, sendo
10 paises integrantes dessa regido endémica de malaria. Além disso, também é
possivel se infectar com o Plasmodium em 10 paises do Mediterraneo Oriental e
em 21 paises das Ameéricas, incluindo o Brasil (WHO 2013).

A malaria é caracterizada pelo seu padrao ciclico de febre e calafrios, o que
esta relacionado com a fase intraeritrocitica do ciclo de vida do Plasmodium.
Nessa fase, ocorre a ruptura das hemacias infectadas, liberagdo de novas formas
infectantes (merozoitos) e consequentemente a invasao de novos eritrécitos.
Além de febre e calafrios, a malaria grave € acompanhada de hipoglicemia,
anemia acentuada e perda da consciéncia [5]. Habitantes de areas endémicas s6
deixam de apresentar esses sintomas, portando ainda uma carga parasitaria na

circulagdo, apds anos de sucessivas exposi¢des. [6,7]. Por esse motivo, criangas
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africanas com idade entre 6 meses a 5 anos, compdem um grupo de alto risco
com grande possibilidade de progredir para malaria grave e morte. Um outro
grupo de risco € composto por mulheres gravidas. Estima-se que cerca de 10
milhdes de mulheres gravidas séo infectadas pelo Plasmodium anualmente [8]. O
processo de imunossupressdo que ocorre naturalmente durante a gravidez, pode
impedir a resposta imunolégica adequada contra o Plasmodium, aumentando
assim o risco do desenvolvimento da malaria grave no hospedeiro. Além disso, a
malaria durante o periodo gestacional também aumenta o risco de aborto
espontaneo [8]. Pessoas com HIV/AIDS, viajantes internacionais provenientes de
areas ndo endémicas, ou mesmo aqueles provenientes de areas endémicas, e
que regressam para o0 seu pais de origem apos anos ausente, estdo sujeitos ao
desenvolvimento de quadros de malaria grave (WHO 2013).

Nas ultimas seis décadas, a malaria tem sido alvo de intensas campanhas
no intuito de erradicar a transmiss&o do parasito por meio do controle do vetor e
quimioterapia [9]. Embora tenha diminuido o numero de areas propensas a
transmissdo dessa doenga, o numero de casos aumentou significativamente
nesse periodo. Os antimalaricos s&o grandes aliados dos profissionais da saude
no combate a malaria. Atualmente, existem uma série de classes de drogas
utilizadas no tratamento, sendo o estagio intraeritrocitico o alvo de todas elas [10].
Embora o tratamento da malaria seja eficiente quando administrado antimalaricos
logo apdés o surgimento dos primeiros sintomas, ainda existe um risco
consideravel do agravamento da doenga, devido a presenga de cepas resistentes
[11,12]. Desde que foi reportado o primeiro caso de P. vivax resistente a
cloroquina em Papua Nova Guiné em 1989, varios relatérios mostraram que esse
tipo de caso vem aumentado em outras areas endémicas [13]. Além disso, o
surgimento de cepas resistentes a primaquina, a unica droga disponivel até o
momento capaz de impedir a reativacdo de formas latentes alojadas no figado,
causando assim o reaparecimento da malaria vivax, tem causado preocupag¢ao na
comunidade cientifica. [14-16]. Desse modo torna-se urgente o desenvolvimento
de uma vacina eficaz, que confira protecdo em hospedeiros que vivem em areas

endémicas.
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FIGURA 1

Estimated Malaria Cases, 2012

[ NA
[C] 0-100,000 cases

I 100,000 - 1 million cases
B 1 million - 5 million cases
B 5 million = 10 million cases
B >10 million cases

SOURCE: Kaiser Family Foundation, http://kff.org/globaldata/, based on WHO, World Malaria Report 2013; December 2013.

Figura 1: Mapa descrevendo a distribuicdo estimada dos casos de malaria
no mundo
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No final da década de 30, navios de guerra franceses viajavam por 70h de
Dakar (Senegal) até Natal (Brasil) no intuito de obter informagdes meteoroldgicas
para montagem de um plano de vbo seguro para futuros vOos comerciais a regido
nordeste do Brasil. Nesse periodo, o Brasil foi invadido pelo mosquito Anopheles
gambiae, provavelmente importados por esses navios. Nessa mesma época, 0s
casos de malaria grave e a taxa de mortalidade aumentaram significativamente,
causando preocupagdo entre os malariologistas brasileiros e também nas
autoridade de saude local [17]. Assim, no inicio da década de 40, a malaria foi
considerada um problema de saude nacional, com cerca 6 milhbes de pessoas
infectadas pelo Plasmodium, aproximadamente 20% da populagéo da época [17].
Felizmente, no final dos anos 50, uma campanha nacional contra a malaria,
baseada na pulverizagdo de DDT nas paredes internas das casas e no uso de
cloroquina para tratar casos de febre, seguindo as diretrizes definidas pela
Organizagdo Mundial de Saude, resultou em uma queda acentuada nos ndmeros
de casos no Brasil [17]. Embora esse esfor¢o tenha conseguido reduzir o risco de
infecgdo pelo Plasmodium na maior parte do pais ja final da década de 60, isso
nao foi suficiente para conter a rapida dispersdo desse parasita em toda Bacia
Amazobnica (Figura 2) Loiola, 2002 #6506}.
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Figura 2:
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Mapa de risco de infecgao por Plasmodium no Brasil atualizado até 2013
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Em meados da década de 60, os programas de incentivo para colonizagao
da regido norte do pais, sendo esses patrocinados pelo Governo Federal,
resultaram na migragdo massiva e descontrolada de pessoas para a regido da
Bacia Amazonica do Brasil. Esse movimento migratério promoveu um aumento
progressivo do nimero de casos notificados no pais, que passou de 52 000 em
1970 para 578 000 em 1989 [18]. O maior nimero de casos foi registrado em
1999 (637 470 casos), quando o governo entdo decidiu implementar o Plano de
Intensificagdo das Agbes de Controle da Malaria (PIACM). Esse novo plano teve
como principais metas a redugao da incidéncia da malaria, a morbidade (incluindo
as formas graves da doenga) e a mortalidade. Além disso, o (PIACM) teve como
objetivo eliminar a transmissdo da malaria em areas urbanas das capitais dos
estados da Amazdnia Legal, além de manter a interrupcdo da transmissdo da
doenca em locais onde essa meta ja havia sido atingida.[17].

No Brasil, a malaria é causada pela infecgéo por P. vivax, a qual representa
cerca de 85% dos casos, sendo o restante dos casos em sua maioria causados
pelo P. falciparum e uma proporgdo muito pequena de casos devido a infecgéo
pelo P. malariae [18]. A predominancia dos casos de malaria vivax no Brasil € um
fendmeno relativamente recente, como resultado ou provavelmente
potencializado, pelo Programa Nacional de Combate a Malaria, o qual intensificou
a busca do diagnéstico rapido, seguido do tratamento. Isso parece controverso,
porém pode ser explicado com base no ciclo de vida do parasita. Os gametdcitos
do P. falciparum aparecem na circulagdo do hospedeiro vertebrado somente 8-10
dias apos a infeccdo. Com o diagndstico rapido, e o hospedeiro entéo tratado, a
transmissdo do P. falciparum pode ser impedida de modo eficiente. Os
gametacitos do P. vivax por outro lado, estdo presentes na corrente sanguinea por
volta de 3 dia apds a infecgdo. Nesse momento, o hospedeiro ndo apresenta
nenhum sintoma. Assim, a disponibilidade precoce dos gametdcitos do P. vivax na
circulagdo do hospedeiro vertebrado, permite a infeccdo de novos mosquitos
mesmo antes do diagnéstico do individuo, e assim dificultando o controle dessa
doenca [19]. Desse modo, desde o inicio dos anos 90 até os dia atuais, a
incidéncia do P. vivax na Bacia Amazdnica do Brasil tem prevalecido (Figura 3)
[17]
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Figura 3: Casos de malaria na regido amazdnica do Brasil.

(A) Numero de casos de malaria registrados na Bacia Amazobnica desde 1960 até
2009. Adaptado de Oliveira-Ferreira et al. Malaria Journal 2010 (B) Dados
epidemiologicos atualizados referentes ao nimeros de casos de malaria registrados
na regiao amazénica do Brasil e depositados no Sistema de Informagéo de Vigilancia
Epidemioldgica - Notificagdo de Casos (SIVEP - Malaria). Grafico adaptado a partir
dos dados disponiveis no site <http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-
ministerio/principal/leia-mais-o-ministerio/662-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-
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z/malaria/11346 situacao-epidemiologica-dados>. Os dados de 2014 s&o referentes
aos meses de Janeiro a Outubro

A malaria causada pela infecgdo por P. vivax, é geralmente definida na
literatura como uma doencga benigna, mesmo elicitando febre alta com uma carga
parasitaria no sangue periférico muito menor quando comparado com o P.
falciparum [20]. No entanto, nos ultimos anos tem se observado no Brasil um
padrao ndo muito comum de complicagbes clinicas, até mesmo casos fatais
associados com a infeccdo por P. vivax. Além do Brasil, também foram
identificados casos de malaria vivax grave na Tailandia, Indonésia, Papua Nova
Guiné e na India [16,21-23]

Dados histéricos ja alertavam para o fato de que a infecgdo por P. vivax
poderia ndo ser tdo branda o quanto era admitido. Em 1917, o Dr. Julius Wagner-
Jauregg propds uma nova metodologia para o tratamento de pacientes com
neurosifilis, doenca causada pela infecgao por Treponena pallidum, uma bactéria
Gram-negativa do grupo das espiroquetas. Ele passou a utilizar a infecgéo
experiemental com P. vivax para induzir febre e assim eliminar o agente causador
da neurosifilis [24]. No entanto, existem relatos de que nos 5 primeiros anos de
aplicacao da “malarioterapia” 34% dos pacientes morreram [25].

Recentemente foi publicado um trabalho de meta analise, cujo objetivo era
sintetizar as evidéncias de malaria grave durante a infeccdo por P. vivax, em
comparagado com a doenga causada pela infecgdo por P. falciparum. Os autores
concluiram que: a taxa de mortalidade e casos de malaria grave em recém
nascidos e criancas menores de 5 anos sao equivalentes nos dois tipos de
infecgbes; (ii) a infeccdo por P. vivax pode desencadear a angustia respiratéria
aguda de modo similar a infecgdo causada por P. falciparum; (iii) finalmente, ndo
ha diferenca nos niveis de incidéncias de malaria cerebral em criancas infectadas
com P. vivax e P. falciparum [26-29]. Assim, a malaria vivax tem ganhado
destaque diante da comunidade cientifica, e a quantidade de recursos alocados
para pesquisas envolvendo a infecgao por P. vivax, embora ainda esteja longe do

ideal, ttm aumento nos ultimo anos (WHO 2013).
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1.2 Ciclo de vida do Plasmodium.

A fémea do mosquito do género Anopheles é a responsavel pela
transmissdo das formas infectantes do Plasmodium ao hospedeiro vertebrado,
sendo essas conhecidas como esporozoitos (Figura 4). Essas formas sao
capazes de se movimentarem e rapidamente acessarem a corrente sanguinea em
busca do figado, onde invadem os hepatdcitos. O estagio hepatico da doenga é
assintomatico e dura por volta de 6 dias. Nesse momento, ocorre a multiplicagdo
dos esporozoitos gerando milhares das formas conhecidas como merozoitos. A
etapa hepatica encerra-se com a liberacdo dos merozoitos para a corrente
sanguinea onde esses invadem e se desenvolvem dentro dos eritrécitos.

Durante a fase sanguinea da infecgdo, ocorrem repetidos ciclos de
multiplicacdo do parasito de modo assexuado, sendo gerados de 8-20 novos
merozoitos circulantes a cada 48 horas. Esse é o estagio patogénico, onde o
individuo comega a sentir os primeiros sintomas podendo culminar na malaria
grave até a morte. Além disso, nessa fase também s&o gerados os gametdcitos
masculino e feminino que irdo circular até serem ingeridos por um anofelino
fémea.

A reprodugéo sexuada do Plasmodium s6 é possivel quando uma fémea
anofelina ingere os gametdcitos durante o seu repasto sanguineo. No mosquito,
ocorre a recombinagdo génica gerando entdo novos esporozoitos duas semanas
depois da ingestdo dos gametdcitos. No entanto, esse intervalo de tempo pode
sofrer variagOes por ser influenciado pela temperatura do ambiente externo. O
desenvolvimento do P. vivax pode ocorrer em temperaturas mais baixas do que a
exigida pelo P. falciparum, explicando a preponderancia de infecgbes por P. vivax
em areas fora da regido tropical.

Um conjunto de mais de 5000 genes permite que esse parasito peculiar
passe por metamorfoses dramaticas tornando possivel a sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes, além de capacita-lo para ultrapassar as mais distintas
barreiras. Cada fase do desenvolvimento do Plasmodium representa um alvo em
potencial para o desenvolvimento de farmacos e vacinas no intuito de interromper
0 seu ciclo de vida que é extremamente complexo e ainda parcialmente
compreendido. [30] [31].
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Figura 4: O ciclo de vida do Plasmodium, o agente causador da malaria.

(i) Depois de ser inoculado na derme humana pelo Anopheles, uma forma alongada
e movel do Plasmodium conhecida como esporozoito, consegue escapar dos
anticorpos ganhando entdo a corrente sanguinea. (ii) Posteriormente, essas formas
circulam por entre macrofagos e hepatdcitos iniciando entdo o ciclo hepatico da
infecgdo. (i) Os parasitos presentes no interior dos hepatdcitos sdo susceptiveis a
atividade citotoxica de células citoliticas (CTLs). (iv) Depois de uma semana
aproximadamente, os hepatdcitos infectados se rompem liberando merozoitos
envoltos por estruturas vesiculares conhecidas como merosossomos. A liberagao
desses merozoitos “escondidos” dentro dos merosossomos permite que essas
formas escapem dos anticorpos, culminando na infecgdo dos eritrécitos. (v) Durante
o estagio intraeritrocitico, os parasitas sdo susceptiveis a opsonizagao por anticorpos
e fagocitose por macréfagos. A resposta mediada por citocinas tem sido relacionado
tanto com a protegdo quanto com a severidade da doencga durante esse estagio do
ciclo de vida do Plasmodium. Anticorpos capazes de bloquear a ligagao de eritrécitos
infectados por P. falciparum ao endotélio (vi) podem prevenir a malaria cerebral e
controlar a parasitemia. Anticorpos humanos especificos para gametocitos (vii)
podem ser ingeridos pelo mosquito durante o repasto sanguineo. Esses anticorpos
aliados as proteinas do complemento, podem bloquear a transmissdo para o
mosquito ao eliminar o parasito. A resposta imune inata do mosquito também pode
matar o parasito durante a fase de tardia de esporogonia (viii). Caso isso ndo ocorra,
0 mosquito estara pronto para infectar um novo individuo. (Greenwood, Fidock et al.
20081.3 Resposta imunolégica contra o Plasmodium.
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1.3 Aquisicado de imunidade contra o Plasmodium.

Uma das caracteristicas mais intrigantes e peculiares da resposta
imunoldgica durante a malaria se refere ao longo tempo em que os seres
humanos expostos ao Plasmodium demoram para se tornarem resistentes contra
os sintomas da infeccdo, mesmo em areas endémicas, onde criangas sao
expostas a centenas de picadas infectantes anualmente [32]. Em areas de intensa
transmissao, as criangas tornam-se resistentes a forma mais grave da malaria
somente apos os 5 anos de idade. No entanto, essas ainda sdo susceptiveis a
infecgado por Plasmodium, apresentando episodios febris de malaria néo grave até
atingirem a adolescéncia. Finalmente, da adolescéncia a fase adulta, esses
individuos tornam-se resistentes a malaria, e raramente apresentam sintomas
clinicos [33]. O longo tempo e o numero de episddios necessarios para se
adquirir resisténcia contra os sintomas clinicos da malaria, torna-se mais
marcante quando comparamos a rapida aquisicdo de imunidade contra varios
tipos de infecges virais, (ex, sarampo, rubéola, variola) apds uma unica infecgao.
E importante ressaltar que mesmo adquirindo resisténcia contra as manifestacdes
clinica da malaria, a resisténcia a infecgédo por si, raramente é observada, sendo
possivel encontrar em individuos assintomaticos formas do parasito circulando
pelo sangue [33]. Assim, a aquisicdo de imunidade contra a malaria em humanos
€ complexa, envolvendo um estagio inicial de resisténcia contra a forma grave da
doenca, seguido por episddios menos complicados da doenga até quadros
assintomaticos sem que haja uma imunidade estéril.

Nos dultimos 30 anos, um grande esforco tem sido empregado em
pesquisas voltadas para o desenvolvimento de vacinas que confiram protegéo
contra a infeccédo por Plasmodium (WMR 2013). Os candidatos vacinais utilizados
para desenvolvimento de vacinas contra a malaria, sdo categorizados de acordo
com o ciclo de vida do Plasmodium, uma vez que a expressao de proteinas de
superficie também variam de acordo com a forma de vida desse parasita [34].
Assim, existem candidatos vacinais contra as formas conhecidas como
esporozoitas, sendo essas as formas infectantes inoculadas pelo mosquito, e
também contra as formas encontradas no figado. Essa seria a primeira classe de
vacina, sendo ela conhecida por alvejar as formas pré-eritrocitica do parasito.

Também existem candidatos vacinais contra as formas conhecidas como
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merozoitos, as quais sdo encontradas durante a fase eritrocitica do ciclo de vida
do Plasmodium. Além disso, estdo disponiveis também alguns candidatos
vacinais contra o estagio gametocitico do Plasmodium, o que em tese poderia
prevenir a infeccdo dos mosquitos, interrompendo assim o ciclo de vida desse
parasita [35,36].

Atualmente, a maioria dos recursos tém sido empregado no
desenvolvimento de vacinas cujo o alvo sao as formas observadas durante a fase
pré-eritrocitica, principalmente contra os esporozoitos [37]. Uma resposta imune
protetora pode ser prontamente induzida em camundongos [38] em primatas n&o
humanos [39] e também em humanos [40] por meio da exposi¢ao do hospedeiro a
esporozoitos atenuados por irradiagdo. Esses esporozoitos irradiados sao aptos a
infectar os hepatdcitos, porém sao incapazes de se replicarem, resultando na
perda da fase eritrocitica da infeccdo. Esse mesmo tipo de imunidade estéril
também pode ser induzida com esporozoitos atenuados por manipulagéo genética
[41]. Um outro fator que influencia a resposta imune aos esporozoitos, € o nimero
de parasitas e a via de exposigdo. Mais de 1.000 picadas infectantes sao
necessarias para o desenvolvimento de uma imunidade esterilizante nos
hospedeiros, como descrito nos primeiros estudos com esporozoitos atenuados
[40]. Recentemente, foi demonstrado que a inoculagédo de esporozoitos atenuados
por via subcuténea, ndo é capaz de induzir protegdo em humanos [42]. No
entanto, se utilizada a via intravenosa, essa exposi¢cao pode conferir protecdo em
modelos animais [42] e em humanos [43]. Os protocolos de imunizagbes que
utilizam esporozoitos atenuados tém conferido protecdo somente quando os
individuos séo desafiados com esporozoitos homadlogos. Entretanto, € importante
considerar que em areas endémicas, os hospedeiros raramente sao infectados
com o mesmo clone do parasita, isso devido a enorme diversidade genética [44].

Em humanos, a infecgao experimental com esporozoitos atenuados, induz a
producdo de anticorpos e também uma resposta celular mediada por linfécito T
CD4 e CD8 [43], contra esporozoitos e contra antigenos de fase hepatica [45-47].
Os voluntarios expostos a esporozoitos e tratados com cloroquina desenvolvem
uma protegdo completa contra o desafio com esporozoitos, sendo essa protegcéo
observada até 28 meses apds a imunizagao [48,49]. Essa exposicdo promove a

producao de anticorpos, e também uma resposta de células T contra antigenos de
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esporozoitos e contra aqueles presentes nas formas de fase sanguinea. Essa
protecdo tem sido associada com presenga de células T de memoria efetora
produzindo IFN-y, TNF-a e Interleucina-2 (IL-2) [48,50].

