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RESUMO.

Anualmente a infecgdo por Plasmodium causa a morte de aproximadamente
800.000 individuos em todo mundo. Anos de estudos relacionados a patogénese
da malaria culminaram para o seguinte consenso: a malaria € uma doencga
altamente inflamatéria sendo as manifestacdes clinicas relacionadas com a
producdo exagerada de mediadores pro-inflamatorios. Nesse trabalho foi
demonstrado a presenca de dimeros de ASC em amostras de PBMCs, além da
caspase-1 ativa em mondcitos de pacientes infectados por P.vivax, sendo esses
componentes constituintes dos inflamosomos, uma plataforma multiproteica de
grande potencial inflamatério. Além disso, foi observado a liberagdo de altos
niveis de IL-1 3 por PBMCs estimulados com LPS. Foi demonstrado também
que caspase-1 é ativada em macrofagos e em células dendriticas durante a
malaria murina, sendo esse fendmeno dependente dos receptores citosolicos
NLRP3 e NLRP12. Normalmente a infeccdo causada por P.chabaudi, um
modelo de malaria murina, é resolvida em quatro semanas. No entanto, quando
foi administrado baixas doses de LPS durante a fase aguda da doenga, niveis
elevados de IL-13 e TNFa foram secretados culminando na morte do
hospedeiro. Parte dessa susceptibilidade esta relacionada com alta producio de

IL-1 3, um vez que animais IL-1R nocautes s&o parcialmente resistentes a esse
choque. Ademais, foi demonstrado que MyD88, ASC, IFN-y e TNFR1
controlam esses eventos. Os resultados aqui descritos permitem concluir que a
plataforma conhecida como inflamosomo esta montada e pronta para gerar altos
niveis de IL-13 durante a malaria, se um indutor de pro-IL-1 3, como por

exemplo agonistas de TLRs estiverem disponiveis.

Palavras chave: inflamosomo, caspase-1, interleucina 1 beta e malaria
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ABSTRACT.

Malaria is a major cause of death worldwide infecting around half-billion people
annualy. Years of studies on malaria pathogenesis has funneled into consent:
malaria is a highly pro-inflammatory disease where clinical manifestations are
directly correlated with the induction of high levels of pro-inflammatory mediators.
Here we demonstrated a pre-formed ASC dimers and active caspase-1 in
monocytes from P.vivax infected patients. Furthermore was observed immediate
release of IL-18 by peripheral blood mononuclear cells stimulated with LPS.
Additionally we show a new feature of malaria pathogenesis with deleterious
consequences even for the non-lethal murine model, Plasmodium chabaudi. We
report that caspase 1 is persistently active in macrophages and dendritic cells
during acute murine malaria, being this phenomenon NLRP3 and NLRP12
inflammasome-dependent. Usually, P.chabaudi infection resolves at fourth week,
but challenging of acute infected mice with low doses of LPS resulted in alarming
levels of IL-13 and TNF a, culminating in septic shock-like sydrome and
ultimately death. Susceptibility of mice to low LPS doses was associated with a
high background of caspase 1 activation and release of IL-1 3. We have shown
that MyD88, ASC, IFN-y and TNFR1 signaling controls these events. Together,
our results show that the inflammasomes platform is fully assembled and ready
to generate high IL-1p levels if an inducer of pro-IL1f, such as TLR agonists, is

present during malaria infection.

Key words: inflammasomes, caspase-1, interleukin 1 beta and malaria
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1. INTRODUGAO.

A malaria é uma das doencas mais devastadoras do mundo, estando
presente na Africa subsaariana, sul da Asia e em algumas partes da América do
sul (Feachem et al. 2010). De acordo com o levantamento feito pela organizagdo
mundial de saude, essa doencga provoca a morte de aproximadamente 800.000
pessoas anualmente, além de causar uma enorme perda econdbmica (WHO
2010).

Ha varios anos, um grande esforco tem sido empregado em pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de vacinas que confiram prote¢cdo contra a
infeccdo por Plasmodium. Entretanto, visto a complexidade do ciclo de vida do
desse parasito e consequentemente da resposta imune a infeccéo, ainda nao ha
disponivel uma vacina eficaz (Casares e Richie 2009; Chilengi e Gitaka 2010).

Atualmente sdo os antimalaricos os grandes aliados dos profissionais da
saude no combate a malaria. Existem uma série de classes de drogas utilizadas
no tratamento, sendo o estagio intraeritrocitico o alvo de todas elas (Sullivan et
al. 1996). Embora o tratamento da malaria seja eficiente quando administrado
antimalaricos logo apos o surgimento dos primeiros sintomas, ainda existe um
risco consideravel devido a presencga de cepas resistentes (Hyde 2002; Le Bras
e Durand 2003).

Muito ja tem sido feito no intuito de compreender os mecanismos
associados a patogénese da malaria, 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 inflamatoria
exagerada (Schofield e Grau 2005; Erdman et al. 2008), a qual alguns
componentes da imunidade inata estdo associados (Franklin et al. 2007; Franklin
et al. 2009) (Parroche et al. 2007). Nesse contexto, desvendar a
imunopatogénese da malaria, bem como os mecanismos relacionados ao
disturbio inflamatoério observado durante a doenga, podem gerar uma fonte
valiosa de informagdes indicando por exemplo alvos terapéuticos (Franklin et al.
2011).

Uma plataforma multiproteica recentemente descrita por Martinon e

colaboradores em 2002 denominado inflamosomo tem sido envolvida em
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algumas desordens inflamatorias (Petrilli e Martinon 2007; Church et al. 2008;
Cassel e Sutterwala 2010). Recentemente foi demonstrado que a hemozoina,
um produto metabdlico do Plasmodium, tem a capacidade de promover a
formagao desse complexo de grande potencial inflamatoério (Dostert et al. 2009).
Intuitivamente surgiram algumas perguntas: a infeccdo por Plasmodium pode
levar a formacado do inflamosomo? Quais seriam as implicagdes da formacgao
dessa estrutura durante a malaria? Nesse trabalho sao apresentados resultados

obtidos por meio da investigag&o orientada por essas questdes.

1.1 Ciclo de vida do Plasmodium sp.

A fémea do mosquito do género Anopheles & a responsavel pela
transmissao das formas infectantes do Plasmodium ao hospedeiro vertebrado,
sendo essas conhecidas como esporozoitos (Figura 1). Essas formas sé&o
capazes de se movimentar e rapidamente acessarem a corrente sanguinea em
busca do figado, onde invadem os hepatdcitos. O estagio hepatico da doenca é
assintomatico e dura por volta de 6 dias. Nesse momento ocorre a multiplicagao
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
multiplicagdo 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
severa até a morte. Além disso, nessa fase também s&do gerados os gametocitos
masculino e feminino que irdo circular até serem ingeridos por um anofelino
fémea.

A reproducgao sexuada do Plasmodium so6 € possivel quando uma fémea
anofelina ingere os gametocitos durante o seu repasto sanguineo. No mosquito
ocorre a recombinagao génica gerando entdo novos esporozoitos duas semanas
depois da ingestdo dos gametocitos. No entanto, esse intervalo de tempo pode
sofrer variagdes por ser influenciado pela temperatura do ambiente externo. O

desenvolvimento do P.vivax pode ocorrer em temperaturas mais baixas do que a
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exigida pelo P.falciparum, explicando a preponderancia de infecgbes por P.vivax
em areas fora da regiao tropical.

Um conjunto de mais de 5000 genes permite que esse parasito peculiar
passe por metamorfoses dramaticas tornando possivel sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes e capacitando-o a 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 o seu
ciclo de vida que € extremamente complexo e ainda parcialmente compreendido.
(Aravind et al. 2003) (Haldar et al. 2007).
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Figura 1 — O ciclo de vida do Plasmodium, o agente causador da malaria.

Depois de ser inoculado na derme humana pelo Anopheles (i), uma forma alongada e mével do
Plasmodium conhecida como esporozoitos, consegue escapar dos anticorpos (ii) ganhando
entdo a corrente sanguinea. Posteriormente, essas formas circulam por entre macréfagos e
hepatdcitos iniciando entido o ciclo hepatico da infecgdo. Os parasitas presentes no interior dos
hepatécitos sdo susceptiveis a atividade citotdxica de células citoliticas (CTLs) (iii). Depois de
uma semana aproximadamente, os hepatdcitos infectados se rompem liberando merozoitos
envoltos por estruturas vesiculares conhecidas como merosossomos (iv). A liberacdo desses
merozoitos “escondidos” dentro dos merosossomos permite que essas formas escapem dos
anticorpos, culminando na infec¢do dos eritrécitos. Durante o estagio intraeritrocitico (v) os
parasitas s&o susceptiveis a opsonizagcdo por anticorpos e fagocitose por macréfagos. A
resposta mediada por citocinas tem sido relacionado tanto com a protegdo quanto com a
severidade da doenga durante esse estagio do ciclo de vida do Plasmodium. Anticorpos capazes
de bloquear a ligagéo de eritrocitos infectados por P.falciparum ao endotélio (vi) podem prevenir
a malaria cerebral e controlar a parasitemia. Anticorpos humanos especificos para gametécitos
(vii) podem ser ingeridos pelo mosquito durante o repasto sanguineo. Esses anticorpos aliados
as proteinas do complemento, podem bloquear a transmissao para o mosquito ao eliminar o
parasita. A resposta imune inata do mosquito também pode matar o parasita durante a fase de
tardia de esporogonia (viii). Caso isso ndo ocorra, 0 mosquito esta pronto para infectar um novo
individuo. (Greenwood et al. 2008).
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1.2 A malaria: aspectos epidemiolégicos e clinicos.

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 a espécie mais virulenta. P.vivax € a segunda espécie mais prevalente,
ambas coexistindo em uma vasta area do planeta (Gething et al. 2011). A
América Latina € uma das regiées mais afetadas pelo P.vivax com 70 a 80% da
sua populacdo residindo em areas de risco. Anualmente, cerca de 80 a 300
milhdes de pessoas séo infectadas por essa espécie em todo mundo. (Feachem
et al. 2010).

Estudos recentes tem reportado um elevado numero de casos de malaria
severa causada pela infecgdo por P.vivax sugerindo que a malaria vivax néo é
tdo branda quanto era admitido (Lacerda et al. 2008; Kochar et al. 2009; Sharma
e Khanduri 2009). Na Africa, o continente mais afetado pela malaria, a infecgéo
por P.vivax € limitada a poucos paises na sua porgao oriental, regido do
continente onde a populagdo apresenta uma alta prevaléncia de uma proteina
do grupo sanguineo conhecida como Duffy (Fy) (Miller et al. 1976; Langhi e
Bordin 2006). O P.vivax utiliza essa proteina como uma porta de entrada
garantindo assim a invasao dos eritrocitos (Chitnis 2001).

Nas ultimas seis décadas a malaria tem sido alvo de intensas campanhas
no intuito de erradicar a transmissao do parasito por meio do controle do vetor e
quimioterapia (WHO 2010). Embora tenha diminuido o numero de areas
propensas a transmissdo dessa doenca, o numero de casos aumentou
significativamente nesse periodo (Feachem et al. 2010). Desde que foi reportado
0 primeiro caso de P.vivax resistente a cloroquina em Papua Nova Guiné em
1989, varios relatérios tem mostrado que esse tipo de caso vem aumentado em
outras areas endémicas. Aléem disso, o surgimento de cepas resistentes a
primaquina, a unica droga disponivel até o momento capaz de impedir que
formas latentes alojadas no figado despertem causando o reaparecimento da
doenga, € algo que tem ocasionado preocupagdo na comunidade cientifica.
(Arias e Corredor 1989; Baird 2004; Tjitra et al. 2008) .

A malaria é conhecida pelo seu padrao ciclico de febre e calafrios, sendo
essa periodicidade relacionada com a fase intraeritrocitico do ciclo de vida do
Plasmodium onde ocorre a ruptura e consequentemente a invasido de novas

hemacias por formas conhecidas como merozoitos. Além de febre e calafrios, a
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malaria severa € acompanhada de hipoglicemia, anemia e perda de consciéncia
(Weatherall et al. 2002). Habitantes das areas endémicas gradualmente
adquirem “imunidade” a esse sintomas clinicos, mesmo estando parasitados
(Morahan et al. 2002; Boutlis et al. 2003). Por esse motivo, criangas africanas
com idade entre 6 meses a 5 anos compdem o grupo de alto risco com grande
possibilidade de progredir para malaria severa e morte. A malaria cerebral (CM),
observada durante a malaria severa, € a patologia mais bem estuda associada
a infeccdo por P.falciparum (Molyneux et al. 1989; WHO 2000). No entanto, é
importante notar que recentes estudos tem mostrado que a infecgao por P.vivax
também pode levar a manifestagdes clinicas como angustia respiratéria, anemia
severa, bem como manifestagdes neurolégicas como o coma (Bassat e Alonso ;
Anstey et al. 2009; Mueller et al. 2009).

1.3 “Tempestade de citocinas”, TLRs e a patogénese da malaria.

O termo tempestade de citocinas (citokine storm) foi empregado pela
primeira vez em 1994 por (Clark e Rockett 1994) que estdo entre os maiores
defensores da ideia de que a patologia da malaria esta intrinsicamente ligada
com a producao descontrolada de mediadores inflamatérios. A relagdo entre
esses mediadores e a malaria cerebral é extensivamente estudada e o TNFa
tem sido indicado como o grande vildo (Grau et al. 1989; Clark e Rockett 1994).

O TNFa induz a expressdo de moléculas de adeséo intercelular, ICAM-1,
no endotélio cerebral, sendo esse um suposto receptor para uma molécula do
parasita expressa na superficie de eritrécitos infectados, PfEMP1. Esse € um
fendbmeno chave associado ao sequestramento de hemacias infectadas (iRBCs)
durante a malaria cerebral (Newbold et al. 1999; Wassmer et al. 2003; Wassmer
et al. 2003; Schofield e Grau 2005; Clark 2007; Clark 2007; Clark 2009). Durante
a malaria humana sdo encontrados, no soro de pacientes, niveis elevados de
TNFa e também dos receptores 1 e 2 dessa citocina (TNFR1/2) (Gimenez et al.
2003; Hunt e Grau 2003).

Estudos genéticos mostraram que polimorfismos encontrados no gene de
TNFa estariam associados com alguns aspectos patolégicos da malaria. Assim,
enquanto alguns polimorfismos estariam relacionados com susceptibilidade a
malaria cerebral, outros causariam resisténcia a essa condicdo, mas

aumentariam a susceptibilidade a anemia severa (Knight et al. 1999; McGuire et
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al. 1999; Wattavidanage et al. 1999; Kwiatkowski 2000; Aidoo et al. 2001).
Recentemente estudos utilizando um inibidor transcricional de TNFa, o LMP-
420, capaz de inibir os efeitos de TNFa e também da linfotoxina-a (LTa),
demonstraram, em camundongos, um aumento da resisténcia a malaria cerebral
(Wassmer et al. 2005). Enfim, o TNFa parece ser um dos componentes de
grande relevancia para patologia da malaria

Outro mediador inflamatério que também tem sido associado com a
patogénese da malaria € o receptor do tipo 1 da citocina IFNy (IFNyR1).
Acredita-se que as células natural killer (NK) e células yd sejam a principal fonte
de IFNy durante a malaria (Hansen et al. 2003) (Hensmann e Kwiatkowski 2001;
Artavanis-Tsakonas e Riley 2002) e que essa citocina estaria intimamente ligada
com a producdo de TNFa (Clark e Cowden 1992; Hunt e Grau 2003). O
polimorfismo no receptor IFNyR1 foi relacionado com a resisténcia a malaria
cerebral em um estudo realizado com pacientes da Gambia (Koch et al. 2002).
Em camundongos a protegdo contra a malaria cerebral pode ser alcangada
quando utilizado animais deficientes em IFNy (IFNy”) ou IFNyR1 (IFNyR1-"),
além do tratamento com anti-IFNy (Yanez et al. 1996; Amani et al. 2000)

Além dessas citocinas, existem fortes evidéncias de que os receptores do
tipo Toll (TLRs) também estdo envolvidos na patogénese da malaria (Coban et
al. 2005; Coban et al. 2007; Franklin et al. 2007; Franklin et al. 2009; Franklin et
al. 2011). Agonistas de TLR2 e TLR9 foram encontrados em P.falciparum
(Krishnegowda et al. 2005; Parroche et al. 2007) e de modo curioso, 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 producdo de citocinas pro-inflamatérias. (Coban et al. 2005;
Coban et al. 2007; Franklin et al. 2007; Franklin et al. 2009). Em 2011 foi
demonstrado que o uso terapéutico de antagonistas de TLRs pode aumentar a
resisténcia de camundongos a malaria cerebral (Franklin et al. 2011).

Outro aspecto patologico associado ao disturbio inflamatério durante a

malaria € a anemia, a qual tem sido apontada como a principal causa de
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internacdes em hospitais da Africa. Além disso, esse estado é responsavel por
mais da metade dos casos de morbidade e mortalidade causado pela malaria
em criangas abaixo dos cinco anos de idade em regiées endémicas (Snow et al.
1999; Murphy e Breman 2001). A anemia observada durante a infecgdo por
Plasmodium pode ser classificada da seguinte maneira: (i) anemia n&o
complicada (hemoglobina < 110g/L, hematocrito < 30% e parasitemia periférica)
(i) anemia severa (hemoglobina < 50g/L, hematdcrito < 15% e parasitemia
periférica). Recentemente foi demonstrado que a anemia severa observada em
criangas infectadas por P.vivax tem a resposta imune como principal fator,
devido ao efeito inibitério da eritropoiese causado pela citocinas pro-

inflamatorias como IFNy e TNFa (Rodriguez-Morales et al. 2006; Ru et al. 2009)
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1.4 Receptores do tipo NOD (NLRs) e a formagao dos inflamosomos.