Os resultados positivos observados com imunizagdes utilizando esporozoitos
irradiados, como ja descrito acima, estimulou a busca ndo sé de vacinas
baseadas em esporozoitas inteiros, mas também baseada em sub-unidades de
proteinas provenientes dessa forma do parasita. Até o momento, o melhor
candidado vacinal é o composto conhecido como RTS,S/AS01. RTS,S/AS01 é o
nome dado a vacina concebida pela fusdo da porgdo C-terminal da proteina de
cirscunsporozoito do P. falciparum com o antigeno de superficie do virus da
hepatite B [51,52]. No campo, a RTS,S confere uma protecao estéril em 50% dos
individuos que nunca foram expostos ao Plasmodium. No entanto, somente 30%
dos recém nascidos e 50% das criangas sao protegidas contra a os sinais clinicos
da doenga, ndo sendo observada uma protegdo duradoura nesses individuos
[51,52].

Uma questdo que surge a partir dessas observagdes €é: por qual motivo os
candidatos vacinais, que tém como alvo esporozoitos ou formas da fase hepatica,
parecem ser mais efetivos em adultos nunca expostos ao Plasmodium do que na
populagéo até entdo vista como alvo, ou seja criangas africanas. Existem algumas
possiveis explicagbes, porém nenhuma resposta real. Em primeiro lugar, os
individuos adultos nunca expostos ao Plasmodium que foram estudados, sao
americanos ou europeus. Deve-se considerar a diferenga genética entre
individuos, principalmente em relagcdo aos alelos de HLA e outros genes
associados a resposta imunoldgica, como por exemplo os genes do Receptores
do tipo Toll (TLRs), os quais serao discutidos adiante [53]. Além disso, as
coinfecgdes com outros patdégenos (exemplo: helmintos) sdo comuns em area
endémica de malaria, podendo esse fator estar relacionado com a modulagao da
resposta imunologica especifica contra o Plasmodium [54]. Também deve ser
levado em consideracdo o estado nutricional bem como a composi¢ao da
microbiota intestinal das criangas africanas estudadas, sendo esse um aspecto

importante em termos de imunomodulagéo [55].
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1.4 Imunidade inata e a imunopatogénese da malaria.

As pesquisas no campo da Imunologia voltadas para a infecgdo por
Plasmodium, tém sido direcionadas para o desenvolvimento de uma vacina
segura e eficaz, como descrito no topico anterior. Assim, os estudos relacionados
a imunidade adaptativa durante a malaria, tém recebido um foco muito maior do
que aqueles associados a imunidade inata. No entanto, € interessante relembrar
que os mecanismos da imunidade inata representam a primeira linha de defesa
contra os patdgenos. Em infecgdes graves e a agudas, tal como a malaria, a
capacidade do hospedeiro em montar uma resposta imunolédgica inata eficaz,
pode significar a diferenca entre a vida e a morte.

Estudos utilizando infecgbes experimentais em camundongos e em
humanos, tém evidenciado que a imunidade inata é essencial para o controle do
Plasmodium, em sua fase inicial de replicagao [56,57]. Durante a infeccao por P.
chabaudi, modelo de malaria muito utilizado para estudar a resposta imunolégica
contra os parasitos da fase sanguinea, esse controle inicial acontece mesmo
antes da produgdo de IgG especificas. Dentro desse contexto, tanto linfocitos T
CD4 quanto IFN-y e IL-12 s&do imprescindiveis para o controle do parasita na fase
aguda [58]. Finalmente, o controle da parasitemia na fase cronica da infecgao por
P. chabaudi, requer tanto linfécitos T CD4 quanto anticorpos especificos, uma vez
que a deficiéncia em linfécitos B, ndo causa nenhum impacto no controle da
parasitemia durante a fase aguda, porém impede a eliminacdo completa desse
parasita da circulacao [32].

Um questao chave que ainda precisa ser melhor esclarecida no contexto da
malaria, € a identidade e o estado funcional da células apresentadoras de
antigeno (APCs). Tem sido demonstrado que as células dendriticas (DCs),
macroéfagos e células B isoladas de camundongos imunes a malaria, sdo capazes
de apresentar antigenos para células T [59]. Além disso, durante a infec¢ao por P.
yoelii, um outo modelo de malaria, ocorre um aumento da expressdo do Complexo
de Histocompatibilidade Principal de classe Il (MHC-Il) e das moléculas
coestimulatérias CD80 e CD86, em macrofagos e DCs provenientes do bago [60]

Visto a importancia das DCs como um agente integrador do sistema imune
inato e adaptativo, varios estudos tem procurado estabelecer o papel dessas

células na resposta natural contra o Plasmodium [61]. E valido salientar que o
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entendimento desse processo ¢é de fundamental relevancia para o
desenvolvimento de uma vacina racional. Entretanto, os estudos que relatam o
estado funcional dessas células durante a infecgdo pelo Plasmodium (em
humanos e roedores) ainda sdo contraditorios, [62-64] indicando assim, a
necessidade do aprimoramento do nosso entendimento a respeito da resposta
imune inata durante a malaria. Boa parte dessa contradigdo esta associada com o
fato de que o tipo de resposta imunoldgica, pode variar de acordo com a cepa de
Plasmodium [61]. O estado de maturagdo e ativagdo dessas APCs, estdo
inteiramente relacionados como a sua capacidade em reconhecer moléculas
derivadas dos patégenos. Como essas células conseguem fazer esse
reconhecimento? Para responder a essa pergunta, € necessario descrever uma
das narrativas mais importantes da histéria recente da imunidade inata.

Como proposto por Janeway em 1989, células do sistema imune inato
deveriam apresentar receptores de membrana, os quais seriam capazes de
reconhecer moléculas provenientes de patdégenos [65,66]. Na verdade, ainda de
acordo com as ideias de Janeway, esses receptores deveriam reconhecer
padrdes moleculares, e com isto, surgiu o termo Padrées Moleculares Associados
a Patogenos (PAMPs). Posteriormente, com a descoberta da proteina Toll,
descrita inicialmente como responsavel pelo estabelecimento do padrdo dorso
ventral de larvas de Drosophila melanogaster [67], foi possivel identificar uma
nova classe de receptores de membrana sendo eles entdo chamados de
Receptores semelhantes a Toll (TLRs - Toll-like Receptors) [68-70]. A partir da
observacdo da semelhanga entre a proteina Toll de D. melanogaster com o
receptor da IL-1 (IL-1R) [71], molécula presente na superficie de membrana de
células do sistema imunolégico, surgiu a hipotese de que talvez a molécula Toll
pudesse ter alguma fungdo associada a resposta imunoldgica. Em 1996, um
trabalho liderado pelo Dr. Jules Hoffmann, demonstrou que essa molécula estava
associada com a resisténcia de D. melanogaster contra infecgdes fungicas [72].
Em 1997, Janeway e Medzhitov demonstraram que um TLR, agora conhecido
como TLR4, poderia desencadear a ativagdo de alguns genes necessarios para
iniciar uma resposta imune adquirida [73]. Em 1998 Bruce Beutler e coloboradores
demonstraram que esse receptor era capaz de reconhecer lipopolisacarideo

(LPS), um PAMP presente na parede de bactérias Gram-negativa, capaz de se
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ligar a um receptor de reconhecimento de padrdo (PRR) [74]. Acredita-se que a
maioria dos mamiferos apresentam de 10 a 15 tipos de TLRs. Até o momento ja
foram descritos 13 TLRs em humanos e em camundongos [75-77]. Além dos
TLRs, existem outros tipos de PRRs como os NOD-like Receptors (NLRs) [78],
RIG-I-like Receptors (RLR) [79] ambos citoplasmaticos, além dos C-Type lectin
Receptors (CLRs) [80].

Recentemente foram identificado alguns PAMPs provenientes do
Plasmodium que podem desencadear uma resposta imunolégica quando
reconhecidos por PRRs presentes em macrofagos e DCs. Dentre esses, podemos
citar as ancéras de GPI, que séo reconhecidas por TLR2 [81], e o DNA associado
a hemozoina, os quais sao reconhecidos por TLR9 [82]. A hemozoina € um
produto gerado a partir da biocristalizagdo da alpha hematina liberada apés a
digestdo da hemoglobina pelo Plasmodium [83]. Esse cristal além de carrear
DNA, também pode ser sentido por NLRP3, um receptor pertencente a familia dos
NLRs, que serdo discutidos mais adiante [84] [85]. A inflamacgado induzida pelo
Plasmodium, principalmente em resposta a agonistas de TLRs, tem um papel
fundamental no controle da replicacdo do parasito. No entanto, a resposta
inflamatoria excessiva tem sido associada com a malaria grave e com os casos de
mortalidade [86]. Como ja dito anteriormente, agonistas de TLR2 e TLR9 foram
identificados em P. falciparum [81,82] e de modo interessante, pacientes com
mutagdes no gene de TLR2, TLR9 e Mal/Tirap, uma molécula adaptadora
responsavel por amplificar os sinais provenientes de alguns TLRs, apresentaram
uma maior resisténcia a infecgdo por Plasmodium. Ademais, camundongos
deficientes em TLR9 e MyD88, sendo essa ultima uma outra molécula adaptadora
utilizada pela grande maioria dos TLRs, apresentaram uma diminuicdo na
producgao de citocinas pro-inflamatérias. [87-90]. Em 2011 foi demonstrado que o
uso terapéutico de antagonistas de TLRs pode aumentar a resisténcia de
camundongos a malaria cerebral [91].

As manifestagdes clinicas da malaria sdo observadas durante o periodo de
reproducido assexuada do Plasmodium. Apesar da complexidade e também do
nosso pouco entendimento dos mecanismos associados a patogénese da malaria,
acredita-se que dois processos dirigem esse fendbmeno: o sequestro de hemacias

infectadas (iRBCs) e a inflamacgao sistémica [92]. O sequestro de iRBCs acontece
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quanto essas células parasitadas se ligam a receptores do endotélio vascular, via
interagbes especificas, causando obstrugdo da microvasculatura, isquemia local e
inflamacdo no cérebro e em outros o6rgdos vitais [93,94]. A infeccdo por
Plasmodium também induz uma resposta inflamatéria sistémica semelhante a
sepse bacteriana, [95,96] a qual pode exacerbar o sequestro de iRBCs por levar a
um aumento da expressado das moléculas de adesdo como ICAM-1 [97,98]

Individuos que sdo expostos ao Plasmodium pela primeira vez,
inevitavelmente respondem a esse processo infeccioso com febre alta, evento o
qual é guiado pela producgéo de citocinas pré-inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-8 e
IL-12, bem como TNF-a e IFN-y [99-101].

O termo tempestade de citocinas (cytokine storm) foi empregado pela
primeira vez em 1994 [102] descrevendo a ideia de que a patologia da malaria
estd intrinsicamente associada a producdo descontrolada e sistémica de
mediadores inflamatérios. A relagdo entre esses mediadores e a malaria cerebral
tem sido extensivamente estudada, sendo sugerido o TNF-a como o grande vildo
[102,103].

O TNF-a induz a expressao das moléculas de adeséao intercelular (como
ICAM-1) no endotélio cerebral que se ligam a molécula PfEMP1, expressa pelo P.
falciparum e transferida para a superficie dos eritrécitos infectados [93,104,105].
Esse é um fendmeno chave associado ao sequestramento das iRBCs durante a
malaria cerebral [106-112]. No soro de pacientes infectados com Plasmodium, séo
encontrados niveis elevados de TNF-a e também dos seus receptores 1 e 2
(TNFR1/2) [98,113].

Estudos genéticos mostraram que polimorfismos encontrados no gene de
TNF-a estariam associados com alguns aspectos patolégicos da malaria. Assim,
determinados polimorfismos relacionam-se com susceptibilidade a malaria
cerebral, enquanto outros gerariam resisténcia a essa condicdo, mas
aumentariam a susceptibilidade a anemia grave [114-118]. Estudos utilizando um
inibidor transcricional de TNF-a, o LMP-420, capaz de inibir os efeitos de TNF-a e
também da linfotoxina-o. (LTa), demonstraram um aumento da resisténcia a

malaria cerebral experimental em camundongos [119]. Assim, o TNF-a tem sido
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considerado como um dos elementos chave para o desenvolvimento do estado
patolégico da malaria.

Outro mediador inflamatério que também tem sido associado com a
patogénese da malaria, € o receptor do tipo 1 da citocina IFN-y (IFNyR1).
Acredita-se que as células natural killer (NK) e células T gamma delta (yd) sejam
a principal fonte de IFN-y durante a malaria [120] [121,122] e que essa citocina
estaria intimamente ligada com a produgéo de TNF-a [98,123]. O polimorfismo no
receptor IFN-yR1 foi relacionado com a resisténcia a malaria cerebral em um
estudo realizado com pacientes do Gambia [124]. Em camundongos, a protegao
contra a malaria cerebral experimental foi observada em animais deficientes de
IFN-y (IFN=y”") ou IFN-yR1 (IFN-yR17), e também ap6s o tratamento com anti-IFN-
v [125,126]

Um outro aspecto patolégico associado ao disturbio inflamatério durante a
malaria é a anemia, que tem sido apontada como a principal causa de internagdes
em hospitais da Africa. Além disso, esse tipo de quadro patolégico desencadeado
pela malaria, é responsavel por mais da metade dos casos de morbidade e
mortalidade em criangas abaixo dos cinco anos de idade em regides endémicas
[127,128]. A anemia observada durante a infec¢gdo por Plasmodium pode ser
classificada da seguinte maneira: (i) anemia ndo complicada (hemoglobina <
110g/L, hematécrito < 30% e parasitemia periférica) (ii) anemia grave
(hemoglobina < 50g/L, hematdcrito < 15% e parasitemia periférica).
Recentemente foi demonstrado que prépria a resposta imunoldgica € o principal
fator da anemia grave observada em criangas infectadas por P. vivax, devido ao
efeito inibitorio das citocinas pro-inflamatérias como IFN-y e TNF-a na eritropoiese
[129,130]

Muito ja tem sido feito no intuito de compreender os mecanismos
associados a patogénese da maléria, porém ainda ha bastante a ser desvendado.
O que se pode dizer com seguranga € que um dos aspectos relacionados com a
morbidade e morte do hospedeiro, € a resposta inflamatodria exagerada [110,131],
a qual alguns componentes da imunidade inata estdo associados [87,88] [82].

Nesse contexto, desvendar a imunopatogénese da malaria, bem como os
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mecanismos relacionados ao disturbio inflamatério observado durante a doenca,
podem gerar uma fonte valiosa de informagbes e indicar possiveis alvos

terapéuticos [91].
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1.5 O Inflamassoma: ativagao, regulagao e fungao.

Estudos que buscavam identifica genes conservados evolutivamente,
indentificaram uma grande familia de genes que codificam proteinas com
estruturas similares tanto em plantas quanto em animais. Essas moléculas,
conhecidas como Receptores do Tipo NOD (NLRs) estdo relacionadas com a
resisténcia de plantas a determinadas doencas. [132]. Em animais, os NLRs
foram encontrados em uma diversidade de espécies, desde ourigos-do-mar ao
seres humanos [133]. Esses receptores sdo capazes de reconhecer padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrées moleculares associados
a danos (DAMPs). Sao compostos geralmente por trés dominios descritos, assim:
(i) dominio “pyrin” (PYD) contido na porgao N-terminal responsavel por interagir
com a molécula adaptadora ASC; (ii) dominio ligador de nucleotideo (NACHT)
presente na porcdo central, responsavel pela atividade de dNTPase e
oligomerizagao; (iii) e na regido C-terminal encontra-se uma regiéo rica em leucina
(LRRs), a qual acredita-se estar relacionada com o reconhecimento dos PAMPs e
DAMPs bem como a autorregulagdo dos NLRs [84,133].

Os NLRs também fazem parte de uma plataforma proteica de grande
potencial inflamatorio presente no citoplasma celular denominada inflamassoma
[134-136]. A ativacao da caspase-1, uma cisteina protease, é regulada por essas
estruturas multiméricas que sédo formadas quando cada componente, receptor
NLR, molécula adaptadora ASC e pro-caspase-1, sdo super expressos no citosol
[134,136].

ASC é uma molécula adaptadora de 22kd que apresenta um dominio PYD
na regido N-terminal, e interage com o dominio de PYD do NLR. Na regido C-
terminal, ASC apresenta um dominio CARD, pelo qual promove o recrutamento
de pro-caspase-1, também por meio de uma interagao homotipica do tipo CARD-
CARD. [137,138]. A delecdo de ASC em camundongos revelou que essa
molécula é essencial para ativacdo de caspase-1 e consequentemente para
geragao de IL-1p em sua forma ativa. Esses achados sugerem que ASC seja um
componente efetor chave da via de ativagédo da caspase-1 [139-144].

Alguns NLRs tem a capacidade de induzir a formacéo de inflamassoma in
vitro. Varios estudos tem demonstrado que NLRP1, 2, 3, 6, 12, NLRC4, NOD2

quando super expressos ectopicamente com a caspase-1 e com a molécula
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adaptadora ASC, levam a ativacido de caspase-1 e ao processamento da pro-IL-
18. Entretanto, somente alguns “NLRPs-inflamassoma” tém sido bem
caracterizados como por exemplo, NLRP1, NLRC4 e NLRP3 sendo esse ultimo o
mais estudado [134,137,145,146].

O receptor NLPR3 é constitutivamente expresso em células da linhagem
mieldide e tem a sua expressdo aumentada em resposta a estimulos provenientes
de PAMPs [147]. Uma outra caracteristica desse receptor é a incapacidade de
recrutar a pré-caspase-1 sem o auxilio de ASC, pois ndo possui o dominio CARD
[148].

Dentre os ativadores do NLRP3 inflamassoma, pode ser citado o ATP,
monosoédio de urato (MSU), pirofosfato de calcio dihidratado (CPPD), cristais de
colesterol, polimeros de p-amildide e possivelmente a glicose [149]. Atualmente,
alguns autores descrevem que NLRP3 é capaz de detectar alteragbes na
concentracdo de componentes intracelulares, porém o mecanismo ainda é
desconhecido. Dentre esses componentes pode-se citar o ATP e acido urico, que
sdo normalmente observados no citosol das células, e podem gerar uma resposta
inflamatéria a partir do momento em que sao liberados para o meio extracelular.
Ao mesmo tempo, NLRP3 parece funcionar como um sensor de moléculas
endogenas presentes em locais indevidos, como € o caso de cristais de colesterol
e p-amiléide encontrados no citoplasma celular [150].

Além da inflamagéo estéril, o NLRP3 inflamassoma pode ser observado
durante a infecgdo por bactérias intracelulares como Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus [151-153]. Compostos antivirais como R837, R847, RNA
bacteriano bem como RNA viral, também sao capazes de promover a ativagao de
caspase-1 utilizando NLRP3 como receptor na formacdo do inflamassoma
[139,154].

Ainda ha muito a ser desvendado, no que se refere aos mecanismos
associados a formagdo dos inflamassomas. Atualmente, existem 3 modelos
propostos para explicar a formagao do NLRP3 inflamassoma, revisado por Kate
Schroder e Jurg Tschopp [84] (Figura 5).

O primeiro mecanismo proposto, sugere a presenca do ATP no meio
extracelular como um ponto chave. O ATP extracelular estimula o receptor

purinérgico P2X; promovendo o efluxo de potassio (K*), o que por consequéncia
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leva ao recrutamento de panexina-1 e formagdo de poro na membrana [155].
Esse poro formado na membrana seria responsavel pela entrada de possiveis
agonistas do receptor NLRP3, que até entdo estaria inacessivel no meio
extracelular [156]. Além disso, eletrdlitos como sédio e potéssio, tem sido
relacionados com a intensa repulsdo intermolecular entre mondémeros de
proteinas em concentragdes fisioldgicas, uma vez que esses mondmeros estédo
aprisionados em “jaulas” de agua devido ao efeito hidréfobo [157]. Desse modo, a
diminuigdo da concentragdo de potassio pode entdo favorecer a formacdo de
oligbmeros de NLRP3 e ASC. De fato, células cultivadas na presenga de
concentragdes elevadas de KCL ndo séo capazes de ativar caspase-1 tampouco
liberar IL-1p [158]. Talvez a influéncia de K' na repulsdo intermolecular e a
diminuigdo desse eletrélito em resposta a ATP, seja uma explicagéo possivel para
a formacdo do NLRP3 inflamassoma, uma vez que também foi demonstrado que
macrofagos derivados de animais deficientes em panexina-1 ndo apresentam
falha na ativacao de caspase-1, mediante estimulo com o ATP [159].