A mineragcdo genémica em busca de genes conservados evolutivamente,
trouxe a tona 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 um subgrupo de doengas. (Ausubel 2005). Entre os
animais, os NLRs foram encontrados em uma diversidade de espécies, desde
ourigo-do-mar ao ser humano (Ting e Davis 2005). Esses receptores séo
capazes de reconhecer padrbes moleculares associados a patoégenos (PAMPs)
e padrdées moleculares associados a danos (DAMPs), sendo compostos
geralmente por trés dominios descritos assim: (i) dominio “pyrin” (PYD) contido
na porgdo N terminal responsavel por interagir coma a molécula adaptadora
ASC (ii) dominio ligador de nucleotideo (NACHT) presente na porgdo central,
responsavel pela atividade de dNTPase e oligomerizag&o (iii) € no C terminal
esta presente uma série de regides ricas em leucina LRRs, as quais acredita-se
estar relacionada com o reconhecimento dos PAMPs e DAMPs bem como a
autoregulacdo dos NLRs (Ting e Davis 2005; Schroder e Tschopp 2010).

Os NLRs também fazem parte de uma plataforma proteica de grande
potencial inflamatorio presente no citosol denominada inflamosomo (Martinon et
al. 2002; Martinon et al. 2007). A ativagdo de caspase-1, uma cisteina protease,
€ regulada por essas estruturas multiméricas formadas quando cada
componente, receptor NLR, molécula adaptadora ASC e pro-caspase-1, sdo
super expressos no citosol (Martinon et al. 2002).

ASC é uma molécula adaptadora de 22kd que apresenta um dominio
PYD no N terminal, capaz de interagir com o dominio de PYD do NLR. No C
terminal, ASC apresenta um dominio CARD, pelo qual promove o recrutamento
de pro-caspase-1 também por meio de uma interagdo homotipica do tipo CARD-
CARD.(Masumoto et al. 1999; Srinivasula et al. 2002). A delecdo de ASC em
camundongos revelou que essa molécula é essencial para ativagdo de caspase-
1 e consequentemente para geragao de IL-1p em sua forma madura. Esses
achados sugerem que ASC seja um componente efetor chave da via de ativagéo
de caspase-1(Mariathasan et al. 2004; Mariathasan et al. 2005; Kanneganti et al.
2006; Mariathasan et al. 2006; Martinon et al. 2006; Sutterwala et al. 2006).
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Alguns NLRs tem a capacidade de levar a formagédo de inflamosomo 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
adaptadora ASC, levam a ativagdo de caspase-1 e o processamento de IL-1p.
Entretanto, somente alguns “NLRs-inflamosomo” tém sido bem caracterizado
como por exemplo, NLRP1, NLRC4 e NLRP3 sendo esse ultimo o mais
estudado (Grenier et al. 2002; Martinon et al. 2002; Srinivasula et al. 2002;
Agostini et al. 2004).

O receptor NLPR3 é constitutivamente expresso em células da linhagem
mieldide e tem a sua expressdo aumentada em resposta a estimulos
provenientes de PAMPs (O'Connor et al. 2003). Uma outra caracteristica desse
receptor € incapacidade de recrutar a pro-caspase-1 sem o auxilio de ASC, por
ter ndo possuir o dominio CARD (Yu et al. 2006).

Dentre os ativadores de NLRP3-inflamosomo pode ser citado o ATP, o
monosodio de urato (MSU), o pirofosfato de calcio dihidratado (CPPD), cristais
de colesterol, polimeros de p-amiloide e possivelmente a glicose (Rock et al.
2010). Atualmente alguns autores admitem que NLRP3 é capaz de detectar
alteracbes na concentracdo de componentes intracelulares por um mecanismo
ainda 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 enddgenas presentes em locais indevidos. Um exemplo descrito
desse mecanismo ocorre quando componentes ndo constitutivos do citosol sdo
detectados no interior da célula, como é o caso de cristais de colesterol e f-
amiloide (lyer et al. 2009).

Além da inflamagéao estéril, NLRP3-inflamosomo pode ser observado
durante a infecg&o por bactérias intracelulares como Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus (Cervantes et al. 2008; Monack 2008; Kim et al. 2010).
Compostos antivirais como R837, R847, RNA bacteriano bem como RNA viral,
também sao capazes de promover a ativacdo de caspase-1 utilizando NLRP3
como receptor na formagao do inflamosomo.(Kanneganti et al. 2006; Kanneganti
et al. 20006).
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Ainda ha muito a ser desvendado no que se refere aos mecanismos
associados a formagao dos inflamosomos. Atualmente existem 3 modelos
propostos para explicar a formagédo do NLRP3-inflamosomo muito bem revisado
por Kate Schroder e Jurg Tschopp (Schroder e Tschopp 2010) (Figura 2).

O primeiro mecanismo proposto coloca a presenca de ATP no meio
extracelular como um ponto chave. O ATP extracelular tem a capacidade de
estimular o receptor purinérgico P2X7 promovendo o efluxo de potassio (K), o
que por consequéncia leva ao recrutamento de panexina-1 e formacao de poro
na membrana (Kahlenberg e Dubyak 2004). Esse poro formado na membrana
seria o responsavel pela entrada de agonistas do receptor NLRP3 que até entédo
estaria inacessivel no meio extracelular (Kanneganti et al. 2007). Além disso,
eletrdlitos como sédio e potassio tem sido relacionado com a intensa repulsdo
intermolecular entre mon6meros de proteinas em concentragdes fisiologicas,
uma vez que esses mondmeros estao aprisionados em “jaulas” de agua devido
ao efeito hidrofobo (Petsev et al. 2000). Desse modo, a diminuicdo da
concentragdo de potassio pode entdo favorecer a formagédo de oligbmeros de
NALP3 e ASC. De fato, células cultivadas na presenca de concentracbes
elevadas de KCL ndo sao capazes de ativar caspase-1 tampouco liberar IL-1p
(Franchi et al. 2007). Talvez a influéncia de K na repulsdo intermolecular, seja
uma explicagao possivel para a formagao do NLRP3-inflamosomo, uma vez que
recentemente foi demonstrado que macrofagos derivados de animais deficientes
em panexina-1 ndo apresentam falha na ativagdo de caspase-1.(Qu et al. 2011).

O segundo modelo esta relacionado com ativadores de NLRP3-
inflamosomo que formam cristais ou estruturas particuladas como por exemplo
MSU, silica, asbestos, p-amiloide e alum, onde a ingestdo desses “agonistas”
por fagocitos, pode levar ao dano lisossomal resultando na liberagdo de
componentes presentes nesse compartimento para o citosol. Haveria alguma
molécula, até entdo aprisionada no lisossomo, capaz de despertar o receptor
NLRP3?. Catepsina B, uma protease presente no lisossomo, foi indicada como
um possivel ligante direto de NLRP3 capaz de levar a formagéo de inflamosomo
(Halle et al. 2008; Hornung et al. 2008). No entanto macrofagos deficientes em
catepsina B sdo plenamente capazes de ativar caspase-1 e maturar IL-1 em

resposta a estruturas particuladas ou cristais (Dostert et al. 2008).
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O terceiro modelo leva em consideracdo um componente microbicida
altamente conservado evolutivamente, conhecido como espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Bolwell 1999). Todas as moléculas capazes de promover
formacédo do NLRP3-inflamosomo também levam a produg¢ao de ROS. Por outro
lado, se ROS ¢é bloqueado por inibidores quimicos, a ativagao de caspase-1 é
suprimida. Teria ROS alguma influéncia na ativaggo de NLRP3 e
consequentemente na montagem do inflamosomo? (Cruz et al. 2007; Petrilli et
al. 2007; Cassel et al. 2008; Dostert et al. 2008; Gross et al. 2009; Shio et al.
2009). A fonte de ROS nesse modelo ainda nao foi bem definida, no entanto a
supressdo de uma subunidade comum (p22) a NADPH oxidases tem implicado
na inibicdo da ativagdo do inflamosomo (Dostert et al. 2008). Apesar da forte
evidéncia de que a produgdo de ROS seja uma pega chave desse quebra
cabecga, ainda ha uma série de aspectos que precisam de resolucdo. Por
exemplo, alguns agentes indutores de ROS como citocinas, s&o incapazes
sozinhas de engatilhar a formagao dos inflamasomos. (Bauernfeind et al. 2009)

Acredita-se que o dominio LRR do NLRP3 possui um importante papel na
atividade de autoinibigdo desse receptor de modo semelhante ao NLRC4 (Poyet
et al. 2001). Essa inibicdo parece estar relacionada com a presenga das
proteinas chaperones SGT1 HSP90 ligadas ao dominio LRR, evento o qual
torna o receptor NLRP3 inativo, porém pronto para responder quando
requisitado (Mayor et al. 2007). Apds a ativagdo do NLRP3, como proposto nos
trés modelo acima citados, esses receptores se oligomerizam levando ao
agrupamento dos dominios PYD os quais entdo tornam-se disponiveis para uma
interagdo homotipica com o dominio PYD da molécula adaptadora ASC, a qual
utiliza o seu dominio CARD para recrutar a pro-caspase-1. A montagem dessa
estrutura posiciona a pro-caspase-1 em um orientacdo 6tima para que ocorra
uma autoclivagem. A caspase-1 ativa vista sob a forma de tetrédmero p10/p20
agora pode clivar os seus substratos, por exemplo IL-1f, que é ent&o liberada
em sua forma madura por um caminho ainda desconhecido (Schroder e
Tschopp 2010).
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Figura 2 - Os trés principais modelos propostos para explicar a formagdao do NLRP3-
inflamosomo.

(1) O ATP extracelular promove a formagado de poro na membrana de modo dependente do
receptor P2X7 e do hemi-canal Panexina-1, permitindo a entrada no citosol de agonista diretos
de 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 pode entédo estar relacionadas com a ativacdo de NLRP3. (3) Todos os DAMPs e
PAMPs incluindo ATP e ativadores cristalinos/particulados sdo capazes de gerar espécies
reativas de oxigénio (ROS). Um via dependente de ROS pode levar a ativagdo de caspase-1 de
modo dependente de NLRP3 (Schroder e Tschopp 2010).
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1.5 Capase-1 ativa, disturbios inflamatérios e a malaria.

Mais de 70 mutagdes no gene NLPR3 foram identificadas, sendo essas
relacionadas com as conhecidas “cryopyrinopatias” ou sindromes da febre
periodica associado a “cryopyrin” (CAPS) (Hoffman e Wanderer 2010; Hoffman e
Brydges 2011). PBMCs de pacientes que sofrem de CAPS secretam uma
quantidade muito maior de IL-1p espontaneamente ou apds dado um estimulo
ativador de NLRP3 (Willingham et al. 2007). Os sintomas caracteristicos
observados em pacientes com algum tipo de CAPS como a recorrente urticaria,
artralgia, perda auditiva, conjuntivite e febre s&o praticamente eliminados com
tratamento utilizando Anakinra, um antagonista de IL-1R, ou outra estratégia que
possa impedir a sinalizagdo de IL-1p (Muckle e Wellsm 1962; Stych e
Dobrovolny 2008; Montealegre Sanchez e Hashkes 2009) (Masters et al. 2009).
Isso porque essas mutacdes sdo observadas em maior frequéncia no dominio
relacionado com a regulacdo da montagem dos inflamosomos, NACHT, e em
uma pequena porcentagem na por¢ao LRR. Uma mutacdo nesse dominio
proporciona a desregulagdo da montagem dessas estruturas podendo levar a
um aumento dessas plataformas no citosol (Duncan et al. 2007).

Animais contendo algumas mutagdes no NLPR3 foram desenvolvidos no
intuito de disponibilizar modelos para o estudo de CAPS. O fenétipo comum
entre todas as cepas desenvolvidas foi 0 aparecimento de eritema e abscesso
marcado por uma intensa atividade inflamatoria. Os niveis de IL-1p, TNF-a bem
como a producdo de IL-17, mostraram-se elevados nos sitios de inflamacao.
Apés o tratamento desses animais com drogas que levaram a inibicdo da
sinalizagdo de IL-1p, assim como o acréscimo de outra manipulagdo genética
eliminando o receptor IL-1R, mostraram um papel parcial de IL-1p3 na progresséo
da doenca (Brydges et al. 2009; Meng et al. 2009).

A hiperuricemia cronica e consequentente a deposigao de cristais de MSU
nas articulagdes, caracteristicas da doenga gota, induzem uma potente resposta
inflamatoria caracterizada pelos niveis elevados de IL-18, TNF-a e IL-18
(Martinon 2010; Martinon 2010). Foi observado que a inje¢ao de cristais de MSU
no peritbnio de camundongos induz uma forte inflamacé&o de modo dependente

de neutrdfilo, NLRP3 e IL-1R (Martinon 2010). Além disso, ensaios clinicos
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utilizando um antagonista de IL-1R em pacientes sofrendo de gota aguda levou
a uma significativa melhora dos sintomas.(So et al. 2007).

Agregados insoluveis de p-amiloide estdo associados com doencgas
neurodegenerativas como por exemplo a doenca de Alzheimer (Hardy e Allsop
1991; Mudher e Lovestone 2002). 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 macréfagos residentes de
modo dependente de NLRP3 (Halle et al. 2008).

Um outro exemplo de indutor de inflamagdo estéril sdo os cristais de
colesterol, funcionando como DAMPs quando capturados por macrofagos.
Recentes estudos tém mostrado que a deposicdo de cristais de colesterol
coincide com a infiltragcdo de macréfagos para o interior da placa aterosclerética.
Ademais, a producédo de IL-18 por macrofagos em resposta a cristais de
colesterol ocorre de maneira dependente de NLRP3 (Duewell et al. 2010).

Estruturas cristalinas ou particuladas provenientes de fontes exdgenas
também sdo capazes de promover inflamagao estéril de modo dependente de
NLRP3. Isso tem sido observado, por exemplo, na exposicdo ocupacional a
asbesto e silica que sao responsaveis pela inducao da inflamagao nos pulmdes,
podendo levar a doencas crbnicas e debilitantes. Essas particulas sao
fagocitadas por macréfagos desencadeando a secregdo de quantidades
alarmantes de IL-1p proveniente da ativagdo de caspase-1, em um fenbmeno
que possui o receptor NLRP3 com um ponto chave. Corroborando com esses
dados foi observado que animais deficientes em NLRP3 (NLRP3™) sao menos
susceptiveis a lesdo pulmonar induzida por silica e asbestos, diminuindo a
infiltracdo neutrofilica e a produgéo de citocinas (Cassel et al. 2008; Dostert e
Petrilli 2008; Dostert et al. 2008; Hornung et al. 2008)..

A hemozoina e um cristal presente no ciclo da malaria, gerado pelo
metabolismo do Plasmodium spp. como uma forma de eliminar os toxicos
grupamentos heme liberados em decorréncia da digestdo da hemoglobina pelo
parasito (Sherman et al. 1968; Egan 2008). Dostert e colaboradores mostraram
que essa estrutura poderia providenciar sinais de perigo levando a ativacéo de
caspase-1 de modo dependente de NLRP3. Foi demonstrado que a fagocitose,
a produgao de ROS e o efluxo de K s&o fatores limitantes para ativagédo de
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caspase-1 por hemozoina (Dostert et al. 2009; Shio et al. 2009). No entanto,
ainda ndo ha nenhuma evidéncia de que a infecgao por Plasmodium spp. in vivo

possa levar a formagao do inflamosomo.
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2. OBJETIVOS.

2.1 Objetivo geral.

Investigar a formagdo do inflamosomo durante a infecgdo por
Plasmodium.

2.2 Objetivos especificos.

Verificar se a infecg&o por P.vivax e P.chabaudi pode levar a ativagao de
caspase-1.

Identificar possiveis receptores citosélicos envolvidos na ativacdo de
caspase-1 durante a malaria murina.

Investigar alguns mecanismos relacionados com a ativagéo de caspase-1
e a secregao de IL-1p durante a malaria murina.

Avaliar possiveis implicagdes da ativagcao de caspase-1 e secrecgao de IL-

1B na patogénese da malaria durante a infecgéo por P.chabaudi.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1 Reagentes.

A ndo ser que seja declarado ao contrario, todos os reagentes foram adquirido
junto a SIGMA. Todos os anticorpos utilizados em ensaios de citometria de fluxo,
além do 7AAD e Pl sdo provenientes da Ebioscience. O kit de deteccdo de
Caspase-1 (FLICA™ CASPASE-1 kit) foi adquirido junto a ImmunoChemistry
Technologies, LLC. Os anticorpos primarios caspase-1 (p10) humano, ASC e
actina foram obtidos junto a Santa Cruz Biotechnology. O anti-caspase-1 (p20)
foi uma doagdo da Genentech. Todos os anticorpos secundarios utilizados séo
provenientes da empresa KPL. Ficoll-Paque Plus foi obtido junto a GE
Healthcare e o “crosslinker” disuccinimidil suberato, Pierce (DSS) junto a Fisher
Scientific. O inibidor de protease livre de EDTA ¢é disponibilizado pela Roche, e
os meios de cultura RPMI e DMEM pela Gibco. Os kits de ELISA sao
provenientes da R&D Systems e o Cytometric Bead Array (CBA) da BD
Bioscience.