O segundo modelo esta relacionado com ativadores do NLRP3
inflamassoma, que formam cristais ou estruturas particuladas, como por exemplo
MSU, silica, asbestos, p-amiloide e alum, onde a ingestao dessas particulas por
fagocitos, pode levar ao dano lisossomal resultando na liberagdo de componentes
presentes nesse compartimento para o citosol. Desse modo surge a seguinte
pergunta, haveria alguma molécula, até entdo aprisionada no lisossomo, capaz de
“‘despertar” o receptor NLRP3?. A catepsina B, uma protease presente no
lisossomo, foi indicada como um possivel ligante direto de NLRP3 capaz de levar
a formagao do inflamassoma [160,161]. No entanto, macréfagos deficientes em
catepsina B sdo plenamente capazes de ativar caspase-1 e maturar IL-1 em
resposta a estruturas particuladas ou cristais [162].

O terceiro modelo leva em consideracdo um componente microbicida
altamente conservado evolutivamente, conhecido como espécies reativas de
oxigénio (ROS) [163]. Todas as moléculas que s&do capazes de promover
formagédo do NLRP3 inflamassoma, também levam a producédo de ROS in vitro.
Por outro lado, se ROS é bloqueado por inibidores quimicos, a ativacdo de
caspase-1 é suprimida. [85,162,164-167]. Deste modo, qual é a influéncia de ROS

na ativagdo do NLRP3 e consequentemente na montagem do inflamassoma? A
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fonte de ROS nesse modelo ainda nao foi bem definida, no entanto a supressao
de uma subunidade comum (p22) a NADPH oxidases, pode inibir a ativagdo do
inflamassoma em ensaios in vitro [162]. Apesar da forte evidéncia de que a
producao de ROS seja uma peca chave desse quebra cabeca, ainda ha uma série
de aspectos que precisam de resolucédo. Por exemplo, alguns agentes indutores
de ROS como citocinas, ndo sdo incapazes de engatilhar a formacao dos
inflamassomas por si s6. [168]. Além disso, apesar de alguns estudos sugerirem
que ROS teria um papel crucial na secregdo de IL-1[3, através da ativagdo do
inflamassoma in vitro, como descrito acima, estudos in vivo, tanto em humanos
quanto em animais deficientes na produgdo de ROS, culminam em um fendtipo
inflamatério dependente de IL-1B. Assim, ROS também comeca a ser visto como
um agente regulador do processo de ativagdo do inflamassoma [169,170].

Acredita-se que o dominio LRR do NLRP3 possui um importante papel na
atividade de autoinibicdo desse receptor de modo semelhante ao NLRC4 [171].
Essa inibicao parece estar relacionada com a presenga das proteinas chaperonas
SGT1 HSP90 ligadas ao dominio LRR, evento o qual torna o receptor NLRP3
inativo, porém pronto para responder quando requisitado [172].

Apbs a ativacdo do NLRP3, como proposto nos trés modelo acima citados,
esses receptores se oligomerizam levando ao agrupamento dos dominios PYD,
0s quais entdo tornam-se disponiveis para uma interacdo homotipica com o
dominio PYD da molécula adaptadora ASC, que por sua vez, utiliza o seu dominio
CARD para recrutar a proé-caspase-1 que sofre uma auto-clivagem, tornando-se
entao ativa. A caspase-1 ativa é vista sob a forma de um tetramero contendo as
sub-unidades p10/p20, que agora podem clivar os seus substratos, por exemplo
IL-1B, sendo essa liberada em sua forma madura [84].

Alguns receptores da familia dos NLRPs, como o NLRP6 € o NLRP12
ainda nao foram bem caracterizados no que se refere a sua capacidade de
promover a ativagdo de inflamassoma. De fato, o que se sabe até o momento é
que NLRP12 pode funcionar como um regulador positivo no processo de
migracdo de células dendriticas e como um regulador negativo na via de
sinalizagdo ndo candnica de NF-kB [173,174], enquanto o NLRP6 pode regular
negativamente a imunidade inata, principalmente na lamina prépria em resposta a

microbiota intestinal [175]
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Outros dois receptores citosélicos ndo pertencentes a familia dos NLRPs
foram descritos como sendo capazes de promover a ativagdo do inflamassoma e
consequentemente ativar a caspase-1 [176]. Esse receptores sdo conhecidos
como “absent in melanoma 2” (AIM2) e “IFNg-inducible protein 16” (IFI16). O
receptor AIM2 é composto por um dominio pyrin, responsavel pelo recrutamento
de ASC, e um dominio HIN, sendo esse capaz de se ligar a DNA, ao passo que o
receptor IFI16 tem um dominio pyrin e dois dominios HIN. Uma outra molécula
conhecida como RIG-I “retinoic acid-inducible gene I’ também é capaz de levar a
formacao do inflamassoma via recrutamento de ASC em resposta a RNA viral
[177].

Em 2011, foi demonstrado que a ativacado da caspase-1 em decorréncia da
infecgdo causada por bacterias Gram-negativa depende da pré-caspase-11 [178],
fendbmeno o qual foi batizado como a via ndo canbnica da ativacdo do
inflamassoma. O mecanismo pelo qual a caspase-11 promove a ativagao de
caspase-1 em resposta a infec¢des bacterianas (Gram - negativa), e também qual
seria a sequéncia de sinais intracelulares necessarios, sao elementos que ainda
precisam ser melhor investigados. Foi demonstrado que a caspase-11 interage
com a cofilina, proteina responsavel pela polimerizagdo/despolimerizagédo do
filamentos de actina, regulando assim a fusdo do fagossomo com o lisossomo,
culminando na degradagao das bactérias. Esse evento entéo favorece a liberagao
da flagelina no citoplasma, e consequentemente a ativagcdo do NLRC4
inflamassoma e amaturagéo da caspase-1 [179]. A via ndo candnica da formagéo
do inflamassoma é ativada por uma grande variedade de bactérias Gram-
negativa, mas ndo por Gram-positiva, sugerindo que esse possa ser um

mecanismo conservado para detectar esse tipo especifico de patégeno.
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FIGURA 5

DAMP/
+ PAMP DAMP/PAMP

K
ATP - Pannexin-1 o
P2X7.
Crystalline/
—
@

particulate
ligands

@/@\

Reactive oxygen

species Lysosomal
%\ | /é o

NLRP3
Cathepsin B

NLRP3 inflammasome inhibitor
assembly (Ca-074-me)

|

% E‘LCA:? J Activated
‘gi\[ CASP\| Caspase-1
=
- T

Pro-IL-1B

NACHT
NACHT

CARD

NUCLEUS

“Priming” by
proinflammatory stimuli
e.g. TLRs, TNF, IL-1B

00|L
P IL-1p

Figura 5: Os trés principais modelos propostos para explicar a formagao do
NLRP3 inflamassoma.

(1) O ATP extracelular promove a formagdo de poro na membrana de modo
dependente do receptor P2X7 e do hemi-canal Panexina-1, permitindo a entrada
no citosol de possiveis agonistas do receptor NLRP3. (2) Estrutura cristalinas ou
particuladas podem ser fagocitadas e devido as suas caracteristicas fisicas,
podem levar a ruptura do lisossomo. Moléculas presentes no ambiente lisossomal
podem entéo estar relacionadas com a ativagao de NLRP3. (3) Todos os DAMPs
e PAMPs incluindo ATP e ativadores cristalinos/particulados séo capazes de gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS). Um via dependente de ROS pode levar a
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ativagcado de caspase-1 de modo dependente de NLRP3, apesar desse evento
ainda ser bem contraditério [84].
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1.6 Caspase-1 ativa, disturbios inflamatérios e a malaria.

Mais de 70 mutacdes no gene NLPR3 foram identificadas, sendo essas
relacionadas com as conhecidas “cryopyrinopatias” ou sindromes da febre
periodica associado a “cryopyrin” (CAPS) [180,181]. PBMCs de pacientes que
sofrem de CAPS secretam uma grande quantidade de IL-1p espontaneamente ou
apos determinado estimulo ativador de NLRP3 [182]. Os sintomas caracteristicos
observados em pacientes com algum tipo de CAPS, como a recorrente urticaria,
artralgia, perda auditiva, conjuntivite e febre, sdo praticamente eliminados com o
tratamento feito com o Anakinra, um antagonista de IL-1R, ou qualquer outra
estratégia que possa impedir a sinalizagdo de IL-1p [183-185] [186]. Essas
mutacdes sao observadas em maior frequéncia no dominio relacionado com a
regulacdo da montagem dos inflamassomas, NACHT, e em uma pequena
porcentagem na por¢gdo LRR. Uma mutagdo nesse dominio proporciona a
desregulagcdo da montagem dessas estruturas podendo levar a um aumento
dessas plataformas no citosol de modo espontaneo [187].

Animais contendo algumas mutagdes no NLPR3 foram gerados para
disponibilizar modelos para o estudo de CAPS. O fendtipo comum entre todas as
linhagens desenvolvidas foi o aparecimento de eritema e abscesso marcado por
uma intensa atividade inflamatdria. Os niveis de IL-1, TNF-a bem como a
producdo de IL-17, mostraram-se elevados nos sitios de inflamagdo. A
importancia da IL-1B nesse processo patolégico, foi revelada quando esses
animais tiveram a sinalizagdo dessa citocina inibida, seja por farmaco ou por
manipulagdo genética, e apresentaram uma consequente melhora nos sintomas
clinicos [188,189].

A hiperuricemia crbnica e, consequentemente, a deposigao de cristais de
MSU nas articulagbes, caracteristicas da doenga gota, induzem uma potente
resposta inflamatdria caracterizada pelos niveis elevados de IL-1p, TNFa e IL-18
[190,191]. Foi observado que a injecao de cristais de MSU no peritbnio de
camundongos induz uma forte inflamacdo de modo dependente de neutrdfilo,
NLRP3 e IL-1R [190]. Além disso, ensaios clinicos utilizando um antagonista de
IL-1R em pacientes sofrendo de gota aguda, levou a uma significativa melhora

dos sintomas [192].
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Agregados insoluveis de p-amiloide estdo associados com doengas
neurodegenerativas, como por exemplo a Doenga de Alzheimer [193,194]. Em
2008 foi constatado que a presenca extracelular dessa proteina mal dobrada em
placas senis, e somente sob a forma fibrilar, induz uma resposta inflamatéria por
macroéfagos residentes de modo dependente do NLRP3 [160].

Um outro exemplo de um indutor de inflamacao estéril sdo os cristais de
colesterol, funcionando como DAMPs quando capturados por macrofagos.
Estudos recentes, tém mostrado que a deposicdo de cristais de colesterol
coincide com a infiltragdo de macréfagos para o interior da placa aterosclerética.
Ademais, a produgéo de IL-18 por macréfagos em resposta a cristais de colesterol
ocorre de maneira dependente do NLRP3 [195].

Recentemente foi demonstrado que a molécula adaptadora ASC tem uma
atividade extracelular funcionando de modo semelhante a um “prion”, sendo
capaz de propagar a inflamagao [196,197]. Foi demonstrado que apdés a morte
celular inflamatéria conhecida como piroptose, os aglomerados de ASC acumulam
no espacgo extracelular, local onde esse agregado ainda consegue ativar IL-1(.
Além disso, foi demonstrado que a fagocitose do ASC oligomerizado induz dano
lisossomal e consequentemente a oligomerizagdo de novas moléculas de ASC,
que até entao estavam difundidas no citoplasma. Finalmente, foi demonstrado que
esses agregados e auto-anticorpos contra ASC, podem ser encontrados em
fluidos corpdreos de tecidos inflamados de pacientes, e de camundongos como
algum tipo de patologia autoimune [196].

Estruturas cristalinas ou particuladas provenientes de fontes exégenas
também sdo capazes de promover inflamagéo estéril de modo dependente do
NLRP3. Isso tem sido observado, por exemplo, durante a exposi¢édo ocupacional
a asbesto e silica que sao responsaveis pela indu¢ao da inflamagéo nos pulmdes,
podendo levar a doencgas cronicas e debilitantes. Essas particulas sédo fagocitadas
por macréfagos desencadeando a secregéo de altos niveis de IL-1p proveniente
da ativacdo da caspase-1, em um fendbmeno que possui o receptor NLRP3 com
um ponto chave. Corroborando com esses dados, foi observado que animais
deficientes em NLRP3 (NLRP3”) sdo menos susceptiveis & lesdo pulmonar
induzida por silica e asbestos, diminuindo a infiltragdo de neutréfilos e a produgéo
de citocinas [161,162,164,198].
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A hemozoina é um cristal formado a partir da biocristalizacdo dos
grupamentos heme, em decorréncia da digestdo da hemoglobina pelo
Plasmodium [199,200]. Dostert e colaboradores mostraram que essa estrutura
poderia providenciar sinais de perigo levando a ativagao de caspase-1 de modo
dependente de NLRP3 in vitro. Foi demonstrado que a fagocitose, a produgéo de
ROS e o efluxo de K** s&o fatores limitantes para ativagdo de caspase-1 por
hemozoina [85,201]. No entanto, at¢é o momento ndo havia ainda nenhuma
evidéncia de que a infecgdo por Plasmodium in vivo poderia levar a formagao do

inflamassoma.

1.7 Coinfec¢bes: Plasmodium Vs Bactérias

Infecgbes bacterianas invasivas tém sido associadas com o aumento da
frequéncia de mortalidade de criangas com malaria grave na Africa Subsaariana
[202-206]. Recentemente foi demonstrado que a malaria aumenta a predisposigédo
de criancas residentes de areas endémicas a infecgdes bacterianas [207]. Visto o
risco desse tipo de coinfecgdo, a combinagao de antibidticos e anti-malaricos, tem
sido empregada em pacientes que apresentam um quadro de malaria grave. No
intuito de evitar a progressao negativa do quadro clinico, os antibidticos também
tém sido utilizados em pacientes cujo sintomas nao apontam para o quadro de
malaria grave [208] (WHO 2010).

Os patdégenos encontrados com maior frequéncia no sangue dos pacientes
com malaria grave durante infec¢@o por P. falciparum, sao diferentes espécies de
Salmonella nao tiféide e outros tipos de bactérias Gram-negativa [203-206]. Até
que ponto existe uma relagdo causa e feito entre esse dois tipos de infecgoes, é
algo ainda praticamente desconhecido. Em modelos experimentais utilizando
animais como hospedeiro, foi demonstrado que a produgdao da molécula heme
oxigenasse 1 (HO-1) resulta em uma diminuigdo da produgdo de ROS e
consequentemente aumenta a predisposicdo do hospedeiro a Salmonella [209].
Em humanos, os dados disponiveis sdo provenientes de relatos de episddios de
coinfecgdes em areas endémicas, os quais sdo dificeis de interpretar, uma vez
que nao se sabe exatamente qual infecgéo foi a primeira a se instalar.

Enfim, como ja dito, episddios de coinfecgdes normalmente estdo associados com

as complicagdes clinicas progredindo para malaria grave, sendo um tergo das
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mortes atribuidas a alta taxa de bacteremia [210]. Ainda é preciso entender
melhor qual é a natureza dessa relagédo e seus aspectos celulares e moleculares
e também se a infecgéo por Plasmodium pode realmente favorecer a infecgao por

esses organismos oportunistas [211,212]



2 - Justificativa
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A malaria € uma das doengas mais devastadoras do mundo, causando a
morte de mais 600.000 pessoas anualmente. Os sintomas clinicos, bem como a
morbidade e a mortalidade do hospedeiro, estdo intimamente associados com
liberagdo de citocinas pro-inflamatérias, em decorréncia da resposta imunoldgica
contra moléculas derivadas desse parasita. Além disso, existem varios relatos
onde os episodios de coinfecgbes bacterianas, principalmente aqueles causados
por bactérias Gram-negativa, tém aumentado significativamente o grau de
morbidade e a taxa de mortalidade dos individuos que vivem em areas endémicas
de malaria. E importante ressaltar que a relacdo entre esses dois tipos de
infecgbes ainda ndo esta bem esclarecida.

O inflamassoma €& uma plataforma multiproteica de alto potencial
inflamatorio, que é ativado no citoplasma celular em resposta a uma grande
variedade de estimulos. Alguns dados secundarios da literatura indicam a
hemozoina como mais uma estrutura capaz de promover ativagcdo do NLRP3 —
inflamassoma. Assim, esse trabalho foi concebido no intuito de compreender
melhor a biologia dessa estrutura durante a infecgdo in vivo por Plasmodium,
tanto no modelo experimental murino quanto na infecgdo natural em seres
humanos. Além disso, esse projeto pretende investigar as reais implicacbes da
ativacao da caspase-1 durante a malaria, e também em episédios de coinfecgdes
bacteriana. Assim, esse estudo busca decifrar mais uma pega desse enorme
quebra cabecga que é a resposta imune inata contra o Plasmodium, e sua relagéo

com o processo de patogénese da malaria



3-Objetivos
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3.1 Objetivo geral.
Investigar o processo de formagéo do inflamassoma e a consequente ativagao da
caspase-1 durante a infecgdo por Plasmodium, definindo os mecanismos e as

moléculas envolvidas, bem como o seu impacto na patogénese da malaria.

3.2 Objetivos especificos.
» Verificar se a infeccdo experimental por P. chabaudi pode desencadear a
ativagdo de caspase-1.
* Identificar as possiveis moléculas envolvidas na formagédo do
inflamassoma;

¢ Definir qual seria a populagao celular envolvida nesse evento.

» Verificar o papel dos TLRs na formacdo do inflamassoma e
consequentemente na ativagdo da caspase-1, bem como na produgéo de

IL-1B durante a infecgao por P. chabaudi

> Verificar se as citocinas chave do processo de imunopatogénese da
malaria, IFN-y e TNF-a, tem alguma fungédo reguladora na ativagdo da

caspase-1 e na producao de IL-18 durante a infecgao por P. chabaudi.

» Verificar se a malaria humana causada pelo P. vivax e pelo P. falciparum, é

capaz de desencadear a ativagédo da caspase-1.

» Definir fonte celular de caspase-1 ativa, além de identificar quais moléculas
estariam associadas a formacao do inflamassoma em humanos infectados

por Plasmodium.

> Investigar as possiveis implicagdes da ativagdo da caspase-1 e a produgéo
de IL-1B, durante a malaria experimental, e em episddios de coinfecgdes

bacterianas.



4-Materiais e Métodos
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4.1 Reagentes.

O LPS 055:B55, proveniente de E.coli, a nigericina e o tampao de lise
RIPA para western blot foram adquiridos junto a SIGMA. O kit para detecgéo de
caspase-1 em sua forma ativa, por citometria de fluxo, foi adquirido junto a
ImmunoChemistry Technologies, LLC (numero de catalogo 98). Os anticorpos
anti-caspase-1 humano (SC-515) e de camundongo subunidade p10 (SC-514),
anti-ASC  (SC-22514-R e SC-271054) foram comprados da Santa Cruz
Biotechnology, e o anti-actina (A2066), foi comprado da SIGMA. O anti-caspase-1
(p20) foi doado pela Genentech. O anti-NLRP3 (ab4207 e ab17267), -NLRP12
(ab64928 e ab57906), -NLRC4 (ab99860), e os anticorpos secundarios anti-lgG
de coelho Texared (ab6800), de anti-lgG de cabra Texared (ab6883), anti-lgG de
cabra FITC (ab6881), e anti-IgG de rato FITC (ab7057) foram adquiridos junto a
Abcam. Os anticorpos secundarios utilizados nos ensaios de western blot foram
comprados da KPL. O Ficoll-Paque foi comprado junto a GE Healthcare, e o
agente “crosslinker disuccinimidyl suberate” foi obtido junto a Thermo Scientific
(numero de catalogo 21658). Inibidor de protease (livre de EDTA) foi comprado da
Roche e os meio de cultura RPMI e DMEM comprados da Gibco. Kits para
dosagem de citocinas por ELISA de por citometria de Fluxo (Kits CBA) foram
obtidos a partir da R & D Systems e BD Biosciences, respectivamente. Para
citometria de fluxo, alguns anticorpos monoclonais (mAbs) utilizados em amostras
de camundongos foram comprados da BD Biosciences sendo eles: CD11c-PE
(cat-557401), CD11b-PE (cat-557397), CD3-FITC (cat-553062), B220-APC (cat-
561880) e outros da eBioscience: MHC-II-PercpCy5 (cat 15-5321-82) e F4 / 80-
APC (cat 17-4801-82) CD4-PE (Cat 12-0041), CD8-PE (cat-12 008-81) e NKG2D-
PE (cat-12-5872). Os mAbs utilizados em citometria de fluxo para avaliacédo de
amostras humanas s&o provenientes da BD Biosciences: CD16-FITC (cat-
555969), CD14-APC (cat-561708), CD19-FITC (cat-555412) e também da
eBioscience: CD3-FITC (cat-55332), CD4-PE-Cy5 (cat-555348), CD8-PE-Cy5
(cat-555368), CD1c-APC (cat-17-0015), CD123-PercpCy5. 5 (cat-45-1239),
CD303-FITC (cat-11-9818-42), CD56-PE (cat-9.012-0.567). Para purificagdo de
mondcitos humanos foi utilizado o “EasySep™ Human Monocyte Enrichment Kit
without CD16 Depletion” adquirido junto a STEMCELL Technologies (numero de

catalogo: 19058). Para o enriquecimento de células CD11b e CD11c positivas de
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camundongos foram utilizado os kits “EasySep™ Mouse CD11b Positive Selection
Kit” (catalogo: 18770) e o EasySep™ Mouse CD11c Positive Selection Kit II”
(catélogo: 18780) respectivamente, ambos provenientes da STEMCELL

Technologies.