3.2 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 P.vivax foram atendidos
na clinica de malaria, sendo essa parte do Centro de Pesquisas em Medicina
Tropical de Porto Velho, Brasil. Essa é uma regido endémica de malaria
pertencente a bacia amazobnica. A constatacdo da infecgdo por P.vivax foi
definida por meio da avaliagdo microscopica convencional utilizando laminas de
gota espessa. Essa avaliagao foi feita por microscopistas com experiéncia em
diagnosticos de malaria em area endémica. Os pacientes que apresentaram no
minimo 100 formas de P.vivax por gota espessa foram convidados a participar
do estudo. Imediatamente apos a confirmagdo da infeccdo por P.vivax, o
sangue era coletado para obtengcdo de células mononucleares do sangue
periférico. Apos a avaliagdo médica, os pacientes recebiam os medicamentos
cloroquina e primaquina iniciando o tratamento de 15 dias. Entre 30-40 dias
apods o inicio do tratamento os pacientes retornavam para verificagdo de cura

parasitologica, avaliada por microscopia. Imediatamente apds essa confirmagao
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0 sangue desses pacientes eram coletados e utilizados como controle.
Individuos saudaveis residentes de Porto Velho foram incluidos como controles

adicionais.

3.3 Modelo murino de malaria e animais.

Um modelo nado letal de malaria foi utilizado em todo estudo envolvendo
camundongos. A cepa Plasmodium chabaudi chabaudi AS € mantida congelada
em nitrogénio liquido. Esse parasitas foram mantidos viaveis por passagens de
semanais. Apds 12 passagens consecutivas uma nova aliquota era
descongelada. Os animais utilizados nos experimentos foram infectados por via
intraperitoneal com 10° hemacias parasitadas (Stevenson et al. 1990). Os
animais C57BL/6 bem como IFNy™™ TNFR1™" 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 Laboratorios Jackson (Maine-USA). A
idade desses animais sempre estava em torno de 8-12 semanas. Todos os
animais foram acondicionados sob condi¢des 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. Numero
do protocolo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (38/10-3).

3.4 Obtencao e estimulagao de PBMCs.

Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes foram
obtidas por meio de separagao por densidade utilizando Ficoll-Paque Plus de
acordo com as recomendacgdes do fabricante (GE Healthycare). A células foram
acondicionadas em placas de cultura de 96 pocos sendo a densidade de 2 x10°
células/pogo em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 10 1 g de
ciprofloxaxina (Cellofarm) para cada ml. O sobrenadante da cultura foi coletado
para dosagem citocinas 24 horas apds o estimulo, como indicado na figura.
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3.5 Avaliacao da ativagao de caspase-1 por citometria de fluxo.

PBMCs de pacientes foram marcados com as seguintes combinagdes 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
combinagdes de anticorpos: Macréfagos (CD11b/F480), células dendriticas
(CD11C/MHC-II) linfocitos T (CD4") e (CD8"), linfocitos B (B220") e células NK
(NKG2d"). Todas as amostras também foram marcadas com o reagente FLICA
para avaliar a presenca da caspase-1 ativa. A aquisicdo dos 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 contaminagcado de PMN.

3.6 Preparacao do lisado celular.

O bacgo de animais infectados foram assepticamente removidos e macerados
mecanicamente passando por uma malha de nylon, nos dias de infec¢ao
indicados nas figuras. Apds a lise das hemacias, as células totais foram
ressuspendidas em 1 ml de RPMI com 1% de gentamicina (Schering Plough)
sendo feita a quantificacdo utilizando uma camara 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. Apdés 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 (Rouse et al. 1994). A quantidade de proteina total foi quantificada pelo

meétodo de Bradford seguindo as orientagdes do fabricante.

3.7 Eletroforese e Western blotting.

As proteinas presentes nos lisados celulares foram separadas em gel de 15% 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 po

desnatado e 0.1% de Tween 20. Essas membranas foram lavadas 3 vezes com
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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 pd 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 orientacdes do fabricante (Amersham Pharmacia Biotech).

3.8 Avaliacao do estado oligomérico de ASC em PBMCs de pacientes.

Os PBMCs isolados de pacientes foram ressuspendidos em 250ul de uma
solugao hipoténica (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 no
homogeneizador Kontes (22mm). Posteriormente essas amostras foram
submetidas a um “spin” e, apods coletado o sobrenadante, adicionou-se 0 mesmo
volume da solucdo hipotbnica nesses sobrenadantes que entdo foram
centrifugados durante 8 minutos a 10.000g. Os “pellets” foram ressuspendidos
em 500ul de solugdo CHAPs buffer (20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 5 mM MgCl,,
0.5 mM EGTA, e 0.1% CHAPs, 0.1 mM PMSF, mais inibidor de protease da
Roche) e. novamente centrifugados. Esse processo foi repetido por duas vezes.
Finalmente os “pellets” foram ressuspendidos em 200ul de CHAPs buffer onde
foi adicionado 4ul do “crossllinker” DSS a 100mM, chegando na concentragao
final de 2mM. As amostras foram entdo incubadas por 30 minutos protegidas da
luz. A reacao foi parada quando adicionado 20ul de tamp&o de amostra 6x. Os

oligbmeros de ASC foram resolvidos em gel de acrilamida 12% em SDS-PAGE.

3.9 Dosagem de citocinas.
Todas as citocinas foram dosadas utilizando kits comerciais de ELISA (R&D
Systems), e CBA (BD Bioscience) como indicado em cada figura seguindo

exatamente as recomendacdes do fabricante.
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4. RESULTADOS.

4.1 Oligomerizacdao de ASC e a ativagcdo de caspase-1 sao eventos
observados durante a infecgao por P. vivax.

Em 2009, Dostert e colaboradores demonstraram que a hemozoina teria a
capacidade de promover a formagao do inflamosomo utilizando NLRP3 como
receptor (Dostert et al. 2009). No entanto, ainda n&o havia sido demonstrado
que esse fendmeno pudesse ocorrer durante a malaria. No intuito de verificar se
a infeccao por Plasmodium poderia levar a ativacdo de caspase-1, foi utilizado
lisado de PBMC de pacientes infectados por P.vivax em ensaios de Western
blot. Amostras provenientes desses lisados apresentaram a subunidade ativa
(p10) dessa protease (Figura. 3a).

Durante a formagéo do inflamosomo alguns receptores citosolicos como
NLRP3 utilizam a molécula adaptadora ASC para recrutar a pro-caspase-1,
enquanto outros, por exemplo NLRC4, tem a capacidade de fazer esse
recrutamento ligando diretamente no dominio CARD (Schroder e Tschopp
2010). Visto isso, a presenca de multimeros de ASC pode ser um indicativo da
formagdo de inflamosomo, dependente dessa molécula, ou do piroptosomo
(Fernandes-Alnemri et al. 2007). Utilizando um protocolo de “crosslink” foi
possivel constatar que a infecgdo por P.vivax leva a oligomerizagdo de ASC
podendo ser observado a presenga de dimeros, trimeros e tetrameros dessa
molécula (Figura. 3b).

Um dos produtos gerados pela caspase-1 ativa € a IL-18, uma citocina
proinflamatéria produzida por macrofagos e monocitos ativados. Sendo um
pirbgeno endogeno, IL-1p esta envolvida em inflamag¢des cronicas e agudas
possuindo um papel crucial em respostas febris (Dinarello 1998; Dinarello et al.
1999). Quando avaliado os niveis de IL-18 no sobrenadante de PBMCs de
pacientes infectados por P.vivax e estimulados com LPS, um potente indutor de
pro-IL-1B, pbde-se observar niveis elevados dessa molécula em sua forma

madura (Figura. 3C).
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4.2 Mondcitos inflamatérios (CD14'°“CD16*) e mondcitos classicos
(CD14°CD16°) sdao a fonte de caspase 1 ativa durante a infecgdo por
P.vivax.