4.2 Pacientes.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de
Pesquisas René Rachou e também pelo Comité de Etica e Pesquisa Brasileiro
(CEP 096/09 CONEP: 15653). Pacientes infectados por Plasmodium foram
atendidos na clinica de malaria, sendo essa parte do Centro de Pesquisas em
Medicina Tropical de Porto Velho, Brasil. Essa € uma regido endémica de malaria
pertencente a bacia amazobnica. A constatagdo da infecgdo por Plasmodium foi
definida por meio da avaliacdo microscopica convencional utilizando l1aminas de
gota espessa. Essa avaliagdo foi feita por microscopistas com experiéncia em
diagnosticos de malaria em area endémica. Além disso, a confirmacado da
infeccdo foi feita por PCR, ndo sendo identificado casos de infecgdes mista. O
numero de pacientes utilizados estd descrito nas figuras correspondentes. Os
pacientes que apresentaram no minimo 100 formas de Plasmodium por gota
espessa foram convidados a participar do estudo. Imediatamente apds a
confirmacgao da infecgdo por Plasmodium, o sangue era coletado para obtengao
de células mononucleares do sangue periférico. No caso da infecgao por P. vivax,
os pacientes foram tratado com cloroquina (150mg) a cada 8 horas durante 3
dias. Em associagcdo ao uso da cloroquina, os pacientes também foram tratados
com primaquina (15mg) durante duas semanas. No caso de pacientes infectados
com P. falciparum os mesmos foram ftratados pela associacdo das drogas
Arteméter (20mg) e Lumefantrina (120mg) a cada 8 horas durante 3 dias. Entre
30-40 dias apds o inicio do tratamento os pacientes retornavam para verificagdo
da cura parasitolégica, avaliada por microscopia. Imediatamente apds essa
confirmacdo o sangue desses pacientes eram coletados e utilizados como
controle. Individuos saudaveis residentes de Porto Velho foram incluidos como

controles adicionais.
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4.3 Modelo murino de malaria e linhagens de camundongos.

Todos os experimentos envolvendo animais estdo em conformidade com
as diretrizes estabelecidas pela Associacdo Americana para Uso de Animais de
Laboratério (AALAS) e também com as recomendagdes do Guia para o Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério do Conselho Nacional de Experimentagdo Animal
(http: // www.cobea.org.br/) e da Lei Federal 11.794 (08 de outubro de 2008).
Todos os protocolos desenvolvidos para este de trabalho foram aprovados pelo
Comité de Cuidados e Uso de Animais Institucional (IACUC) no UMMS (ID - 2371-
12), (ID - 1369-1311) e também foram aprovado pelo Conselho de
Experimentagcdo Animal da Fundagdo Oswaldo Cruz (protocolo Ceua 38 / 10-3).
Um modelo nado letal de malaria foi utilizado em todo estudo envolvendo
camundongos. A cepa Plasmodium chabaudi chabaudi AS é mantida congelada
em nitrogénio liquido. Esse parasitos foram mantidos viaveis por passagens
semanais. Apos 12 passagens consecutivas uma nova aliquota era
descongelada. Os animais utilizados nos experimentos foram infectados por via
intraperitoneal com 10° hemacias parasitadas [213]. Os animais C57BL/6 bem
como IFN-y”~ TNFR17~ foram originalmente adquiridos junto aos Laboratérios
Jackson. Os camundongos MyD88™ foram gentilmente disponibilizados pelo Prof.
S. Akira (Universidade de Osaka). Os camundongos ASC™, Casp-1"" e NLRC4™"
foram doados pelo Prof. D. Zamboni (Universidade de S&o Paulo). Os animais
NLRP3”, NLRP12" e AIM2” foram disponibilizados pelos colaboradores desse
trabalho, sendo esses parte do corpo docente da Escola de Medicina da
Universidade de Massachusetts. Os camundongos B6.129 foram comprados
diretamente dos Laboratérios Jackson (Maine-USA). A idade desses animais
sempre estava em torno de 8-12 semanas. Todos o0s animais foram
acondicionados sob condigbes livre de patégenos do biotério do Centro de
Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ-MG e também no biotério da Escola de
Medicina de Universidade de Massachusetts, UMASSmed.

4.4 Ligadura e puncao sub-letal do ceco (sub-lethal cecal ligation and
puncture) (SL-CLP) e a infecgdo com S. typhimurium
Para o processo de ligadura e puncgao sub-letal do ceco (SL-CLP), os

camundongos foram anestesiados com xilazina e quetamina, e posteriormente
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submetidos a uma incisdo na regido anterior do abdémem para a exposicao e
ligacao do ceco, o qual foi posteriormente furado 2 vezes com uma agulha de 22-
gauge. A carga bacteriana no exsudato peritoneal e no sangue foi avaliada 24
horas depois do SL-CLP de acordo com a contagem de cfu em placas de petri
com agar Mueller — Hinton [214]. Para infecgao com Salmonella, os camundongos
foram infectados por via oral (gavagem) com 10° cfu de Salmonella enterica
serovar Typhimurium (ATCC 14028). Trés dias apds a infecgdo, foi feita a
contagem de cfu em placas agar MacConkey onde foi adicionado 100ul de

sangue previamente diluido (diluigao logaritimica) [215].

4.5 Separagdo de PBMCs e monécitos

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes foram
obtidas por meio de separagdo por densidade utilizando Ficoll-Paque Plus de
acordo com as recomendagdes do fabricante (GE Healthycare). A células foram
acondicionadas em placas de cultura de 96 pocos sendo a densidade de 2 x10°
células/poco em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 10ug de
ciprofloxaxina (Cellofarm) para cada ml. O sobrenadante da cultura foi coletado
para dosagem citocinas 24 horas apos o estimulo, como indicado na figura. Os
mondcitos utilizados em ensaios de microscopia confocal foram selecionados
negativamente em um ensaio baseado em imunomagnetismo com microparticulas
e anticorpos, seguindo as recomendacotes do fabricante STEMCELL Technologies

(numero de catalogo: 19058).

4.6 Avaliagao da ativagao da caspase-1 por citometria de fluxo.

PBMCs de pacientes foram marcados com as seguintes combinag¢des de
anticorpos: Mondcitos (CD14/CD16), linfécitos T (CD3/CD4) e (CD3/CD8),
linfécitos B e células dendriticas mieldides (CD1c¢/CD19), células dendriticas
plasmocitéides (CD123/CD303) e células NK (CD3/CD56).

Células do bago de camundongos infectados foram marcados com as
seguintes combinagbes de anticorpos: Macrofagos (CD11b/F480), células
dendriticas (CD11C/MHC-II) linfécitos T (CD4") e (CD8"), linfocitos B (B220%) e
células NK (NKG2d*). Todas as amostras também foram marcadas com o

reagente FLICA para avaliar a presenga da caspase-1 ativa. A aquisicdo dos
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dados foi feita por citometria de fluxo, sendo os dados analisados com o auxilio do
software Flowjo. Utilizando os parametros de tamanho e granulosidade a
populagdo de PBMC foi delimitada de modo que se pudesse excluir a

contaminagéo de PMN.

4.7 Preparacgao do lisado celular.

O bago de animais infectados foram assepticamente removidos e
macerados mecanicamente passando por uma malha de nylon (70um), nos dias
de infecgdo indicados nas figuras. Apos a lise das hemacias, as células totais
foram ressuspendidas em 1 ml de RPMI com 1% de gentamicina (Schering
Plough) sendo feita a quantificacado utilizando uma cémara de Neubauer. Para
cada “pellet’ contendo 40 x 10° células foi adicionado 250ul de Ripa buffer
enriquecido com inibidor de protease livre de EDTA seguindo as orientagdes do
fabricante. PBMCs isolados de pacientes também foram lisados utilizando Ripa
buffer enriquecido, seguindo as mesmas proporgdes numero de células/volume de
RIPA. Apos 15 minutos em descanso no gelo, os lisados foram coletados e
acondicionados em tubos Eppendorf e centrifugados a 13 000g durante 20min a
4°C. A quantidade de proteina total foi quantificada pelo método de Bradford

seguindo as orientagdes do fabricante.

4.8 Eletroforese e Western blot.

As proteinas presentes nos lisados celulares foram separadas em gel de
15% ou 12% de acrilamida por SDS-PAGE e posteriormente transferidas para
membranas de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, Bucks, U.K.). As
membranas foram bloqueadas overnight a 4°C em PBS contendo 5% (w/v) de
leite em p6 desnatado e 0.1% de Tween 20. Essas membranas foram lavadas 3
vezes com PBS contendo 0.1% de Tween 20 e entdo incubadas com o anticorpo
primario indicado em cada figura. Os anticorpos foram diluidos em PBS contendo
5% (w/v) de leite em pé desnatado e 0.1% de Tween 20. Depois de lavadas, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com HRP e
reveladas utilizando-se o sistema quimioluminescente ECL Plus de acordo com as

orientagdes do fabricante (Amersham Pharmacia Biotech).
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4.9 Avaliacao do estado oligomérico de ASC em PBMCs de pacientes.

Os PBMCs isolados de pacientes foram ressuspendidos em 250ul de uma
solugdo hipotoénica (10mM Hepes pH7.9; 1.5mM MgCI2, 10mM KCI, 0.2mM
PMSF, 0.5mM DTT, mais o inibidor de protease Roche). As amostras foram
incubadas durante 15 minutos no gelo e submetidas a 80 ciclos de
homogeneizagdo no homogeneizador Kontes (22mm). Posteriormente essas
amostras foram centrifugadas a 1800g por 30seg, e o sobrenadante coletado.
Adicionou-se 0 mesmo volume da solugao hipotonica nesses sobrenadantes os
quais entdo foram centrifugados novamente durante 8 minutos a 10.000g. Depois
da centrifugagéo, os pellets foram ressuspendidos em 500ul de solugao CHAPs
buffer (20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 5 mM MgCly, 0.5 mM EGTA, e 0.1% CHAPs,
0.1 mM PMSF, mais inibidor de protease da Roche) e novamente centrifugados
durante 8min a 10.000g. Esse processo foi repetido por duas vezes. Finalmente
os pellets foram ressuspendidos em 200ul de CHAPs buffer onde foi adicionado
4ul do agente crossllinker DSS a 100mM, chegando entdo na concentracéao final
de 2mM. As amostras foram entao incubadas por 30 minutos protegidas da luz e a
temperatura ambiente. A reagao foi parada quando adicionado 20ul de tampao de
amostra 6x. Os oligdbmeros de ASC foram entao resolvidos em gel de acrilamida
12% e 15% em SDS-PAGE.

4.10 Dosagem de citocinas.

Todas as citocinas de camundongos foram dosadas utilizando kits
comerciais de ELISA (R&D Systems). Os limites de detecg¢éo variaram de 15,6 —
1000 pg/ml para IL-1B; e 31,2 — 2000 pg/ml para TNF-a e IFN-y. Para dosagem de
[I-18 humana foi utilizado um kit de ELISA da Ebioscience no qual o limite de

deteccgao variou de 4 - 500pg/ml.
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5-Resultados
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5.1 A caspase 1 é ativada em macrofagos e em células dendriticas durante a
infecgdo por P. chabaudi, sendo esse fend6meno dependente de ASC.

No intuito de verificar se a infecgdo por Plasmodium poderia levar a
ativacdo da caspase-1, foi utilizado um modelo n&o letal de malaria murina, P.
chabaudi. Inicialmente, os esplendcitos dos animais no 7° dia de infecgéo, foram
utilizados para o preparo dos lisados celulares, os quais foram empregados em
ensaios de western blof. De modo consistente, os ensaios de western blot
evidenciaram que a infecgcéo in vivo com P. chabaudi, fornece sinais suficientes
para ativagdo de caspase-1, sendo esse fato dependente da molécula adaptadora
ASC (Figura 6A). Como os ensaios de western blot foram realizados utlizando
amostras provenientes do lisado de esplendcitos, ndo se poderia dizer em qual
populagdo celular essa protease estaria sendo ativada. Assim, visando investigar
tal aspecto, foram utilizados marcadores para linfocitos T e B, células NK,
macrofagos e células dendriticas, e também um inibidor de caspase-1 ativa
acoplado a carboxifluoresceina (FAM-YVAD-FMK), que chamamos aqui como
reagente FLICA. As marcagbes de superficie, associadas ao reagente FLICA,
permitiu identificar em qual populacdo celular essa protease estava sendo
ativada, em ensaios de citometria de fluxo. Foi possivel observar que durante a
infeccdo por P. chabaudi a caspase-1 € ativada somente em macrofagos
(CD11b*/F480") e em células dendriticas (CD11c*/MHC-II") (Figura 6B), no
havendo diferenca nas demais populacdes avaliadas quando se compara o perfil

dos animais selvagens infectados ou n&o (Figura 6C).
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Figura 6: Caspase-1 é ativada durante a infecgao por P. chabaudi.

Camundongos C57BL/6, ASC™ e Casp-1"" foram infectados via i.p. com 10°
hemacias parasitadas (iRBCs) por P. chabaudi. (A) Sete dias apods a infec¢ao os
esplendcitos desses animais foram lisados, gerando assim as amostras que foram
utilizadas em ensaios de westen blot. Esses resultados sado representativos de 2
ensaios diferentes, com resultados similares, onde foram utilizados 3 animais por
grupo. (B) Em diferentes dias apds a infecgéo (3, 5, 7 e 9) e (C) no 7 dia de
infecgdo, células do bago dos animais infectados foram marcadas no intuito de
identificar macréfagos (CD11b*_F4/80%), células dendriticas (CD11¢”_MHC-II"),
linfocitos T (CD8%) ou (CD4"), células NK (NKG2d") linfécitos B (B220"). Essas
células também foram marcadas com o reagente FLICA no intuito de identificar a
presenca de caspase-1 ativa. Esses resultados sdo representativos de 3
experimentos independentes nos quais foram utilizados 3 animais por grupo.
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No intuito de definir se as células que estariam ativando caspase-1,
também teriam a capacidade de produzir e secretar IL-1 em sua forma ativa, foi
utilizado um kit de purificagdo baseado em microparticulas magnéticas (EasySep),
para obtenc&o de células CD11¢c* bem como células CD11b* do bago de animais
infectados. Apds o processo de enriquecimento, o grau de pureza dessas células
foi checado por citometria de fluxo (Figura 7A lado esquerdo). Posteriormente,
essas células foram colocadas em cultura por 18h, e a dosagem de IL-1( foi feita
a partir do sobrenadante dessa cultura. Diferente das células CD11¢", as células
CD11b"* foram capazes de secretar IL-1p sem a necessidade de um segundo
estimulo in vitro. No entanto, na presenga de um potente indutor de pro- IL-1p, as
duas populagdes celulares quando provenientes de animais infectados, foram
capazes de secretar niveis elevados dessa citocina na sua forma ativa (Figura 7A
lado direito)

Em ensaios in vivo, a presenga de IL-1B no soro em sua forma ativa,
mostrou-se aumentada quando se compara animais nao infectados com animais
infectados com P. chabaudi (Figura 7B). Curiosamente, esse aumento causado
somente pela infeccdo por P. chabaudi, ndo foi significativo ao se comparar
animais C57BL/6 com os animais deficientes para ASC (ASC™) e Caspase-1
(Casp-17") (Figura 7B). No entanto, quando foi inoculado baixos niveis de LPS
(10ug) em camundongos C57BL/6 infectados, pode-se observar altos niveis de IL-
1B circulante nove horas apds a esse desafio. Por outro lado, animais deficientes
em componentes do inflamassoma como ASC (ASC™) e a Caspase-1 (Casp-17)
e animais selvagens nao infectados, apresentaram baixos niveis dessa citocina,
mesmo apoés o indculo de LPS (Figura 7B). Finalmente, foi demonstrado que o
inéculo de LPS in vivo de fato promove a expressédo de pro-IL-13 que agora,
frente a presenca da caspase-1 ativada pela malaria, pode ser maturada e
secretada para o plasma (Figura 7C). E importante lembrar que LPS é um dos
componentes da parede celular de bactérias Gram-negativa, sendo esse tipo de
patégeno frequentemente encontrado no sangue de pacientes com malaria grave
[216].
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Figura 7: Células CD11c” e CD11b" provenientes de animais infectados sio
capazes de secretar altos niveis de IL-1B apds o estimulo com LPS.

(A) Apds 7 dias de infecgdo com P. chabaudi, células CD11¢” e CD11b" do bago
de animais C57BL/6 foram enriquecidas utilizando o sistema “EasySep” onde
foram empregado microparticulas magnéticas. Posteriormente, essas células
foram incubadas por 18h com LPS (1ug/ml) e o sobrenadante da cultura utilizado
para dosagem de IL-13. Como controle positivo foi utilizado o estimulo de LPS, na
mesma concentragao e tempo descrito acima + nigericina a 5uM durante 30min.
Esse resultado é representativo de dois experimentos independentes com
resultados similares. As diferencas estatisticas s&o indicadas por (*** p-
value<0.0005) obtido pelo teste t student. Foram utilizados 5 animais por grupo.
(B) Animais infectados por P. chabaudi receberam um inéculo de 10ug de LPS no
7° dia de infecgdo. Nove horas apos a esse inéculo, o soro desse animais foram
coletados para a dosagem de IL-1p. Esses resultados s&o a média de 15 animais
provenientes de 3 experimentos independentes. As diferengas significativas sao
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indicadas por (*** p-value=0.0008) e (** p-value=0.0023) obtido pelo teste ¢
student. (C) Animais no 7° dia infecgao com P. chabaudi ou nao infectados, foram
desafiados com 10ug de LPS (i.v). Duas horas apds a esse desafio, os bagos
desses animais foram coletados e entdo lisados para obtengdo de amostras para
ensaios de western blot para detecgédo de caspase-1 e pré-1L-183.



62

5.2 A sinalizagao via TLR9/MyD88 é um evento fundamental para a formagao
do inflamassoma, ativagdo da caspase-1 e secregdo de IL-18 durante a
infeccao por P. chabaudi.

A atividade do inflamassoma bem como a disponibilidade da pro-IL-18, sé&o
altamente influenciados pela integragdo das vias de sinalizagao pro-inflamatérias,
como aquelas dirigidas por TLRs [217]. Normalmente, quando se estuda a
ativagdo do inflamassoma, principalmente in vitro, é utilizado o efeito priming
[218], para garantir a disponibilidade dos elementos do inflamassoma no
citoplasma celular. Esse efeito pode ser obtido por meio do estimulo prévio com
agonistas de TLRs, como o LPS, ou citocinas proé-inflamatérias, como o TNFa
[84]. Além de aumentar a expressao da pré-IL-1p. existem evidéncias de que o
priming também pode potencializar a atividade do inflamassoma NLRP3, por
garantir a translocacao do NF-kB, fator de transcricdo que controla a expresséo
desse componente do inflamassoma [168]. Além disso, um segundo sinal &
requerido para que ocorra a oligomerizagdo desse receptor com 0s demais
componentes do inflamassoma, como por exemplo, sinais de perigo emitidos por
ATP ou nigericina. No entanto, ainda ha muito a ser investigado no que se refere
a sinergia entre os sinais promovidos pelos PAMPs e DAMPs na formacao do
inflamassoma.

A sinalizagao via Myd88 requerida por todos os TLRs, com excegédo do
TLRS3, culmina com a translocagdo de NF-xB para o nucleo [219]. Sendo assim,
foi avaliado se a perda dessa via poderia influenciar de alguma maneira na
ativagcédo da caspase-1 durante a malaria murina.

Inicialmente, lisados de esplendcitos provenientes de animais MyD88"'
foram empregados em ensaios de western blot, onde pode-se verificar a auséncia
dessa protease em sua forma ativa e niveis reduzidos de sua forma pré (Figura
8A e 8B). Esses animais também deixaram de apresentar caspase-1 ativa em
macréfagos e em células dendriticas durante a infecgéo por P. chabaudi (Figura
8C). Finalmente, os animais MyD88" apresentaram baixos niveis de IL-1f
circulante no soro quando comparados com os niveis produzidos pelos animais

selvagens nove horas apos o inéculo de LPS in vivo (Figura 8D).
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Figura 8: Expressao de caspase-1 ativa e produgdo de IL-18 em animais
deficientes para moléculas MyD88.

(A) Camundongos C57BL/6, MyD88™, ASC” e Casp-17 tiveram os seus bacos
coletados 7 dias apds a infecgdo com P. chabaudi, sendo que as células totais
desse orgdo foram lisadas e utilizadas em ensaios de western blot. Esses
resultados séo representativos de 2 ensaios diferentes, com resultados similares,
onde foram utilizados 3 animais por grupo. (B) Foi feito uma densitometria (Image
J) das bandas correspondentes a pré-caspase-1. Foi calculado a média dos
valores arbitrarios dos 2 experimentos (C) 7 dias apds a infecgao, células do bago
provenientes de animais C57BL/6, MyD88" foram marcadas com anticorpos
monoclonais de modo a identificar macréfagos (CD11b*_F4/80%) e células
dendriticas (CD11c”_MHC-II"). A presenca de caspase-1 ativa foi identificada por
meio do reagente FLICA. Esses resultados sao representativos de 2 experimentos
com resultados similares onde foram utilizados 4 animais por grupo. (D) Animais
infectados por P. chabaudi receberam um inéculo de 10ug de LPS no 7° dia de
infeccao. Nove horas apods a esse inéculo, o soro desses animais foram coletados
para a dosagem de IL-1p por ELISA. Esses resultados sdo a média de 10 animais
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provenientes de 2 experimentos independentes. As diferengas significativas sao
indicadas por (*** p-value=0.0008) obtido pelo teste ¢ student.
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Visto os resultados obtidos com os animais Myd88"', 0 préximo ponto a ser
investigado foi o envolvimento dos TLRs no processo de formagéo e ativagdo do
inflamassoma durante a malaria. E importante notar que existem varios relatos na
literatura documentando a importadncia do TLR9, um TLR endossomal, no
reconhecimento de moléculas derivadas do Plasmodium [82,89] e o seu impacto
no desenvolvimento de uma resposta inflamatéria robusta associada a
patogénese da malaria [88,89,91,220]. Desse modo, foi utilizado animais
deficientes para TLRs endossomais no intuito de verificar a importancia dos TLRs
no processo de ativagdo de caspase-1.

Animais deficientes para a molécula UNC93b (3D), sendo essa molécula
responsavel pela translocacdo dos TLRs do reticulo endoplasmatico para o
endossomo [221,222], bem como animais triplo deficientes em TLR3,7 e 9
(TLR3/7/97), duplo deficientes (TLR7/97) ou deficiente somente para o TLR11
(TLR117), foram utilizados para o preparo de amostras utilizadas em
experimentos de western blot. Em todos os casos em que houve a falta do TLR9
nao foi possivel observar a presenga da caspase-1 ativa (FIGURA 9A) De acordo
com esses dados, quando foi utilizado animais deficientes somente para TLR9
(TLR9™), praticamente n&o foi possivel identificar a caspase-1 ativa nos lisados
de esplendcitos (Figura 9B). Além disso, houve uma reducao significativa de IL-

1B circulante apos o estimulo como LPS in vivo nesses animais (Figura 9C).
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Figura 9: Expresséao de caspase-1 ativa e produgéao de IL-1 em animais
deficientes para TLRs endossomais

(A - B) Animais deficientes em TLRs endossomais foram infectados com P.
chabaudi e seus bacgos coletados 7 dias apos a infecgdo. Amostras provenientes
do lisado total do bago foram utilizadas em ensaios de western blot para detecgéo
de caspase-1 ativa. (F) Animais TLR9” infectados por P. chabaudi receberam um
in6culo de 10ug de LPS no 7° dia de infecgdo. 9 horas apds a esse indculo, o
soro desses animais foram coletados para a dosagem de IL-1p por ELISA. As
diferengas significativas sao indicadas por (** p = 0.0032 and *** p<0.0007)
obtidas pelo teste t student. Os dados sdo representativos de 2 experimentos
independentes com resultados similares. Foram utilizados 5 animais por grupo.
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5.3. IFN-y e TNF-a, moléculas-chave no processo de patogénese da malaria,
regulam a ativagao da caspase-1 e a liberagdo de IL-1f8 durante a infecgdo
por Plasmodium.

Citocinas proé-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a, sdo comumente
relacionadas com a morbidade causada pela malaria, sendo essas encontradas
em niveis elevados no plasma de pacientes infectados por P. falciparum [223].
Desse modo, foi questionado se tais citocinas poderiam ter algum papel na
regulacédo e ativacdo da caspase-1 durante a infeccao por P. chabaudi. Assim,
células do bago de animais infectados e deficientes para IFN-y (IFN-y ™) e TNFR1
(TNFR‘I"‘) foram obtidas no intuito de avaliar a presenga da caspase-1 ativa. Na
Figura 10A, observamos a dependéncia de IFN-y para a ativagao dessa protease.
De modo similar aos resultados observados em animais deficientes em MyD88, a
sinalizagéo via IFN-y parece estar envolvida no controle da expressdo de pro-
caspase-1 (Figura 10B).

Bauernfeind e colaboradores [168] demonstraram que o priming por meio
da sinalizacdo via TNFR pode ser um fator critico na ativagdo de NLRP3-
inflamassoma in vitro. Entretanto, in vivo, a ativagdo da caspase-1 durante a
malaria murina nao requer a sinalizagdo por TNFR1 (Figura 10B).

Como era esperado, baseado em resultados obtidos pelo ensaio de westen
blot, a caspase-1 ativa aparece em macréfagos e em células dendriticas de
animais TNFR1, mas nao esta presente nos animais IFN-y”~ (Figura 10C).

De modo curioso, animais TNFR1” nzo apresentaram niveis elevados de
IL-1@ circulante, mesmo nove horas apoés o inéculo de LPS (Figura 10D). E
importante relembrar que a ativacdo da caspase-1 ocorre normalmente nesses
animais, inclusive a falta de sinalizagdo via TNFR1 n&do comprometeu a producéao
de IFN-y (Figura 10E), sendo essa citocina um componente limitante para
ativagdo da caspase-1 durante a malaria murina como ja descrito na Figura 10B
e 10C. Apds esses resultados, surgiu a seguinte pergunta: por qual motivo IL-18
n3o é vista no soro de animais TNFR1”- mesmo apos o desafio com LPS? Como
hipotese baseada em dados secundarios, [224,225] foi proposto que a sinalizagao
via TNFR1 também poderia controlar a expressédo da pré-IL-1 no contexto da

malaria. Como pode ser observado na Figura 10F os animais deficientes para
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TNFR1 bem como os IFN—y"' nao sao capazes de expressar pro-IL-13, mesmo
apos o inéculo de LPS. Provavelmente a falta de pro-IL-18 em animais deficientes
em IFN-y se deve a incapacidade desses animais secretarem niveis elevados de
TNF-a durante a infecgéo por P. chabaudi, mesmo ap6s ao estimulo como LPS in

vivo (Figura 10G).
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Figura 10: Citocinas pré-inflamatérias envolvidas na ativagao da caspase-1 e
secregao da IL-1p durante a infecgao por P. chabaudi.

Camundongos C57BL/6, IFNy"e TNFR1” foram infectados via i.p com 10°
hemacias parasitadas (iRBCs) por P. chabaudi. (A) Sete dias apds a infecgéo, as
células do bago desses animais foram lisadas e utilizadas em ensaios de western
blot. Esses resultados sao representativos de 3 ensaios diferentes, com
resultados similares, onde foram utilizados 3 animais por grupo. (B) Foi feito uma
densitometria (Image J software) das bandas correspondentes a pro-caspase-1.
Esses dados sdo a média dos valores arbitrarios, obtidos pelo Image J,
provenientes dos 3 experimentos. (C) Também 7 dias apds a infecgdo por P.
chabaudi, células do baco provenientes de animais C57BL/6, IFNy"e TNFR1™"
foram marcadas tornando possivel a identificagdo de macréfagos
(CD11b*_F4/80%) e células dendriticas (CD11c’_MHC-II*). A presenca de
caspase-1 ativa foi identificada por meio do reagente FLICA. Esses resultados
sdo representativos de 2 experimentos com resultados similares onde foram
utilizados 4 animais por grupo. Animais C57BL/6, IFNy"e TNFR1™" receberam um
in6culo de 10ug de LPS no 7° de infecgdo com P. chabaudi. Nove horas apos a
esse inoculo (D, E, G) o soro desses animais foram coletados para a dosagem de
IL-1B, IFNy e TNFa por ELISA. Esses resultados sdo a média de 10 animais
provenientes de 2 experimentos independentes. As diferengas significativas sao
indicadas por (**) e (*) com o p-value variando entre (0.0034-0.001) obtido pelo
teste t student. (F) Também no 7° dia de infecgdo esses animais receberam um
inéculo de 10ug de LPS. Duas horas apos ao desafio com LPS os bagos desses
animais foram entdo coletados e seus leucécitos lisados, os quais foram
empregados em ensaios de western blot para visualizagdo de pré-IL-1.
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5.4 A infecgdo por P. chabaudi promove a ativacdo da caspase-1 de modo
dependente do receptor purinérgico P2X; e dos receptores citosédlicos
NLRP3 e NLRP12.

Como ja descrito anteriormente, durante a malaria ocorre a produgdo de
um cristal inorganico conhecido como hemozoina, em resposta a alta
disponibilidade dos toxicos grupos heme, sendo esses liberados pela digestdo da
hemoglobina pelo Plasmodium. Em 2009, foi demonstrado que esse biocristal
poderia promover a formacado do inflamassoma NLRP3 e consequentemente a
ativacdo da caspase-1 in vitro [226]. A ocorréncia desse fendbnomeno foi
prontamente abolida em resposta a inibigdo do efluxo de K*. Desse modo, foi
levantando a hipotese de que o receptor purinérgico P2X; poderia controlar a
ativacdo de caspase-1 in vivo em resposta a infeccdo por P. chabaudi. E
importante relembrar que o receptor P2X; é um canal ibnico, que em resposta ao
ATP extracelular, permite a entrada de Na* e Ca2" e a saida de K", sendo esse
evento importante para ativacdo da caspase-1 em resposta a diferentes
estimulos. [140,155,158]. Desse modo, animais P2X;" foram utilizados para
testar essa hipétese. Como pode ser observado na Figura 11A esses animais
nao foram capazes de ativar caspase-1 durante a infecgéo por P. chabaudi.

Ainda baseado nos dados secundarios que apontavam o NLRP3 [201],
mas ndo o NLRC4 [85] como sensor da hemozoina para ativagao da caspase-1 in
vitro, foram testados animais deficientes para alguns receptores de inflamassoma,
no intuito de identificar um possivel receptor envolvido na ativagdo da caspase-1
durante a infecgéo in vivo por Plasmodium. Os animais deficientes para NLRP3
(NLRP3™), NLRP12 (NLRP127), NLRC4 (NLRC4") e AIM2 (AIM2") foram
empregados nesse modelo. Como pode ser visto na Figura 11B a ativacao de
caspase-1 durante a infecgdo por P. chabaudi ocorre de modo dependente de
NLRP3 e NLRP12. Em contrapartida, animais deficientes para os receptores AIM2
(Figura 11C) e NLRC4 (dados nao mostrados) sdo capazes de ativar caspase-1
normalmente em resposta a infecgao por P. chabaudi. Esses resultados foram
reproduzidos em ensaios de western blot (Figura 11D-E).

Confirmando mais um vez que os elevados niveis de IL-1f circulante,
observados apés o inéculo de LPS, sdo dependente da ativacdo da caspase-1
durante a malaria, animais NLRP3" e NLRP12”", mas ndo os AIM2"" e NLRC4™"",
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apresentaram uma diminuicdo na produgdo dessa citocina (Figura 11F). Os
niveis de TNF-a no soro desses animais foram similares ao observados em

animais selvagens, nove horas apo6s o inéculo de LPS (Figura 11F).
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Figura 11: Os receptores citosolicos NLRP3 e NLRP12, e o receptor
purinérgico P2X7, controlam a ativagao da caspase-1 durante a infec¢ao por
P. chabaudi.

Camundongos foram infectados via i.p com 10° hemacias parasitadas (iRBCs) por
P. chabaudi.(A) Sete dias apds a infeccéo, os esplendcitos dos animais P2X;R™ e
C57BL/6 foram coletados e utilizados no preparo de amostras, as quais foram
aplicadas nos ensaios de western blot para detecgdo de caspase-1. (B-C) Sete
dias apds infeccdo, o baco dos camundongos C57BL/6, B6.129, NLRP3™,
NLRP12” e AIM2" foram coletados, sendo as células marcadas no intuito de
identificar macréfagos (CD11b*_F4/80") e células dendriticas (CD11¢”_MHC-II").
A presenca de caspase-1 ativa foi avaliada por meio do reagente FLICA. (D-E) Os
esplendcitos desses animais também foram lisados gerando amostras, as quais
foram utilizadas em ensaios de western blot. Esses resultados sé&o
representativos de 2 experimentos com resultados similares onde foram utilizados
4 animais por grupo. (F) Também no 7° dia de infec¢ao, porém 9 horas apds a um
inéculo de LPS (10ug/animal), o soro desses animais foram coletados para
dosagem de IL-1p e TNFa por ELISA. Esses resultados sdo a média de 10
animais provenientes de 2 experimentos independentes. As diferengas
significativas s&o indicadas por (** p-value=0.0013) obtido pelo teste t student.
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5.5 A ativagdo da caspase-1 pode se tornar em um evento letal para o
hospedeiro, se um indutor de pré-IL-18 estiver disponivel durante a infecgao
por P. chabaudi.

No inicio desse estudo foi observado a presenca da caspase-1 ativa
durante a infecgdo por Plasmodium, porém fazia-se necessario também a
presenca de um indutor exdégeno de pro-IL-1p para que se pudesse entdo
detectar essa citocina em niveis elevados no soro dos animais. Na Figura 12A
pode ser observado a produgéao de IL-1p e TNF-a, em diferentes tempos (0, 3,6 e
9 horas) apdés o indculo de LPS, em quatro diferentes grupos de animais
selvagens em diferentes dias apds a infeccédo (7°, 14°, 21° e 28°). Ainda na
Figura 12A, pode ser visto a taxa de mortalidade dos animais selvagens, 12
horas apés o inéculo de LPS. Curiosamente, 100% dos animais com 7 ou 14 dias
de infecgao sucumbiram ao inéculo de LPS, 12 horas apds a esse desafio. Esse
fendmeno ndo foi visto em animais ndo infectados (Tabela. 1). Vale a pena
ressaltar que o P. chabaudi ndo é uma cepa letal para os animais C57BL/6, sendo
observado dois picos de parasitemia um no 7° e outro no 14° dia de infeccéo.
Apods 16 dias de infecgdo, o nimero de hemacias infectadas comegam a diminuir
até que ndo se possa mais observar hemacias infectadas no sangue periférico por
volta do 28° de infecgdo (Figura 12B). Animais deficientes para os elementos
formadores do inflamassoma, como ASC e Casp-1, apresentam uma curva de
parasitemia muito similar a curva dos C57BL/6 (Figura 12B) sugerindo que a
ativagdo de caspase-1 ou a falta dela ndo tem nenhuma influéncia no curso da
infecgao.

Nesse contexto, foi questionado qual seria o papel biolégico do
inflamassoma e também da presenca da caspase-1 ativa durante a malaria. Visto
que a circulagdo de IL-1B esta associada a varios disturbios inflamatérios, como ja
discutido previamente, e que no modelo experimental utilizado nesse trabalho,
camundongos sucumbem a baixas dose de LPS, coincidindo esse evento com a
presenca de IL-1f circulante (Figura 12A), algumas perguntas foram levantadas:
Por qual motivo a infecgdo por P. chabaudi poderia se tornar letal para o
hospedeiro apdés uma baixa dose de LPS? A ativacdo da caspase-1 e por

consequéncia a liberagdo de altos niveis de IL-1p apds a esse desafio, poderia
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estar relacionada com essa letalidade? Poderia a interferéncia na via de
sinalizagdo de IL-1R promover alguma resisténcia ao choque induzido por LPS?
Contudo, é interessante lembrar que existem varios relatos sobre coinfecgdes
entre Plasmodium e bactérias Gram-negativa, durante quadros de malaria grave,
coma e morte de hospedeiros provenientes de areas endémicas [211]

Para responder a esses questionamentos, animais deficientes para o
receptor de IL-1R (IL-1R™) foram infectados com P. chabaudi e 7 dias apds a
infeccdo receberam um inéculo de 10ug de LPS. Como pode ser observado na
Figura 12C, a perda da sinalizagdo pelo IL-1R, aumentou a resisténcia dos
animais ao indculo de LPS. E interessante notar que os niveis de TNF-a, IL-1B
bem como o perfil de caspase-1 ativa sdo similares entre os animais C57BL/6 e
IL-1R” (Figura 12C-D). Os dados mostrados na Figura 7 deixa claro que a
infeccao por P. chabaudi fornece sinais suficientes para levar a ativagdo de
caspase-1, mas ndo para expressao elevada de pro-IL-1f3, sendo necessario um
estimulo adicional o que torna presencga da caspase-1 ativa algo perigoso para o
hospedeiro.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que animais MyD88"
IFNy"' e TNFR1” sdo completamente resistentes a esse “choque séptico”
induzido por uma baixa dose de LPS durante a malaria murina. Por outro lado,
animais deficientes em alguns componentes que constituem o inflamassoma, por
exemplo Casp-17, ASC”, NLRP3" e NLRP12", além do IL-1R” foram
parcialmente resistentes ao inéculo de LPS, com a letalidade variando entre
12,5% a 40% nesses animais e acometendo 100% dos animais selvagens. E
importante apontar que os animais AIM2” e NLRC4", os quais apresentaram
caspase-1 ativa e IL-1p circulante de modo similar ao que foi observado em
animais selvagens infectados (Figura 11), também foram susceptiveis a esse
inoculo de LPS.

Finalmente, quando animais C57BL/6 infectados com P. chabaudi, sao
tratados com um antagonista de IL-1R (IL-1Ra) 30 minutos antes do desafio com
LPS, os mesmos tornaram-se mais resistentes a esse choque induzido (Figura
12E).
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Figura 12 : Consequéncias da predisposi¢ao para alta produgao de IL-18
durante a infecgao por P. chabaudi.