Mondcitos presentes no sangue periférico sao células fagociticas
derivadas da medula 6ssea envolvidas na resposta imune inata a uma gama de
microorganismos como bactérias, fungos, protozoarios e também a infecg¢ao viral
(Gupta et al. 2001; Stroher et al. 2001; Serbina et al. 2008; Serbina et al. 2009).
No entanto, a nossa compreensdo a respeito do espectro funcional dos
monocitos e de suas subpopulagdes ainda € incompleta. Varios trabalhos tem
revelado uma heterogeneidade dentro da populacdo de mondcitos, sendo bem
definido duas subpopulagdes distintas.(Geissmann et al. 2003; Auffray et al.
2007; Geissmann et al. 2008; Auffray et al. 2009; Cros et al. 2010; Geissmann et
al. 2010). Curiosamente, observamos o aumento de uma dessas subpopulag¢des
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 apos o inicio do tratamento contra o P.vivax, essa subpopulagao
de mondcitos praticamente desaparece e assim, o perfil desses pacientes,
passa a ser semelhante ao encontrado em individuos saudaveis (Figura 3d,3f).
E interessante notar que tal subpopulagdo celular foi descrita como sendo a
principal fonte de IL-1 e TNF-a em resposta a LPS (Belge et al. 2002).

Mondcitos classicos definidos por apresentarem CD14 na superficie e
perfil negativos para CD16 (CD14"CD16°) também foram observados em maior
quantidade no sangue de pacientes antes do tratamento (Figura 3d,3f). Dentre
as subpopulagdes avaliadas nos PBMCs somente os mondcitos classicos
(CD14°CD167) e os também conhecidos como mondcitos patrulhadores
(CD14"°“CD16") (Cros et al. 2010), apresentaram a caspase-1 ativa (Figura 3e).
E importante ressaltar que a ativacdo da caspase-1 ocorreu de modo diferencial
apenas nos mondcitos inflamatérios (CD14'°YCD16%) ao comparar os pacientes

antes e apos o tratamento (Figura 3e,3f).
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Figura 3 Ativacao de caspase-1 e secre¢ao de IL-1p durante a infecg¢ao por P.vivax.

(a) A subunidade (p10) da caspase-1 ativa foi encontrada em lisado de células mononucleares
do sangue periférico (PBMCs) de pacientes infectados por P.vivax. (b) Dimeros e oligbmeros de
ASC foram encontrados em PBMCs submetidos a um protocolo de “crosslink” utilizando
disuccinimidil suberato (DSS). Também foi utilizado um controle positivo, PBMCs de doadores
saudaveis estimulados com LPS (100ng/ml) durante 3 horas e Nigericina (10 x M) durante
50min. Anti-actina foi utilizado como normalizador. (c) (PBMCs) obtidos de individuos infectados
por P. vivax antes e 30-40 dias apds o tratamento. Os niveis de IL-1 3 foram avaliados em
sobrenadante de PBMCs estimuladas com LPS (100ng/ml) durante 24 horas por meio de
citometria de fluxo (kit inflamatério CBA) (d) A superficie dos PBMCs foram marcadas utilizando
anticorpos CD14 e CD16 para determinar o perfil de mondcitos, sendo encontrado (CD14" CD16"
)e (CD14'°‘”CD16+). (e) Um inibidor de caspase-1 ativa acoplado a carboxifluoresceina ([FAM-
YVAD-FMK] reagente FLICA) foi utilizado para avaliar a presenga de caspase-1 ativa em
mondacitos por citometria de fluxo.(f) Mediana da intensidade de fluorescéncia de caspase-1 ativa
e média do numero de células expressando caspase-1 ativa (5 pacientes infectados por P.vivax
antes e apds o tratamento e 8 pacientes saudaveis). As diferengas estatisticas sao indicadas por
(**) com o p-value variando de (0.0025-0.0055). Esses valores foram obtidos por meio do (t test)
pareado ou Mann-Whitney quando o teste de normalidade falhava.
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4.3 Macroéfagos e células dendriticas presentes no bago de camundongos,
apresentam caspase-1 ativa de modo dependente de ASC durante a
infec¢ao por P.chabaudi.

Visto que a infecgdo por P.vivax foi capaz de promover a ativagado de
caspase-1 em humanos, foi avaliado se o0 mesmo poderia ocorrer durante a
infeccdo por um modelo murino, P.chabaudi. Inicialmente foi observado por meio
de citometria de fluxo a presenca dessa protease em células do bago de animais
selvagens, a qual mostrou-se ausente tanto em animais deficientes para a
molécula adaptadora ASC quanto em células de animais n&o infectados (Figura
4a). O mesmo resultado foi comprovado por “Western blot” (Figura 4b). Esse
dado foi de encontro a observagéo feita em humanos, demonstrado na Figura
3b, em que pbde-se verificar a presengca de ASC oligomerizado, indicando a
dependéncia dessa molécula para a formacédo de inflamosomo e ativagao de
caspase-1 durante a malaria.

Até o momento ainda ndo havia sido determinado se existiria alguma
populacao especifica presente no bago na qual a caspase-1 pudesse ser ativada
durante a malaria murina. Visando investigar tal aspecto, foram utilizados
marcadores para linfocitos T e B, células NK, macréfagos e células dendriticas,
juntamente com o inibidor de caspase-1 fluorescente em ensaios de citometria
de fluxo. Foi possivel observar que durante a infeccdo por P. chabaudi a
caspase-1 é ativada somente em macrofagos (CD11b*/F4807) e em células
dendriticas (CD11c*/MHC-II") (Figura 4c), ndo havendo diferenga nas demais
populagdes avaliadas quando comparado animais selvagens infectados ou nao
(Figura 4d).

Curiosamente ndo foi observado um aumento significativo de IL-1p
circulante no soro de animais C57BL/6 infectados, quando comparado com os
niveis vistos no soro dos animais deficientes para ASC (ASC™) e Caspase-1
(Casp-17). No entanto, quando foi inoculado baixos niveis de LPS (10ug) em
animais selvagens infectados, pOde-se observar niveis alarmantes de IL-1f
circulante nove horas apds a esse desafio. Por outro lado, animais deficientes
em componentes do inflamosomo como ASC e Casp-1 e animais selvagens nao
infectados apresentaram baixos niveis dessa citocina, mesmo apoés o inéculo de
LPS (Figura 4e).
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Figura 4 - Caspase-1 é ativada durante a mfecgao por P.chabaudi.

(a) Camundongos C57BL/6, ASC” e Casp1 foram infectados via i.p. com 10° hemaécias
parasitadas (iRBCs) por P.chabaudi. Sete dias apds a infecgdo células do bago desse animais
foram marcadas com o reagente FLICA no intuito de avaliar a presenga da caspase-1 ativa (b)
ou lisadas gerando amostras utilizadas em ensaios de Western blot. Esses resultados s&o
representativos de 2 ensaios diferentes, com resultados similares, onde foram utilizados 3
animais por grupo. (c-d) Células do baco de animais infectados foram marcadas no intuito de
identificar macréfagos (CD11b_F4/80), células dendriticas (CD11c_MHC-II), linfécitos T (CD8")
ou (CD4%), células NK (NKG2d") linfécitos B (B220") . Essas células também foram marcadas
com o reagente FLICA no intuito de identificar a presencga de caspase-1 ativa. Os resultados séo
representativos de 3 experimentos independentes nos quais foram utilizados 3 animais por grupo
(e) Animais infectados por P.chabaudi receberam um inéculo de 10ug de LPS no 7° dia apdés a
infeccdo. Nove horas apds a esse indculo, o soro desse animais foram coletados para a
dosagem de IL-1p. Esses resultados sdo a média de 15 animais provenientes de 3 experimentos
independentes. As diferengas significativas sdo indicadas por (*** p-value=0.0008) e (** p-
value=0.0023) obtido pelo Mann-Whitney test.
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4.4 A ativacao de caspase-1 durante a infecg¢ao por P.chabaudi depende de
MyD88.

A atividade do inflamosomo bem como a disponibilidade da pro-IL-1p sédo
altamente influenciados pela integragdo das vias de sinalizagcdo pro-
inflamatorias, como aquelas dirigidas por TLRs (Lamkanfi 2011). Normalmente,
quando se estuda a ativagédo do inflamosomo, principalmente in vitro, é utilizado
o artificio de “priming” obtido a partir do estimulo com agonistas de TLRs, como
o LPS, ou citocinas pro-inflamatorias, como TNFa (Schroder e Tschopp 2010).
Embora a fungdo primaria do “priming” seja garantir a disponibilidade de pro-IL-
1B, existem evidéncias de que esse efeito pode potenciar a atividade dos
inflamosomos que utilizam NLRP3 como receptor. por meio da translocagao de
NF-xB, fator de transcricdo o qual controla a expressao desse componente do
inflamosomo (Bauernfeind et al. 2009). Além disso, um segundo sinal &
requerido para que ocorra a oligomerizagdo desse receptor com os demais
componentes do inflamosomo, 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 formag&o dos
inflamosomos.