(A) 4 grupos de camundongos C57BL/6 foram infectados via i.p com 10°
hemacias parasitadas (iRBCs) por P. chabaudi. Esses grupos foram utilizados em
diferentes dias apds a infecgéo (7°, 14°, 21° e 28°). Os animais desses grupos
foram submetidos a um inéculo de LPS (10ug/animal), e o soro coletado nos
tempos (0, 3, 6, 9) horas apds ao desafio. Foram utilizados 5 animais diferentes
para cada ponto (0, 3, 6, 9h). Os niveis de IL-1p e TNFa, no soro desses animais,
foram mensurados por ELISA. O ponto de (0 hora) corresponde aos animais ndo
infectados. Foram realizados 2 ensaios com resultados similares. A taxa de
mortalidade foi avaliada 12 horas apods ao inéculo de LPS (10ug/animal) em
animais diferentes dos utilizados na curva de citocina. (B) Animais C57BL/6, ASC"
e Casp1™ infectados por P. chabaudi, foram acompanhados durante 4 semanas,
e a parasitemia verificada a cada 2-3 dias depois infecgdo. A taxa de parasitemia
foi definida por meio da contagem de hemadacias infectadas em esfregacos
sanguineos corados com Giemsa. (C) Também no 7° dia de infecgdo, os animais
IL-1R” receberam um inéculo de LPS (10ug/animal). Nove horas apds a esse
inéculo, o soro foi obtido para dosagem de IL-1p e TNFa por ELISA, sendo a
mortalidade avaliada 12 horas apds ao desafio. (D) Macréfagos (CD11b*_F4/807)
e células dendriticas (CD11¢”_MHC-II") foram marcados utilizando o reagente
FLICA no intuito de avaliar a presenca de caspase-1 ativa em animais IL-1R™ no
7° dia de infecgao por P. chabaudi (E) Animais C57BL/6 no 7° de infec¢do com P.
chabaudi foram tratados com IL-1Ra 30min antes do desafio com LPS
(10pg/animal) e a taxa de sobrevivéncia foi avaliada por 48h apés o desafio.



Tabela 1 - Associagao entre os altos niveis de IL-1f circulante, com a susceptibilidade ao choque endotéxico em
camundongos infectados com P. chabaudi

Camundongos Parasitemia Sobrevivéncia casp-1 ativa IL-18 sobrevivéncia - Fischer's exact
(linhagem) (%) (%) MFI (x 1000) (ng/ml) test WT vs KO
C57BL6
Controle ndo infectado 15 - 100 1.57+0.17 0.35
P.chabaudi infected 30 16 0 4.21+0.64 6.36

Camundongos deficientes na molécula adaptadora para TLR (infectados com P.chabaudi)

MyD88"- 5 19 100 1.23+0.13 0.25 P <0.0001

Camundongos deficientes para citocina e receptor de citocina (infectados com P.chabaudi)

IFN-y /- 12 23 100 1.29+0.11 0.31 P <0.0001
TNFR17 12 20 100 3.65+0.49 0.23 P <0.0001
IL-1R/ 10 18.5 60 3.89£0.15 5.40 P=0.0012

Camundongo deficiente para elementos formadores de inflamassomos (infectados com P.chabaudi)

ASC/- 8 17 78.5 1.12+0.23 0.47 P=0.0003
Casp-17- 9 16 66.6 1.25+0.17 1.27 p=10.0006
NLRP3/- 10 17 70 1.18 £0.27 2.61 P=0.0002
NLRP127/ 5 17.5 60 1.28 +0.36 1.89 P=0.0088
AlM2/- 5 18 0 4.19+0.42 5.49 P=1.00

NLRC4/- ( Ipaf’") 4 14.5 0 3.93+0.32 4.38 P=1.00
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Tabela 1: Liberacao de IL-1f e a alta susceptibilidade ao choque endotoxico.

Os camundongos foram infectados com 10° hemacias infectadas com P. chabaudi (iRBCs). Sete dias apds a infecgdo, os
animais foram desafiados com LPS 10ug/mouse e taxa de sobrevivéncia avaliada 24h apdés ao desafio. Os niveis de
parasitemia foram definidos pela contagem de hemacias infectadas em esfregagos sanguineos corados com Giemsa. Para
avaliar os niveis de caspase-1 ativa, foi calculado a mediana da intensidade de fluorescéncia em células totais do baco de
animais no 7 dia infec¢do, sendo os dados obtidos por citometria de fluxo. Os niveis de IL-1B foram avaliados no soro dos

animais 9h apés o estimulo com LPS por ELISA.



5.5 Animais infectados com P. chabaudi se tornam hipersensiveis a uma
infeccdo bacteriana secundaria, sendo esse fenémeno revertido pelo
tratamento com IL-1Ra.

Varios estudos de campo em areas endémicas tém demonstrado que a
coinfeccdo entre o Plasmodium e bactérias Gram-negativa, principalmente
Salmonella, ¢ um fator de gravidade sendo associado com o aumento da
morbidade e taxa de mortalidade [206,211,212]. A relagdo bioldgica entre esses
dois tipos de infecgao € algo que ainda esta longe de ser compreendido.

Baseado nos resultados obtidos com a associagao entre a infeccao por P.
chabaudi + LPS, intuitivamente surge a hipétese de que uma coinfecgéo entre P.
chabaudi e bactérias Gram-negativa poderia levar ao mesmo fendétipo de choque
induzido por LPS. Desse modo, animais C57BL/6 foram infectados como P.
chabaudi, e apds 5 dias de infecgdo, eles receberam um inéculo de 108 cfu de S.
typhimurium por via oral. Diferentemente dos animais que ndo foram infectados
previamente com P. chabaudi, os animais coinfectados comecaram a morrer 72h
apos o desafio com S. typhimurium (Figura 13A). Nesse mesmo instante, foi
detectado elevados niveis de bactérias (Figura 13B), e também de IL-13, sob a
sua forma ativa, circulando no sangue (Figura 13C). Esse fendmeno foi revertido
pelo tratamento com IL-1Ra (Figura 13A). E importante ressaltar que o
tratamento com IL-1Ra n&o ocasionou nenhuma alteragdo na carga bacteriana no
sangue (Figure 13B).

Uma outra técnica utilizada para expor o hospedeiro a presenca de
bactérias, conhecida ligadura e pungao sub-letal do ceco (SL-CLP) (sub-lethal
cecal ligation and puncture ), foi utilizada em animais previamente infectados com
P. chabaudi. De modo similar aos dados obtidos pela coinfeccao entre P.
chabaudi + Salmonella, esses animais comegaram a morrer 24h apés ao desafio
com SL-CLP (Figura 13D). Finalmente, o tratamento com IL-1Ra conseguiu
subverter o quadro de susceptibilidade dos animais infectados e submetidos a SL-
CLP (Figure 13D), ndo havendo nenhuma diferenga no que se refere aos niveis
de bactérias no sangue entre os animais infectados com P. chabaudi ou nao
(Figure 13E).
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Figura 13: Tratamento com um antagonista de IL-1IR diminui a
susceptibilidade dos animais infectados com P. chabaudi ao choque
induzido por uma infecgao secundaria bacteriana.

(A - C) Camundongos C57BL/6 foram infectados com S. typhimurium (108 cfu via
oral) 5 dias apés a uma infeccdo previa com P. chabaudi, tornando-se assim
coinfectados. Um outro grupo de animais coinfectados (P. chabaudi + S.
typhimurium) comecaram a ser tratados com IL-1RA (100mg/kg/day) por via
endovenosa, 48h antes do desafio com S. typhimurium. Esses animais foram
tratados diariamente até o final do experimento. Os niveis de IL-13 e a carga de
S. typhimurium no sangue foram avaliados 3 dias apds a coinfecgdo bacteriana.
(D - E) Sete dias apds a infeccao por P. chabaudi, camundongos C57BL/6 foram
submetidos a um procedimento cirirgico no qual péde-se furar e ligar o ceco (SL-
CLP), processo o qual permitiu o extravasamento de bactérias da microbiota na
cavidade peritoneal. Um grupo de animais foi tratado IL-1RA (100mg/kg/day) 24h
antes do desafio com SL-CLP e continuram a ser tratados diariamente até o fim
do experimento, no qual foi avaliado a taxa de sobrevivéncia. A quantificagdo de
bactérias aerdbicas na circulagéo foi realizada 24h depois do SL-CLP.
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5.6 A caspase-1 também é ativada em humanos durante a infec¢do causada
por P. vivax e também P. falciparum.

Como ja descrito amplamente na sessdo destinada a introdugdo desse
trabalho, a maioria dos casos de malaria no Brasil acontece na regido norte do
Brasil, com uma incidéncia de mais de 80% dos casos relacionados a infecgao por
P. vivax. Desse modo, o objetivo inicial nessa etapa do estudo foi verificar a
capacidade da malaria vivax em induzir a ativacdo da caspase-1 e produgéo de
IL-1B. No entanto, em uma das seis campanhas feitas na area endémica (Porto
Velho - RO), foi possivel coletar amostras de 2 pacientes infectados com P.
falciparum, as foram empregadas nos ensaios de western blot. Além disso, o
laboratério de Imunopatologia, local onde foi realizado parte desse estudo,
dispunha de amostras de sobrenadante de cultura de PBMCs de pacientes
infectados por P. falciparum armazenados a -80C, sendo essas utilizadas para
dosagem de citocinas. Desse modo, foi possivel investigar ndo s6 a capacidade
da infecgao por P. vivax, mas da infecgéo por P. falciparum em induzir ativagéo da
caspase-1 e a producao de IL-18.

Para isso, foram utilizadas amostras do lisados de PBMCs de pacientes
infectados com P. vivax (Figura 14A) e P. falciparum (Figura 14C), em ensaios
de western blot. Em ambos os casos foi possivel detectar a presencga dessa
protease sob a sua forma ativa. Além disso, PBMCs provenientes de pacientes
infectados como P. vivax (Figura 14B) e P. falciparum (Figura 14D) sdo capazes
de secretar IL-1B ativa, sendo essa producao potencializada pela presencga de

LPS no cultivo celular.
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FIGURA 14
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Figura 14: A malaria humana também leva a ativagdo da caspase-1 e a

producgédo de IL-1.

(A) PBMCs de pacientes infectados como P. vivax e (C) P. falciparium foram
lisados e utilizados em ensaios de western blot no intuito de detectar caspase-1
ativa. (B) PBMCs de pacientes infectados com P. vivax (n=18) e (D) P. falciparum
(n=8) foram cultivados por 24h na presenca ou n&do de LPS (100ng/ml) e o
sobrenadante da cultura utilizado para dosagem de IL-18 por ELISA. As
diferengas estatisticas sdo representadas por (* p<0.05 e **p<0.005) como
indicado pelo teste t pareado com correcdo de Welch.
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5.7 Mondcitos inflamatérios (CD14°“CD16*) e os mondcitos classicos
(CD14'CD16) sio a fonte de caspase-1 ativa durante a infecgao por P. vivax.

Mondcitos presentes no sangue periférico sao células fagociticas derivadas
da medula éssea envolvidas na resposta imune inata a um grande numero de
micro-organismos como bactérias, fungos, protozoarios e também a infecgao viral
[227-230]. No entanto, a nossa compreensao a respeito do espectro funcional dos
mondcitos e de suas subpopulagdes ainda é incompleta. Varios trabalhos tem
revelado uma heterogeneidade dentro da populagdo de mondcitos, sendo bem
definido duas subpopulacdes distintas [231-236]. Curiosamente, observamos o
aumento de uma dessas subpopulagbes em pacientes infectados com P. vivax,
caracterizada pela expressao de baixos niveis de CD14 além de ser positiva para
CD16 (CD14°“CD16") . No entanto, quarenta dias apds o inicio do tratamento
contra o P. vivax, essa subpopulacdo de mondcitos praticamente desaparece e
assim, o perfil desses pacientes, passa a ser semelhante ao encontrado em
individuos saudaveis (Figura 15A) e (Figura 15B grafico de baixo). E
interessante notar que essa subpopulagdo celular foi descrita como sendo a
principal fonte de IL-18 e TNF-a em resposta a LPS [237].

Mondcitos classicos definidos por apresentarem CD14, mas ndo CD16 na
superficie (CD14°CD16") também foram observados em maior quantidade no
sangue de pacientes antes do tratamento (Figura 15A) e (Figura 15B grafico de
baixo). Dentre as subpopulagdes avaliadas no PBMC, somente os mondcitos
classicos (CD14"CD16°), e os também conhecidos como mondcitos patrulhadores
(CD14°“CD16") [235], apresentaram a caspase-1 em sua forma ativa (Figura
15A - histogramas) e (Figura 15C). E importante ressaltar que a ativagdo da
caspase-1 ocorreu de modo diferencial apenas nos mondécitos inflamatérios
(CD14"°"“CD16") ao comparar os pacientes antes e apds o tratamento (Figura
15A) e (15B - graficos de cima).
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FIGURA 15
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Figura 15: Mondcitos sdo a principal fonte de caspase-1 ativa durante a
infecgao por P. vivax.

(A) PBMCs obtidos de individuos infectados por P. vivax, antes e 30-40 dias
apos o tratamento contra o Plasmodium, ou provenientes de doadores
saudaveis, foram marcados utilizando anticorpos anti- CD14 e -CD16 para
determinar o perfil de mondcitos. Os mondcitos classicos foram definidos
como (CD14* CD16") e os patrulhadores como (CD14°*CD16"). Um inibidor
de caspase-1 ativa acoplado a carboxifluoresceina ([FAM-YVAD-FMK]
reagente FLICA) foi utilizado para avaliar a presengca de caspase-1 ativa
nesses mondcitos por citometria de fluxo (ver histogramas no lado direito na
figura 15A). (B) Mediana da intensidade de fluorescéncia emitida pela
presenca da caspase-1 ativa, e a média da frequéncia de células
expressando caspase-1 ativa (5 pacientes infectados por P. vivax antes e
apos o tratamento e 8 pacientes saudaveis). As diferengas estatisticas sédo
indicadas por (**) com o p-value variando de (0.0025-0.0055). Esses valores
foram obtidos por meio do test t student. (C) Outras populagdes celulares do
PBMC desses pacientes, como Linfocitos T e B e células dendriticas, também
foram avaliadas na tentativa de detectar caspase-1 ativa, porém né&o foi
observado a presencga dessa protease em nenhuma dessas populagdes.
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5.8 A infeccdo por P. vivax promove a oligomerizagdo da molécula
adaptadora ASC.

Durante a formagéo do inflamassoma a maioria dos receptores citosdlicos,
como NLRP3, utilizam a molécula adaptadora ASC para recrutar a pré-caspase-1,
enquanto outros (ex, NLRC4), tém a capacidade de fazer esse recrutamento
ligando diretamente no dominio CARD da molécula pro-caspase-1 [84]. Apds a
formagéo do inflamassoma, a molécula ASC pode ser detectada sob a forma de
um grande complexo proteico, localizado na regido perinuclear, conhecido como
ASC-specks. Esse aglomerado de ASC pode ser observado nas células ao
atingirem 1um [238]. Na maioria das células em que o inflamassoma é ativado, é
possivel ver somente um unico aglomerado de ASC [238].

A ativagao da caspase-1 resulta em um tipo de morte celular programada
conhecida como piroptose, processo o qual permite a liberagdo de citocinas pro-
inflamatodrias [239,240]. Esses agregados de ASC descritos acima também s&o
chamados de piroptossomos, os quais sdo em sua grande maioria formado por
dimeros de ASC [241]. Assim, a presenca de dimeros/multimeros de ASC podem
indicar a formagao do inflamassoma e a ativagdo da caspase-1 [238]. Visto isso, 0
préximo passo foi tentar encontrar oligdmeros de ASC em células de pacientes
infectados como P. vivax. Como pode ser observado na Figura 16, € possivel

encontrar oligbmeros de ASC em PBMCs de pacientes infectados com P. vivax.
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Figura 16: Oligomerizagdo de ASC durante a infecgao por P. vivax.

Lisados de PBMCs (estimulados ou ndo como LPS 100ng/ml durante 3 horas)
provenientes de pacientes infectados com P. vivax, foram tratados com
disuccinimidyl suberate um agente crosslinker o qual permitiu estabilizar
interagbes proteicas pré-existentes, facilitando assim a observagdo dos agregados
de ASC nessas amostras. O mesmo processo foi feito com PBMCs de doadores
saudaveis. Como controle positivo, PBMCs de pacientes saudaveis foram
estimulados com LPS (100ng/ml) durante 3h + nigericina (5uM) durante 30min.
(A) Pode ser observado um western blot proveniente de um gel de 15% e em (B)
observar-se um western blot de amostras provenientes de uma segunda
campanha de area endémica, as quais foram aplicadas em um gel de 12%.
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5.9 A infecgao por P. vivax leva formagao de “specks” de NLRP3, NLRP12 e
AIM2

Uma vez que ja havia sido observado a presencga de oligbmeros de ASC
em lisados de PBMCs de pacientes com malaria vivax, e também a presenca de
caspase-1 ativa em mondcitos, faltava ainda definir se haveria algum receptor
citosdlico envolvido nesse fendmeno em humanos. Assim, os mondcitos de
pacientes infectados como P. vivax foram isolados e utilizados em ensaios de
microscopia de fluorescéncia. Aproximadamente 7% dos mondcitos apresentaram
agregados de NLRP3, 10% agregados de NLRP12, e uma pequena proporgao
(0.25%) apresentavam oligbmeros de AIM2, ndo sendo possivel encontrar
aglomerados de NLRC4 (Figura 17A e 17B). Na Figura 17B é possivel também
observar oligbmeros de ASC em mondcitos, confirmando assim os dados
apresentados na Figura 16. Além disso, os oligdmeros de NLRP3 bem como os
oligbmeros de AIM2, colocalizam com os oligdmeros de ASC (Figura 17B). De
modo curioso, nao foi detectado nenhum oligdmero de NLRP12 colocalizado com
oligbmeros de ASC (Figura 17B). Esses dados sugerem que provavelmente
NLRP3, AIM2, mas ndo NLRP12 utilizam a molécula adaptadora ASC para
recrutar caspase-1 durante a malaria vivax. Visto que os oligdbmeros de NLRP3 e
NLRP12 foram os mais abundantes, foi verificado se esses dois receptores
poderiam em algum momento compor o mesmo inflamassoma, porém nao foi
detectado nenhuma colocalizagdo entre os oligbmeros de NLRP3 e NLRP12
(dados ndo mostrados). Controles experimentais internos sdo mostrados nas
Figuras 17C e 17D, como células estimuladas com (LPS + ATP) e células
transfectadas, garantindo assim que todos os anticorpos estavam funcionando,
mesmo quando néo era observado os oligdmeros, como foi o caso do NLRC4 na
Figura 17B. E importante ressaltar que, na falta do estimulo adequado para
promover a oligomerizagdo dos elementos do inflamassoma, esses sé&o
encontrados de modo difuso no citoplasma de células transfectadas (Figura 17C)
mas nao em células de doadores saudaveis (Figura 17D).

Finalmente, na Figura 18 é mostrado um diagrama detalhando a sequéncia

de eventos necessarios para que se possa ter a formagao do inflamassoma,
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ativagao de caspase-1 e consequentemente a liberacédo de niveis elevados de IL-

1B durante a infeccdo por Plasmodium.
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Figura 17: Monécitos de pacientes infectados com P. vivax apresentam
agregados (specks) de alguns receptores citosélicos e ASC.

Mondcitos de pacientes infectados com P. vivax foram enriquecidos utilizando um
sistema de microparticulas magnéticas da EasySep. Todos os mondcitos,
incluindo os CD16 positivos foram contemplados nesse enriguecimento.
Posteriormente os specks de alguns receptores citosolicos foram vizualidados sob
o auxilio de um microscopio confocal. Foram utilizados 5 pacientes infectados e 4
doadores saudaveis. (A) A frequéncia de mondcitos apresentando specks foi
definida pela contagem de 500 células em 5-6 campos diferentes da lamina de
cada paciente, e entdo calculado a média. Nao foi possivel observar specks em
monocitos de doadores saudaveis. (B) Foram observados também specks de
ASC, os quais colocalizaram com os specks de NLRP3, AIM2, mas nao NLRP12.
(C) Para verificar a qualidade dos anticorpos empregados nos ensaios de
microscopia confocal, foi utilizado como controle positivo para NLRP3-
inflamassoma, mondcitos provenientes de doadores saudaveis estimulados com
LPS (100ng/ml) por 3h + nigericina (5uM) durante 30min. Além disso, células HEK
foram transfectadas e passaram entao a expressar transientemente os receptores
NLRP12, NLRC4 e AIM2, os quais puderam ser observados de modo difuso no
citoplasma das células. (D) Essas mesmas células HEK transfectadas, foram
lisadas para verificacdo da expressao proteica dos receptores NLRP12, NLRC4 e
AIM2 por western blot, no qual foi utilizado o mesmo anticorpo empregado nos
ensaios de microscopia confocal. Para a validagao do anticorpo anti-NLRP3 por
western blot, foi utilizado lisado de células THP1. (E) Mondcitos de doadores
saudaveis foram enriquecidos e analisados por microscopia confocal, os quais
nao apresentaram nenhum tipo de speck.
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FIGURA 18
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Figura 18: Ativagcdo da caspase-1 dependente do NLRP3 e do NLRP12-
inflamassoma, predispéem o hospedeiro ao choque induzido por uma
coinfecc¢ao bacteriana.