A sinalizagdo via Myd88 requerida por todos os TLRs, com exceg¢ao do
TLRS3, culmina com a translocagdo de NF-xB para o nucleo (Medzhitov et al.
1998). Sendo assim, foi avaliado se a perda dessa via poderia influenciar de
alguma maneira na ativagao de caspase-1 durante a malaria murina. Na Figura
5a pode-se verificar a auséncia dessa protease em sua forma ativa e niveis
reduzidos de sua forma inativa em amostras provenientes do lisado dos
esplendcitos de animais deficientes para MyD88 (MyD88"). Esses animais
também deixaram de apresentar caspase-1 ativa em macrofagos e em células
dendriticas durante a infeccéo por P.chabaudi (Figura 5b).

Finalmente, animais (MyD88") apresentaram baixos niveis de IL-1p e
também de TNF-a circulante no soro quando comparados com o0s niveis
produzidos pelos animais selvagens nove horas ap6s o in6culo de baixas doses
de LPS (Figura 5c).
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Figura 5 — A sinalizagao via MyD88 é um evento fundamental para a ativacdo de caspase-1
durante a malaria

(a) Camundongos C57BL/6, MyD88"', ASC” e Casp—1'/' foram infectados via i.p com 10°
hemacias parasitadas (iRBCs) por P.chabaudi. Sete dias apés a infeccdo, células do bago
desses animais 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) 7 dias apés a infecgéo células do bago provenientes de animais C57BL/6,
MyD88"' foram marcadas identificando macréfagos (CD11b_F4/80) e células dendriticas
(CD11c_MHC-II). A presenga de caspase-1 ativa foi identificada por meio do reagente FLICA.
Esses resultados sado representativos de 2 experimentos com resultados similares onde foram
utilizados 4 animais por grupo. (¢) Animais infectados por P.chabaudi receberam um inéculo de
10ug de LPS no 7° dia de infeccdo. Nove horas apds a esse inoculo, o soro desses animais
foram coletados para a dosagem de IL-18 e TNF por ELISA. Esses resultados sdo a média de 10
animais provenientes de 2 experimentos independentes. As diferengas significativas s&o
indicadas por (*** p-value=0.0008) obtido pelo Mann-Whitney test.
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4.5 IFN-y e TNFR1: componentes inflamatérios que regulam a ativagao de
caspase-1 e a liberagao de IL-18 durante a malaria murina.

Citocinas pro-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 (Clark et
al. 2008). Desse modo, foi questionado se tais citocinas poderiam ter algum
papel na regulagéo e ativagdo de caspase-1 durante a infecgdo por P.chabaudi.
Assim, células do baco de animais infectados e deficientes para IFN-y (IFN-y ™)
e TNFR1 (TNFR17) foram obtidas no intuito de avaliar a presenca de caspase-1
ativa. Na Figura 6a, observamos a dependéncia de IFN-y para a ativagédo de
caspase-1 e, similarmente aos resultados observados em animais deficientes
em MyD88, a sinalizagdo via IFN-y parece estar envolvida no controle da
expressao de pro-caspase-1.

Bauernfeind e colaboradores (Bauernfeind et al. 2009) demonstraram que
o “priming” por meio da sinalizagdo via TNFR pode ser um fator limitante na
ativagdo de NLRP3-inflamosomo in vitro. Entretanto, in vivo, a ativagdo de
caspase-1 durante a malaria murina ndo requer a sinalizacdo de TNFR1 (Figura
6a).

Como era esperado, baseado em resultados obtidos anteriormente, a
caspase-1 ativa aparece em macrofagos e em células dendriticas de animais
TNFR1, mas nao esta presente nos animais IFN-y nocautes (Figura 6b).

De modo curioso, animais TNFR1”" apresentaram niveis basais de IL-1p
circulante, mesmo nove horas ap6s o indculo de LPS (Figura 6c). E importante
notar que a ativagdo de caspase-1 ocorre normalmente nesses animais,
inclusive a falta de sinalizagdo via TNFR1 ndo compromete a produgéo de IFN-y
(Figura 6d), sendo essa citocina um componente limitante para ativacado de
caspase-1 durante a malaria murina (Figura 6a,6b). Apos esses resultados
surgiu a seguinte pergunta: por qual motivo IL-1f3 ndo é vista no soro de animais
TNFR17? Como hipétese, baseada em dados secundarios, (Dinarello et al.
1986; Hiscott et al. 1993) propusemos que a sinalizagdo via TNFR1 poderia
estar controlando a expressado da pro-lL-13. Como pode ser observado na
Figura 6e os animais deficientes para TNFR1 bem como os IFN-y nocautes ndo

sdo capazes de expressar pro-lL-13, mesmo apdés o indéculo de LPS.
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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

infeccdo por P.chabaudi (Figura 6f).
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gura. 6 (a) Citocinas proinflamatérias envolvidas na ativagdo de caspase-1 e secre¢ao de
IL-18 durante a infec¢do por P.chabaudi.

Camundongos C57BL/6, IFNy"e TNFR1" foram infectados via i.p com 10° hemacias parasitadas
(iRBCs) por P.chabaudi. Sete dias apés a infecgdo, as células do bago desses animais foram
lisadas e utilizadas em ensaios de “Western blot”. Esses resultados sdo representativos de 2
ensaios diferentes, com resultados similares, onde foram utilizados 3 animais por grupo. (b)
Também 7 dias apés a infecgdo por P.chabaudi, células do bago provenientes de animais
C57BL/6, MyD88" foram marcadas identificando 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 s&o representativos de 2 experimentos com resultados
similares onde foram utilizados 4 animais por grupo. Animais infectados por P.chabaudi
receberam um in6culo de 10ug de LPS no 7° de infecgdo. Nove horas apés a esse indculo (c,
d, f) o soro desses animais foram coletados para a dosagem de IL-1p, IFNy e TNFa por ELISA.
Esses resultados sdo a média de 10 animais provenientes de 2 experimentos independentes. As
diferencgas significativas s&o indicadas por (**) e (*) com o p-value variando entre (0.0034-0.001)
obtido pelo Mann-Whitney test. (e) Também no 7° dia de infecgdo esses animais receberam um
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indculo de 10ug de LPS. 2 horas apds ao inéculo o bago foi coletado, sendo o lisado celular
utilizado em ensaio de “Western blot”.

4.6 A infecgcao por P.chabaudi promove a ativagao de caspase 1 de modo
dependente dos receptores NLRP3 e NLRP12.

No intuito de identificar um possivel receptor citosolico envolvido na
ativagcdo de caspase-1 durante a malaria murina, animais deficientes para
NLRP3 (NLRP37), NLRP12 (NLRP127), NLRC4 (NLRC4") e AIM2 (AIM27)
foram empregados nesse modelo. Como pode ser visto na Figura 7a a ativagéo
de caspase-1 durante a infec¢ao por P.chabaudi ocorre de modo dependente de
NLRP3 e NLRP12. Animais deficientes para os receptores AIM2 (Figura. 7b) e
NLRC4 (dados nao mostrados) apresentaram um perfil similar aos animais
selvagens, no que se refere a ativagdo de caspase-1. Esses resultados foram
reproduzidos em ensaios de “Western blot” (Figura 7c-d).

Confirmando mais um vez que os altos niveis de IL-1B circulante
observados apds o ino6culo de LPS é dependente da ativagdo de caspase-1
durante a malaria, animais NLRP3” e NLRP12" mas n&o os AIM2" NLRC4™,
apresentaram uma diminui¢do na producdo dessa citocina (Figura. 7e). Os
niveis de TNF-a circulante vistos nesse animais foram similares aos observados

em animais selvagens, nove horas apos o inéculo de LPS (Figura. 7e).
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Figura 7 - Envolvimento de receptores NLRs na ativagdo de caspase-1 durante a malaria
murina.

(a-b) Camundongos C57BL/6, B6.129, NLRP3™", NLRP12"" e AIM2” foram infectados via i.p com
10° hemaécias parasitadas (iRBCs) por P.chabaudi. Sete dias apds infecgdo, o bago desses
animais foram coletados sendo as células marcadas no intuito de identificar macréfagos
(CD11b_F4/80) e ceélulas dendriticas (CD11c_MHC-II). A presenca de caspase-1 ativa foi
avaliada por meio do reagente FLICA. (c-d) Essas células também foram lisadas gerando
amostras utilizadas em ensaios de “Western blot”. Esses resultados sdo representativos de 2
experimentos com resultados similares onde foram utilizados 4 animais por grupo. (e) Também
no 7° dia de infecgdo, porém 9 horas ap6s a um inéculo de LPS (10ug/animal), o soro desses
animais foram coletados para dosagem de IL-18 e TNFa por ELISA. Esses resultados sdo a
média de 10 animais provenientes de 2 experimentos independentes. As diferengas significativas
sdo indicadas por (** p-value=0.0013) obtido pelo Mann-Whitney test.
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4.7 Ativacao de caspase-1 pode se tornar em um evento letal para o
hospedeiro, se um indutor de pro-IL-13 estiver disponivel durante a malaria
murina.