(1) O complexo DNA/hemozoina internalizados por fagocitos promove a
sinalizagdo de TLR9 via MyD88 o que (2) culmina na expresséo de IL-12, citocina
a qual inicia leva a expresséo de IFN-y por linfocitos T e células NK. (3) Baixos
niveis de IL-1B sdo secretados de modo independente de caspase-1 durante a
malaria. (4) A sensibilizagao, priming, mediado pela sinalizagdo via Myd88 e IFN-y
promove um aumento da expressao de pro-caspase-1 em fagdcitos. A ruptura do
fagolisossomo bem como o a liberagao do seu conteudo, pode levar a montagem
dos inflamassomas contendo ASC, NLRP3 e NLP12 e consequentemente a
ativagdo de caspase-1. (5) Finalmente, uma coinfeccdo bacteriana pode
desencadear a expressdo de altos niveis de pré-IL-13, de modo dependente da
sinalizagdo por TNFR1. Assim, essa grande quantidade pro-IL-1B agora pode ser
clivada pela caspase-1 gerada no passo 4 e finalmente niveis elevados dessa
citocina em sua forma ativa pode ser liberado por esses fagdcitos.
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6.1 ASC e a ativagdo da caspase-1 durante a malaria.

A caspase-1 é ativada por complexos citosdlicos conhecidos como
inflamassomas [134,242]. Durante a formacdo desses complexos, receptores
pertencentes a familia dos Nod-Like receptors participam do recrutamento da
caspase-1 diretamente, como por exemplo NLRC4 e NLRP1 [171,243], ou por
meio da molécula adaptadora ASC, por exemplo NLRP2, NLRP3 e AIM2, sendo o
ultimo nao pertencente a familia dos NLRs [145,148,244]. Estudos recentes
revelaram que diferentes sinais podem levar a formacédo dos inflamassomas,
porém, pouco se sabe a respeito dos mecanismos associados a montagem
dessas estruturas [243,245] [246] [247].

O inflamassoma mais estudado, e por isso melhor compreendido, é aquele
que apresenta em sua estrutura o receptor NLRP3, sendo esse ativado por um
grande numero de estimulos que vao desde uma infecgdo bacteriana a sinais
gerados por cristais de natureza distintas [139-141,151-154,160-162,195].

Em 2009 foi demonstrado que o NLRP3 inflamassoma, ou seja, o
inflamassoma que utiliza o receptor NLRP3, também poderia ser montado por
macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea de camundongos, em
resposta a presenca da hemozoina sintética [85,201]. Adicionalmente, foi
demonstrado que o efluxo de K* é um dos elementos chave na ativagdo da
caspase-1 por hemozoina. Entretanto, nada havia sido demonstrado durante a
infecgao por Plasmodium in vivo, a nao ser dados contraditérios onde Dostert e
colaboradores encontraram certa resisténcia em animais NLRP3” a malaria
cerebral murina, enquanto Reimer e colaboradores demonstram exatamente o
contrario [201] [248]. Assim, a pergunta fundamental ainda n&o havia sido
respondida: a infeccao por Plasmodium poderia levar a ativagdo da caspase-1?
Nesse trabalho foi comprovado que de fato a caspase-1 € ativada durante a
malaria tanto humana quanto murina, sendo esse fendbmeno dependente nao
apenas do receptor NLRP3, mas também do NLRP12. Além disso, foi encontrado
uma frequéncia muito baixa de mondcitos contendo aglomerados de AIM2 em
pacientes infectados com P. vivax, enquanto no modelo murino a deficiéncia em
AIM2 nao impactou a ativagdo de caspase-1. Recentemente foi descrito que o
complexo hemozoina + CpG pode levar ativagao de NLRP3 e também do AIM2

inflamassoma in vitro [249]. Assim, no contexto da malaria, podemos concluir que
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o AIM2 inflamassoma pode ser ativado dependendo da circunstancia do estimulo
dado, in vitro ou in vivo, e nesse ultimo caso, o tipo de cepa utilizada pode ser um
fator condicionante.

Em 2007, Fernandes-Alnemri e colaboradores elucidaram uma plataforma
molecular que se forma em células THP1 (Human acute monocytic leukemia cell
line) apds o estimulo com LPS, sendo essa capaz de clivar pro-IL-13. Essa
plataforma € conhecida como piroptossomo sendo ela constituida por dimeros de
ASC os quais sdo capazes de recrutar a pré-caspase-1. Curiosamente, essa
estrutura ndo requer a presenga de nenhum receptor citosodlico, seja ele
pertencente a familia dos NLRs ou ndo. Os autores citados acima avaliaram o
estado oligomérico de ASC, por meio de um protocolo com o qual foi possivel
estabilizar as interagbes proteicas pré-estabelecidas, o que permitiu observar que
grande parte dessa estrutura estava sob a forma de dimeros além de alguns
multimeros [241]. De fato, a presencga dos aglomerados de ASC pode ser utilizada
como um indicativo da formacdo do inflamassoma e/ou piroptossomo, o que
impreterivelmente culmina na ativagao de caspase-1 [238].

Desse modo, durante o desenvolvimento desse estudo, buscou-se
identificar aglomerados de ASC no PBMCs de pacientes infectados com P. vivax.
Ao empregar o mesmo tipo de técnica utilizada por Fernandes-Alnemri e
colaboradores para descrever o piroptossomo, foi possivel observar a presenca
desses dimeros em amostras provenientes de pacientes infectados por P. vivax. E
importante ressaltar que a infec¢do causada por P. vivax fornece sinais suficientes
para levar a oligomerizagdo de ASC, dispensando o estimulo de LPS.

De modo semelhante a infecgao por P. vivax, a ativagdo de caspase-1 em
macroéfagos e células dendriticas murinas, bem como a secregao elevada de IL-1
durante a infecgao por P. chabaudi, também exigiram a presenca da molécula
adaptadora ASC. Baseado nos resultados observados em humanos e em
camundongos, pode-se concluir que a molécula ASC é um elemento crucial na

ativacao de caspase-1 durante a malaria.
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6.2 Citocinas pré-inflamatoérias Vs ativacao da caspase-1 e a secregao de IL-
18.

Durante a malaria, varias sindromes podem ser desencadeadas, como a
anemia grave, acidose metabdlica, sepse e, finalmente, a malaria cerebral. Todos
esses eventos estdo relacionados com a producédo exagerada de citocinas pro-
inflamatérias [110,223,250].

O TNF-o. tem sido colocado em destaque quando o assunto é a
patogénese da malaria [251]. Niveis elevados dessa citocina, e de outras
induzidas por ela (ex, IL-1B e IL-6), tém sido encontrados em fluidos cérebro-
espinhais de pacientes infectados com P. falciparum, sendo observado uma
correlagdo com a cefalopatia incluindo a perda neuro-funcional ao longo do tempo
.[252,253]. A infecgao por P. vivax também pode levar a quadros de encefalopatia
em casos nao tratados ou em regides de resisténcia a cloroquina [16]. Ademais,
niveis elevados de TNF-a também podem ser observados em pacientes durante a
malaria vivax [254].

Recentemente, foi demonstrado que macréfagos de camundongos
selvagens estimulados com TNF-a, culminando assim na ativacdo de NFkB, e
logo apds expostos a ATP, sdo capazes de ativar caspase-1 e secretar IL-13 de
modo dependente do NLRP3-inflamassoma [168]. Desse modo, poderia entédo
TNF-a regular a formacgéo do inflamassoma durante a malaria? Como foi descrito
na segado de resultados, animais deficientes para o receptor 1 do TNF (TNFR1™")
sdo plenamente capazes de ativar caspase-1, enquanto a ativagdo da caspase-1
em animais deficientes para IFN-y (IFNy”) foi praticamente abolida. E importante
ressaltar que, no modelo proposto por Bauernfeind descrito acima, a sinalizagédo
via TNFR ¢é apenas uma das possibilidades de regulagdo do NLRP3-
inflamassoma por meio da ativagdo de NFkB, ao passo que macréfagos oriundos
de animais TNFR1/2” quando estimulados com LPS + ATP, sdo plenamente
capazes de ativar caspase-1. Nesse caso a sinalizacdo via TLR4 foi quem
desencadeou o primeiro sinal, o priming, € nao a sinalizagado via TNFR [168].

Um trabalho publicado pelo nosso grupo, demonstrou que durante a
infecgdo por Plasmodium, ocorre um aumento da expressao e responsividade dos

TLRs, sendo esse fendmeno dependente de IFN-y [88]. Isso pode ser uma
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possivel explicacido para o fato de ndo ser observado caspase-1 ativa em animais
IFN-y"', mas sim em animais TNFR1™", no qual a produgdo de IFN-y é normal. E
interessante relembrar que a ativagao da caspase-1 durante a malaria murina foi
completamente dependente de MyD88. Também foi observado que na auséncia
do receptor TLR9 ndo é possivel detectar essa molécula na sua forma ativa
durante a infecgdo por P. chabaudi. Assim, a integragdo entre as vias de
sinalizagdo do IFN-y e dos TLRs podem regular a atividade do inflamassoma
durante a malaria.

As vias de sinalizagdo que controlam a expressdo dos elementos do
inflamassoma, bem como a sua ativagéo, ainda sdo parcialmente compreendidas.
Podemos dizer que pelo menos dois fatos dificultam esse entendimento: (i) a
diversidade dos receptores citosolicos que sdo capazes de promover a formagao
do inflamassoma, e (ii) a diversidade dos estimulos que conseguem promover
essa ativacao [255]. Além disso, os estudo in vitro podem nao elucidar fielmente o
que esta acontecendo in vivo. Um exemplo desse tipo de situagdo foi descrita
nesse trabalho. Como ja dito, o priming promovido por TNF, possibilita a ativagao
de caspase-1 in vitro [168]. No entanto, durante a malaria murina, a falta da
sinalizagdo por TNFR1 ndo impactou a ativagao dessa protease. Por outro lado,
existem relatos de que a producdo de IFN-y por linfécitos T, pode diminuir a
atividade do NLRP3-inflamassoma. Nesse caso, IFN-y seria responsavel por
promover a expressdo da enzima Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS),
culminando na disponibilidade de Oxido Nitrico (NO), o qual levaria a nitrosilagdo
do NLRP3 em modelos de tuberculose [256]. Entretanto, animais deficientes em
IFN-y, quando infectados por P. chabaudi, sdo incapazes de expressar caspase-1
sob sua forma ativa, provavelmente devido a baixa disponibilidade de sua forma
pré. Desse modo, podemos concluir que durante a malaria, o papel do IFN-y na
regulacéo do inflamassoma, € pelo menos em parte associado ao controle da
expressao de caspase-1. Finalmente, para aumentar ainda mais complexidade
das vias de regulagédo do inflamassoma, alguns trabalhos sugerem que o IFN-y
pode perder a sua atividade inibitéria na presenca simultdnea de agonistas de
TLRs [257,258]. Talvez esse seja o mecanismo utilizado durante a malaria

Em contrapartida, mesmo apresentando caspase-1 ativa, animais TNFR-1"

foram incapazes de secretar IL-1, mesmo apds o estimulo com um potente
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indutor da pré-I1L-1B, o LPS. Como a falta da sinalizagdo por TNFR1 poderia afetar
a secregdo de IL-1p em sua forma ativa? Normalmente, ndo se observa a
expressao de pro-IL-1p de modo constitutivo nas células. Entretanto, a sua
expressao pode ser fortemente induzida por sinais pro-inflamatérios que levam a
ativagdo de NFkB, como o LPS e o TNF-a [224,225]. De fato, animais TNFR1™"
assim como IFN-y”" ndo sdo capazes de expressar proé-IL-18. E importante notar
que a producdo de TNF-a em animais IFN-y'/' € quase inexistente mesmo apoés o
desafio com LPS, ao passo que animais TNFR1" sao plenamente capazes de
produzir IFN-y. Desse modo, podemos concluir que durante a malaria murina, a
producao de IFN-y, devido a sinalizagdo via TLR/Myd88, torna possivel a

producao de TNF-a, que agora habilita as células a expressarem pro-IL-1.

6.3 Secregéao da IL-1p e a ativagado da caspase-1 em monécitos humanos.

Existe uma discussao calorosa a respeito da capacidade do LPS levar a
secrecao de IL-1p sem depender de outro estimulo em cultura de células THP1.
Recentemente, alguns trabalhos mostraram que contaminantes presentes no
LPS, como por exemplo lipoproteinas, seriam os responsaveis pela ativagao da
caspase-1, e consequentemente pela maturagdo de IL-18. Quando utilizado LPS
ultra puro para estimular células THP1 esse fendbmeno nao foi mais observado
[145,259]. Curiosamente, Fernandes-Alnemri e colaboradores [241] sé puderam
observar a formacéao do piroptossomo em células THP1 apds o estimulo com LPS
bruto ou com Pam3CSK4, um analogo do lipopeptideo bacteriano. Desse modo,
pode-se concluir que ao utilizar o LPS bruto, sdo fornecidos 2 sinais; um via TLR
dado pelo LPS e o outro pelo contaminante, por exemplo muramil dipeptideo
(MDP), um produto da degradagéo de peptideogliganos (PGN), que agora pode
ser sentido pela célula como um DAMP, promovendo a ativagédo do inflamassoma
in vitro. A sinergia desses dois sinais culmina na ativacdo da caspase-1 e
consequentemente na secrecéo de IL-1p [259-261].

No entanto, essa discussdo ainda esta longe de acabar. Trabalhos
classicos tem mostrado que o LPS purificado tem a capacidade de promover a
maturacdo de IL-1p, sem depender de outro estimulo [262,263]. Além disso,

recentemente foi demonstrado que mondcitos humanos CD14", purificados a
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partir de PBMCs, apresentam caspase-1 ativa constitutivamente, e quando
estimulados com LPS purificado s&o plenamente capazes de secretar IL-13. Por
outro lado, macréfagos diferenciados a partir da medula éssea ou presentes em
tecidos, necessitam de um sinal adicional, por exemplo ATP, para secretar IL-1
[264].

De modo semelhante aos achados de Netea, mondcitos classicos
(CD14'CD16°) provenientes tanto de pacientes saudaveis quanto de pacientes
infectados por P. vivax, apresentaram caspase-1 ativa. No entanto, os pacientes
infectados apresentaram em média 3 vezes mais monocitos (CD14°CD16")
quando comparados com pacientes saudaveis. Uma outra populagdo de
mondcitos conhecidos por apresentarem baixos niveis de expressao de CD14 na
superficie, porém positivos para CD16 (CD14°"CD16"), descrita em 2003 por
[231], também teve a sua frequéncia aumentada no PBMC de pacientes
infectados por P. vivax. Além disso, quando foi avaliado os niveis de caspase-1
ativa nessa subpopulagcao, foi observado que somente as células provenientes
dos pacientes infectados apresentavam essa protease em sua forma ativa. Desse
modo, pode-se concluir que os mondcitos classicos (CD14"CD16°), populagdo que
esta significativamente aumentada, bem como a ativagao diferencial da caspase-1
em mondcitos patrulhadores (CD14'°WCD16+), sdo as principais fontes de
caspase-1 e IL-1B durante a infecgéo por P. vivax.

E importante notar que os mondcitos ndo classicos (CD14°“CD16") vém
sendo associados a respostas inflamatérias desencadeadas por componentes
liberados em decorréncia de danos teciduais, uma grande fonte de DAMPs [234-
236]. Além disso, inumeros trabalhos tém mostrado o envolvimento desse tipo
celular em doencgas autoimunes e desordens inflamatérias [265-267], sendo esse
tipo de mondcito (CD14°“CD16") especializado em produzir TNFa e IL-1p [235]

6.4 TLRs Vs NLRs, e a ativagao da caspase-1.

A grande maioria dos trabalhos que estudam a formagéo do inflamassoma,
a ativacdo da caspase-1 e a secregao de IL-1p, utilizam como controle positivo a
combinacdo de agonistas de TLRs mais DAMPs, sendo esse ultimo “sentidos”

pelos NLRs. No entanto, ainda nao é totalmente compreendido como o priming
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causado pelos agonistas de TLRs influencia na formagdo de alguns
inflamassomas .

Os TLRs emitem sinais em resposta a moléculas derivadas de micro-
organismos, quando essas sao disponibilizadas no meio extracelular ou no
compartimento endolisossomal [70,268]. A sinalizacdo desses receptores é de
certo modo restrita a um espectro limitado de ligantes [269]. Por outro lado, uma
imensa variedade de entidades como bactéria, virus, produtos microbianos
purificados, componentes provenientes de células necréticas, cristais ou
agregados de materiais (organicos ou inorganicos) podem ativar os NLRs e
desencadear uma resposta inflamatéria robusta [270]. Assim, poderia a sinergia
entre essas duas frentes da imunidade inata, TLRs e NLRs (e também outros
receptores citosolicos), prevenir uma resposta inflamatoéria acidental, como é o
caso das “cryopyrinopatias” devido a mutagées do NLRP37? [271,272].

Recentemente foi demonstrado que a ativagcdo de NFxB, em decorréncia
da sinalizagdo dos TLRs e também do receptor de TNF (TNFR), estaria
relacionada com o “licenciamento” da formagdo do NLRP3-inflamassoma, uma
vez que esse fator de transcricdo regula a expressdo do NLRP3. E importante
observar que somente a ativacdo de NFkB é insuficiente para levar a ativacao de
caspase-1, sendo necessario um sinal adicional para que ocorra oligomerizagao
dos componentes desse inflamassoma [168]. Bauernfeind e colaboradores s6
conseguiram abolir a ativagdo da caspase-1, quando utilizado LPS ou poly I|:C
como primeiro sinal, em animais duplo deficientes para as moléculas adaptadoras
MyD88 e TRIF (MyD88”/TRIF").

Considerando que a ativagdo da caspase-1 durante a malaria murina
acontece de modo similar ao mecanismo proposto por Bauernfeind, o primeiro
sinal, deve ser dirigido por algum PAMP derivado do Plasmodium, o qual
estimularia algum receptor, provavelmente TLR, que utiliza somente MyD88 como
molécula adaptadora. Como foi descrito na segéo de resultados, a falta de Myd88,
bem como a falta de TLR9, foram suficientes para diminuir a disponibilidade da
caspase-1 ativa, e também da produgéo de IL-1f durante a malaria murina.

E importante notar que ja foi demonstrado que a hemozoina (Hz) teria a
capacidade de carrear DNA de Plasmodium, sendo esse responsavel pela

sinalizacao via TLR9 [82]. Desse modo, seria a sinalizagdo via TLR9, em resposta
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ao DNA do Plasmodium, juntamente com o sinal de perigo emitido pela
hemozoina, os dois sinais requeridos para ativacdo da caspase-1 durante a
malaria? Recentemente foi descrito que a Hz aparece colocalizada com DNA
dentro dos eritrocitos infectados mesmo antes da digestdo pelo fagolisossomo
[249]. Em ensaios in vitro, eles demonstraram que a Hz associada ao DNA
gendmico do Plasmodium, ou a oligonucleotideos contendo regides ricas em CpG,
produzem sinais suficientes tanto para levar a expressao dos elementos do
inflamassoma, o priming, quanto para promover a oligomerizagdo desses
elementos, ou seja, ativagdo do inflamassoma. Ainda de acordo com Kalantari e
colaboradores, o priming ocorrre por meio da sinalizagdo via TLR9, e o sinal de
oligomerizacdo surge quando a Hz, que nesse momento ja se encontra
desassociada do DNA, leva a uma desestabilizagdo do fagolisossomo e ao
extravasamento do seu conteido no citoplasma. Eles demonstraram que esse
processo culmina na formagéo dos inflamassomas que requerem os receptores
NLRP3 e AIM2 [249].

De modo semelhante ao dados in vitro obtidos por Kalantari e
colaboradores, a infecgao por P. vivax leva a ativagdo nao sé do NLRP3 e AIM2,
mas também do NLRP12 inflamassoma. No entanto, durante a infec¢édo in vivo
por P. chabaudi, animais AIM2", mas ndo NLRP3” e NLRP12" conseguem
ativar caspase-1 e secretar IL-1B sob sua forma ativa. Além disso, a frequéncia de
mondcitos provenientes de pacientes infectados com P. vivax, que apresentaram
aglomerados de AIM2, foi relativamente baixa quando comparado com frequéncia
de mondcitos contendo aglomerados de NLRP3 e NLRP12. Desse modo, talvez
seja razoavel dizer que o inflamassoma que utiliza AIM2 como receptor, tenha
uma importancia menor no processo de ativacdo de caspase-1, bem como na
liberagao de IL-1B durante a infecg&o in vivo por Plasmodium.

Embora seja tentador dizer que a hemozoina € responsavel por
desencadear o processo de oligomerizagao dos elementos do inflamassoma,
durante a infecgdo in vivo por Plasmodium, isso ainda ndo passa de uma
hipotese. Visto que durante a infeccdo por P. chabaudi os animais P2x7" ndo
foram capazes de ativar caspase-1, deve se considerar a possibilidade do ATP
extracelular ser um dos sinais responsaveis pela oligomerizagdo dos elementos

do inflamassoma. E interessante relembrar que durante o ciclo intraeritrocitico do
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Plasmodium, as hemacias infectadas (iRBCs) tornam-se menos densas devido a
digestdo da hemoglobina pelo parasito. Além disso, as iIRBCs perdem a sua
morfologia caracteristica, tornando-se mais esféricas, rigidas, e também mais
permeavel a uma grande variedade de moléculas [273]. Essas células perdem
varios componentes celulares, como acido sialico, glutationa e especialmente
ATP, o qual é liberado no meio extracelular [274]. Ademais, a hipdxia tecidual, um
evento central na patogénese da malaria [275] também pode levar a liberagédo de
ATP em resposta ao estresse causado pela baixa oxigenacao [276].

Finalmente, é importante apontar que durante a malaria, ocorre a hemdlise
das iRBCs, sendo liberado nesse momento elevados niveis dos grupamentos
heme na circulagdo [277]. Esses grupos tém sido associado com a incidéncia de
malaria grave [278] e também com quadros de sepse grave [279]. Recentemente,
foi demonstrado que o grupo heme é capaz de promover a ativagéo de caspase-1
e produgdo de IL-1B em macrofagos. Esse evento foi dependente de NLRP3,
ASC, efluxo de K+ e producao de ROS [280]. Assim, além da hemozoina, o ATP
extracelular e também os grupos heme circulantes devem ser considerados como
possiveis elementos desencadeadores da ativagcdo do inflamassoma durante a

malaria.

6.5 O papel do NLRP12 na resposta imune inata, desordens inflamatoérias e a
malaria.

Em humanos, o receptor NLRP12 também conhecido como (NALP12,
MONARCH-1 ou PYPAF7) é expresso em leucdcitos do sangue periférico,
incluindo granulécitos, mondécitos e células dendriticas [281,282]. De modo similar,
esse receptor também €& encontrado em neutréfilos, macrofagos e células
dendriticas de camundongos [283,284]. No entanto, o papel do NLRP12 na
resposta imune inata ainda é controverso, havendo evidéncias de sua
participagdo em processos inflamatérios e ao mesmo tempo em processos
reguladores da inflamacgao [285].

Alguns trabalhos tém sugerido que o NLRP12 pode funcionar como um
“antagonista” dos sinais inflamatérios induzidos pela sinalizagao dos TLRs, TNF-a
e também pela infecgdo causada por Mycobacterium tuberculosis [286] Além

disso, esse receptor parece participar da manutengcdo da homeostasia intestinal,
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atenuando a inflamagédo do coélon e regulando o processo de tumorigénese
colorretal, por controlar a ativagdo de NF-kB e ERK em macroéfagos [283]. Esse
receptor também tem sido envolvido no controle da migracdo de células
dendriticas para linfonodos, potencializando o processo inflamatério observado
em episodios de hipersensibilidade de contato [173], porém sendo dispensavel
para a ativagdo de caspase-1 em resposta a uma grande variedade de estimulos
in vitro, incluindo S. typhimurium, varias espécies de Listeria e ATP [283].

No entanto, o NLRP12 foi o primeiro receptor das familia dos NLRs, que
demonstrou a capacidade de se associar a molécula adaptadora ASC, em células
transfectadas, culminando na ativagdo de IL-18 de modo dependente do
inflamassoma e caspase-1 [281]. No modelo de infec¢do por P. chabaudi, descrito
nesse estudo, tanto ASC quanto NLRP12, foram fatores limitantes para ativagéo
de caspase-1 em macréfagos e células dendriticas. Além disso, a infecgado
causada por P. vivax foi capaz de promover a oligomerizagdo de ASC e também
do NLRP12, porém néo foi possivel detectar essas duas estruturas colocalizadas
no interior dos mondcitos. Assim, ainda ndo é possivel dizer se ASC esta sendo
recrutado por NLRP12 para formagao do inflamassoma durante a malaria.

O papel do NLRP12 na formagdo do inflamassoma e na ativagdo da
caspase-1, é algo praticamente desconhecido, principalmente no que se refere a
doengas infecciosas. Em 2012 foi publicado um trabalho descrevendo a
importancia da formagao do NLRP12 inflamassoma, na maturagao de IL-18 e IL-
1B, em resposta a infecgao por Yersinia pestis [287]. Agora, pela primeira vez, o
presente estudo também descreve a dependéncia do NLRP12 no processo de
formagéo do inflamassoma e da ativagao de caspase-1, durante a malaria.

Finalmente, é interessante notar que febres recorrentes, inflamagao
sistémica, peritonite estéril, além de manifestagbes cutdneas e artrites, ndo séo
sintomas encontrados somente em pacientes que sofrem de “cryopyrinopatias”
associadas a mutagdo de NLPR3. Uma nova classe de sindromes auto-
inflamatérias conhecida como “desordens associadas ao receptor NLPR12”
(NLRP12AD) tem sido relacionada com mutag¢des nesse receptor. [288-291]. As
células mononucleares do sangue periférico provenientes de pacientes com
mutacdes no receptor NLRP12, secretam altos niveis de IL-1p espontaneamente.

Quando esses pacientes foram submetidos ao tratamento utilizando um
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antagonista do receptor de IL-1, e assim apresentando uma melhora dos sintomas
clinicos, pdde-se observar também uma diminui¢cao significativa nos niveis de IL-
1B secretados por seus PBMCs [289,292,293]. E relevante notar que a sinalizagdo
via IL-1R culmina em feedback positivo, ou seja mais IL-1p é produzido [294,295].
As similaridades entre as “cryopyrinopatias” e a sindrome NLRP12AD ocorrem
desde a mutagdo nos genes dos NLRs e dependéncia do ASC, até a secregao
anormal de IL-18. A sindrome NLRP12AD representa um nova classe de
desordem, com poucos casos relatados no mundo até o momento.

Desse modo, ainda ha muito a ser investigado no que se refere ao papel do
NLRP12 na ativagao de caspase-1, principalmente durante processos infecciosos.
Esse trabalho abre agora precedentes para investigagdo do envolvimento do

NLRP12 na formacéao do inflamassoma durante infecgbes parasitarias.

6.6 Consequéncias da ativagcdo da caspase-1 e secregado da IL-1f durante
malaria.

A atividade e a disponibilidade da IL-13 €& extremamente controlada,
requerendo a conversao do transcrito primario em um precursor inativo, o qual é
convertido em sua forma madura somente apds ser disponibilizado sua protease,
sendo essa controlada por uma série de mecanismos como ja foi amplamente
discutido em varios tépicos dessa tese. Além disso, o receptor pelo qual essa
citocina sinaliza, possui um antagonista natural. O que pode acontecer se a
producao e a liberagcédo dessa citocina estiver fora do controle?

Um espectro cada vez maior de doencgas inflamatérias, n&o infecciosas,
agudas ou crénicas, sdo simplesmente controladas pela neutralizagdo da IL-1p.
Essas doengcas normalmente sdo chamadas de autoinflamatérias, onde
predominantemente a IL-18 é secretada por mondcitos ou macrofagos em
resposta a moléculas enddgenas. O termo autoinflamagdo foi inicialmente
utilizado no intuito de descrever uma doenca rara, caracterizada por recorrentes
surtos de febre e inflamagédo sistémica, devido a uma mutagdo na regido
codificante da subunidade p55 do receptor de TNF [296]. A mutacdo observada
nessa doenga, conhecida como sindrome periédica associada ao receptor de TNF
(TRAPS), culmina em baixos niveis do TNFR solivel devido a um mal

dobramento dessa molécula no reticulo endoplasmatico. De modo curioso, a
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inflamagao causada por TRAPS pode ser controlada com o uso do Anakinra, um
antagonista do IL-1R [297,298]. Assim, TRAPS emerge como uma doenga
mediada por IL-1R.

N&o é a primeira vez que a histéria dessas duas citocinas (TNF e IL-1[3) se
cruzam, a producédo de uma, estimula a producéo de outra, entrando em um /oop
que, quando nao controlado, pode ser extremamente perigoso [224,299]. A
infecgao causada por P. chabaudi fornece sinais suficientes para levar a formacao
do inflamassoma de modo dependente de NLRP3 e NLRP12, culminando na
ativacdo da caspase-1. Entretanto, a presenca dessa estrutura, por si s6, ndo
garante elevados niveis de IL-1B na circulagdo. Além disso, somente a presenca
dessa protease sob a sua forma ativa, ndo oferece nenhum risco ao hospedeiro, o
qual consegue resolver a sua parasitemia, obtendo a cura parasitolégica sem
maiores complicagdes em torno de 4 semanas apds a infecgao. Além disso, a
falta de caspase-1 ativa, vista em animais Casp-1"~ bem como ASC™, também
nao impede que a infec¢ado por P. chabaudi siga o seu curso normal.

E importante ressaltar que o P. chabaudi € uma cepa nao letal, porém
quando inoculado baixos niveis de LPS em animais C57BL/6 infectados por ela,
0s mesmos sucumbem dentro de 12 horas apos a esse desafio. Esse fendbmeno
ndo é observado em animais ndo infectados. De modo interessante, essa
letalidade é acompanhada pela produgdo descontrolada de TNF-a e IL-1f. E
interessante notar que a partir do 21° de infecgdo, os animais selvagens s&o
completamente resistentes ao desafio feito com LPS, e coincidentemente séo
capazes de controlar a produgcdo de TNF-a e IL-18, ou talvez simplesmente
incapazes de produzi-las. E interessante relembrar que em casos de choque
endotoxico, TNF-a e IL-1p s&o secretados de forma rapida e descontrolada [300].

No intuito de avaliar se os niveis elevados de IL-1f na circulagao
disponibilizado apds o indéculo de LPS, estariam relacionados com essa
suceptibilidade ao choque, animais IL-1R” foram entdo desafiados com e LPS no
sétimo dia de infecgdo com P. chabaudi. De fato, a ativagdo da caspase-1 pode
se transformar em um evento perigoso para o hospedeiro durante a infecgdo por
P. chabaudi se um potente indutor de TNF-a e consequentemente de IL-1p estiver
disponivel. Os animais IL-1R™ tornaram se mais resistentes a esse choque

induzido por LPS, mesmo com a producdo de TNFa equivalente aos niveis
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observados em animais selvagens. De modo supreendente, o tratamento com um
antagonista do receptor de IL-1, possibilitou a reversdo do quadro de inteira
susceptibilidade, a uma resisténcia quase completa ao desafio com LPS. A
resisténcia total a esse choque s6 foi possivel quando eliminado a producao de
IFN-y e TNF-a, fato observado em animais MyD88" e IFNy”, ou impedindo a
sinalizagdo por TNFR1, como foi visto em animais TNFR1”. Por outro lado,
animais deficientes em alguns componentes do inflamassoma apresentaram uma
resisténcia similar aos animais IL-1R”. A sinalizagdo via TNFR1 & um
componente chave nesse fendmeno, uma vez que além de permitir a produgéo de
IL-1p, também pode ser “toxica” por si s6 [108].

Visto os resultados obtidos com o modelo (P. chabaudi + LPS), a seguinte
pergunta foi levantada: o que pode acontecer com individuos coinfectados por
Plasmodium e algum tipo de bactéria Gram-negativa? Recentemente foi
demonstrado que a coinfecgdo por Plasmodium berghei NK65 e uma bactéria
Gram-negativa, Borrelia duttonii, aumenta a mortalidade dos animais. A infecgéo
por P. berghei NK65 ndo causa malaria cerebral, porém causa anemia grave
levando a morte do seu hospedeiro em torno do 21° dia de infecgdo. No entanto,
durante o episddio de coinfecgdo descrito acima, esses animais passaram a
morrer em torno do 10° dia, apresentando baixas taxas de parasitemia quando
comparado com os niveis observados durante a infecgdo causada somente por P.
berghei NK65 [301]. De modo similar a esses dados secundarios, foi demonstrado
nesse trabalho que animais selvagens infectados com P. chabaudi e
posteriormente desafiados com S. typhimurium, tornando-se assim coinfectados,
morrem dentro de poucas horas. Por outro lado, se a sinalizagéo via IL-1R for
bloqueada esse animais tornam-se resistantes.

Recentemente foi demonstrado que a infecgdo por P. chabaudi diminui a
resisténcia do hospedeiro frente a infecgéo por Salmonella [209]. Eles propuseram
que a indugdo de heme oxygenase -1 (HO-1) mediada pela infecgdo por
Plasmodium, limita a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo
esse um elemento importante no mecanismo de controle da Salmonella, o que
provocaria entdo uma alta carga bacteriana sistémica e morte do hospedeiro.
[302,303].
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Os estudos iniciais (in vitro) relacionados aos mecanismos de ativagéo dos
inflamassomas, propuseram que ROS poderia atuar a “montante” da via de
sinalizacdo do NLRP3-inflamassoma, e de modo indireto levar a ativagdo de
caspase-1[162,164,167]. No entanto, a conexao entre a via da produgdo de ROS
com o processo de formacdo de inflamassoma e ativacdo de caspase-1 é
praticamente desconhecida. Na verdade, o que se tem demonstrado é que ROS
pode inibir a ativacdo de caspase-1 por meio do processo de oxidacdo, sendo
necessario ainda a redugédo dos seus niveis via SOD1 para que entdo ocorra a
maturacdo de IL-1B [170,304,305]. Além disso, pacientes com mutagdes que
levam a uma baixa produgcdo de ROS, sendo esses portadores da doenga
conhecida como CGD (Doenga Granulomatosa Crénica), apresentam elevados
niveis de caspase-1 em seu fagoécitos, bem como episddios de hiper-inflamagéo
acompanhada da liberacao de altos niveis de IL-1 [169,306,307].

Desse modo, a limitagdo da produgao de ROS por HO-1 induzida pela
infeccdo por P. chabaudi [209], poderia entdo habilitar a formagdo do
inflamassoma, bem como a ativagdo de caspase-1, e assim predispondo o
hospedeiro a secretar elevados niveis de IL-1B durante uma coinfeccdo com
bactérias Gram-negativa. De fato, como observado por Cunnington e
colaboradores, nesse trabalho também foi observado um aumento significativo de
S. typhimurium no sangue quando se compara os animais coinfectados com P.
chabaudi + S. typhimurium com aqueles somente infectados com S. typhimurium.
No entanto, o tratamento com o antagonista de IL-1R, que aumentou a resisténcia
dos animais coinfectados, ndao promoveu nenhuma diminuicdo dos niveis de
bactérias no sangue. Assim, o choque induzido por elevados niveis de IL-13
circulando em resposta a alta carga de S. typhimurium no sangue, parece ser o
elemento chave nesse fenbmeno, e nao simplesmente o aumento da carga
bacteriana.

Além do modelo de coinfecgdo com S. typhimurium, um outro modelo que
permite a entrada deliberada de bactérias na corrente sanguinea, SL-CLP, foi
utilizado para desafiar animais infectados com P. chabaudi. Diferentemente dos
animais nao infectados, aqueles que ja se encontravam na fase aguda da

infecgado por P. chabaudi, comegaram a morrer 24h ap6s o desafio com SL-CLP.
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E importante salientar que o tratamento com IL-1Ra também foi capaz de
promover resisténcia, mesmo nao alterando os niveis de bactéria no sangue.
Finalmente é importante ressaltar que areas endémicas de malaria
apresentam uma alta incidéncia de infec¢des bacterianas como por exemplo
Salmonella, Pneumococcus e Meningococcus [203,308]. O numero de casos de
coinfecgdes por Plasmodium e algum tipo de bactéria, é extremamente elevado
nessas regides. Pacientes coinfectados apresentam uma redugao nos niveis de
parasitemia, porém também apresentam uma piora do quadro clinico, associada a
angustia respiratoria e anemia grave. A taxa de mortalidade é 8,5 vezes maior
nesses casos, principalmente durante episédios de coinfecgbes por bactérias
Gram-negativa [204,206,309,310]. Ademais, niveis elevados de IL-1p, IL1Ra e do
TNFR1 soluvel (sTNFR1p55) sdo encontrados no soro e no fluido cérebro-

espinhal de pacientes com malaria cerebral causada por P. falciparum [311,312].



7-Resumo dos Resultados
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Com base nos resultados obtidos por esse estudo, é possivel concluir que :

Em modelo experimental de infeccdo por Plasmodium,

>

A caspase-1 € ativada em células dendriticas e macréfagos, sendo
fendmeno dependente da molécula adaptadora ASC.

A producao de elevados niveis de IL-1p requer um segundo sinal emitido
por LPS.

A ativacao da caspase-1 e consequentemente a producao da IL-1[, requer
uma sinaliza¢do via TLR9/Myd88.

IFN-y € um elemento limitante no processo de formacao do inflamassoma e
consequentemente da ativagdo de caspase-1.

IFN-y é essencial para produgdo TNF-a, que por sua vez controla a
expressao da pro-IL-1p.

Os receptores citosdlicos NLRP3 e NLRP12 s&o criticos no processo de
formacgao do inflamassoma e ativagéo da caspase-1.

A ativacdo da caspase-1 em resposta a infecgao por P. chabaudi, pode ser
tornar perigosa para o hospedeiro, se 0 mesmo for exposto a um indutor de
TNF-a e consequentemente pré-IL-1[3.

A sinalizagdo via IL-1R esta associada com a susceptibilidade dos animais

infectados ao choque induzido por LPS ou por coinfec¢des bacteriana.

Durante a malaria humana:

>
>

A infeccao por P. vivax ou P. falciparum leva ativagdo da caspase-1.
Mondcitos séo a principal fonte de caspase-1 ativa no sangue periférico de
pacientes com malaria.

A infecgao por P. vivax induz a oligomerizagao de ASC, NLRP3, NLRP12, e
em menor extensdo também promove a oligomerizagao do receptor AIM2.
O NLRP3 e o NLRP12 levam a formagdo do inflamassoma de modo
dependente e independente de ASC, respectivamente.

Os agregados de NLRP3 e NLRP12 n&o se colocalizam no interior da

célula, sugerindo entdo que essas sao plataformas independentes
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7-Conclusoes
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Esse estudo mostra que de fato, a infecgao in vivo por Plasmodium culmina
na formagao do inflamassoma contendo principalmente NLRP3, NLRP12 e ASC,
e consequentemente na ativagdo da caspase-1. Esse fendbmeno culmina na
producao elevada de IL-1B durante episddios de coinfec¢des. Além disso, o papel
de IFN-y, TNF-a e a sinalizagao via TLR/MyD88, classicamente ja conhecida no
processo de instauragdo do estado hiper-responsivo do hospedeiro durante a
malaria, € pelo menos em parte mediada pela formagcdo do inflamassoma,
ativagédo da caspase-1 e finalmente liberagdo de IL-13. Contudo, em decorréncia
dos altos indices de casos de coinfecgdes entre o Plasmodium e bactérias Gram-
negativa, a ativagéo da caspase-1 durante a malaria deve ser considerada como
um fator que pode potencializar o grau de morbidade e a taxa de mortalidade dos

individuos residentes de areas endémicas.
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