No inicio desse estudo foi observado a presenga de caspase-1 ativa
durante a infeccdo por Plasmodium, porém fazia-se necessario também a
presenca de um indutor exdégeno de pro-IL-1f para que se pudesse detectar
essa citocina em niveis elevados no soro de animais. Na Figura 8a pode ser
observado uma cinética da produgéo de IL-1p e TNF-a, nos tempos (0,3,6 e 9)
horas apds o indculo de LPS, em quatro diferentes grupos de animais selvagens
em diferentes dias apds a infecgdo (7°, 14°, 21° e 28°).Também na Figura 8a
pode ser visto a taxa de mortalidade de animais selvagens 12 horas apds o
in6culo de LPS,. Curiosamente, 100% dos animais com 7 ou 14 dias de infec¢ao
sucumbiram ao inéculo de LPS 12 horas apos. Esse fendmeno néao foi visto em
animais nao infectados (Tabela. 1). Vale a pena ressaltar que P.chabaudi ndo é
uma cepa letal, sendo observado dois picos de parasitemia um no 7° e outro no
14° dia de infecg&o. Apos 16 dias de infecgdo, o numero de hemacias infectadas
comega a diminuir até a cura parasitologica ocorrendo por volta do 28° de
infeccdo (dados nao mostrados).

Visto isso, por qual motivo a infecgdo por P.chabaudi poderia se tornar
letal para o hospedeiro apdés uma baixa dose de LPS? A ativacédo da caspase-1
e por consequéncia a liberagdo de altos niveis de IL-1p apds a esse desafio,
poderia esta relacionada com essa letalidade?

Para responder a esse questionamentos, animais deficientes para IL-1R
(IL-1R™) foram infectados com P.chabaudi e 7 dias apds a infecgao receberam
um inéculo de 10ug de LPS. Como pode ser observado na Figura 8b a perda da
sinalizagdo via IL-1R aumentou a resisténcia dos animais ao inéculo de LPS. E
interessante notar que os niveis de TNF-a, IL-1 bem como o perfil de caspase-
1 ativa sdo similares entre os animais C57BL/6 e IL-1R” (Figura 8b-c). Os
dados mostrados Figura 8d deixa claro que a infecgao por P.chabaudi fornece
sinais suficientes para levar a ativacdo de caspase-1, mas nao para expressao
de pro-IL-1pB, sendo necessario um estimulo adicional o que torna presenga da

caspase-1 ativa algo perigoso para o hospedeiro.
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Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que animais MyD88™
IFNy"' e TNFR1” s3o 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 inflamosomo, por
exemplo Casp-1", ASC”, NLRP3" e NLRP12, além do IL-1R” foram
parcialmente resistentes ao indculo de LPS, com a letalidade variando entre
12,5% a 40% nesses animais e acometendo 100% dos animais selvagens. E
importante notar que animais AIM2” e NLRC4™, os quais apresentaram
caspase-1 ativa e IL-1p circulante de modo similar ao que foi observado em

animais selvagens.
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Figure 8 Consequéncias da predisposi¢cdo para alta producgado IL-1f durante a malaria
murina. (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 apés a
infecgéo (7°, 14°, 21° e 28°). Esses grupos foram submetidos a um inéculo de LPS (10ug/animal)
sendo utilizados 5 animais diferentes em cada ponto (0, 3, 6, 9 horas) da cinética onde foi
avaliado a producdo de IL-18 e TNFa por meio de citometria de fluxo, utilizando o kit CBA.
Foram realizados 2 ensaios com resultados similares. A taxa de mortalidade foi avaliada 12
horas ap6s ao indculo de LPS (10ug/animal). (b) Também no 7° dia de infecgdo animais IL-1R™
também receberam um inéculo de LPS. 9 horas apds a esse indculo, o soro foi obtido para
dosagem de IL-1p e TNFa por ELISA, sendo mortalidade avaliada 12 horas apds. (c)
Macrofagos (CD11b_F4/80) e células dendriticas (CD11¢c_MHC-II) foram marcados utilizando o
reagente FLICA no intuito de avaliar a presenca de caspase-1 ativa.



Animais N° de animais
Morto/testado

Controles ndo 0/15
infectados

(%) Média
Parasitemia

(%)
Mortalidade

Casp-1
ativa
(MFI x 1000)

1.57 (£ 0.17)

Niveis de
IL-18
(ng/ml)

0.35
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MyD88"/- 0/5
IFN /- 0/12
TNFR1 /- 0/12
IL-1R 4/10
ASC/- 1/8
ICE/- 3/9
Nirp 3/ 3/10
Nirp 12/ 2/5

1.23 (£ 0.13)

1.29 (+0.11)
3.65 (+0.49)
3.89 (+0.15)
1.12 (£0.23)
1.25(+0.17)

1.18 (+ 0.27)

1.28 (+ 0.36)

0.25

0.23
5.40

0.47

2.61

1.89

Tabela 1 - Associacdo entre a produgao/sinalizagao de IL-1 3 e a mortalidade observada

em animais que receberam baixas doses de LPS.

Todos os camundongos foram infectados via i.p com 10° hemacias parasitadas (iRBCs) por
P.chabaudi. No 7° dia de infecdo esses animais receberam um inéculo de LPS (10ug/animal)
sendo a mortalidade avaliada 12 horas apds a esse desafio. A parasitemia foi definida por meio
de esfregagos sanguineos corados por Giemsa. Células totais do bago de animais no 7° dia de
infecgdo foram marcadas com reagente FLICA no intuito de avaliar a presenca de caspase-1
ativa. Esse dados foram coletados por meio de citometria de fluxo e a mediana da intensidade
de fluorescéncia (MFI) obtidas por analises feitas utilizando o software Flowjo.
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5. DISCUSSAO.

5.1 ASC e a ativacao de caspase-1 durante a malaria.

Caspase-1 é ativada por complexos citosolicos conhecidos como
inflamosomos (Martinon et al. 2002; Mariathasan 2007). Durante a formacao
desses complexos, receptores pertencentes a familia dos Nod-Like receptors
participam do recrutamento da caspase-1 diretamente, como por exemplo
NLRC4 e NLRP1 (Poyet et al. 2001; Faustin et al. 2007) ou por meio da
molécula adaptadora ASC, por exemplo NLRP2, NLRP3 e AIM2, sendo o ultimo
nao pertencente a familia dos NLRs (Agostini et al. 2004; Yu et al. 2006;
Burckstummer et al. 2009). Estudos recentes revelaram que diferentes sinais
podem levar a formacédo dos inflamosomos, porém, pouco se sabe a respeito
dos mecanismos associados a montagem dessas estruturas (Boyden e Dietrich
2006; Faustin et al. 2007) (Mariathasan e Monack 2007) (McCoy et al. 2010).

O inflamosomo mais estudado é aquele formado a partir do receptor
NLRP3 , o qual é ativado por um grande numero de estimulos que vao desde a
infeccdo bacteriana a sinais gerados por cristais de natureza distintas
(Kanneganti et al. 2006; Kanneganti et al. 2006; Mariathasan et al. 2006;
Martinon et al. 2006; Cervantes et al. 2008; Dostert et al. 2008; Halle et al. 2008;
Hornung et al. 2008; Monack 2008; Duewell et al. 2010; Kim et al. 2010).
Recentemente foi demonstrado que NLRP3-inflamosomo também poderia ser
montado a partir de estimulos provenientes de hemozoina, apds ser fagocitada
por macrofagos murinos diferenciados a partir da medula éssea (Dostert et al.
2009; Shio et al. 2009). Adicionalmente foi demonstrado que a produgédo de ROS
bem como efluxo de K sdo elementos chaves na ativacdo da caspase-1 por
hemozoina. Entretanto, nada havia sido demonstrado durante a infecdo por
Plasmodium spp., a ndo ser dados contraditérios onde Dostert e colaboradores
que mostraram a resisténcia de animais NLRP3” & malaria cerebral murina,
enquanto Reimer e colaboradores demonstram exatamente o contrario (Dostert
et al. 2009) (Reimer et al. 2010). No entanto, a pergunta fundamental ainda ndo
havia sido respondida: a infecgdo 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 (Figura 3-4), sendo esse
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fendbmeno dependente ndo apenas do receptor NLRP3, mas também do
NLRP12 durante a malaria causada por P.chabaudi (Figura 7).

Em 2007, Fernandes-Alnemri e colaboradores demonstraram 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-
1B. Essa plataforma conhecida como piroptosomo € constituida por dimeros de
ASC capazes de recrutar a pro-caspase-1. Curiosamente essa estrutura nao
requer a presenca de nenhum receptor citosodlico, seja ele pertencente a familia
dos NLRs ou n&o. Os autores citados acima avaliaram ainda o estado
oligomérico de ASC por meio de um protocolo de “crosslink”, o que permitiu
observar que grande parte dessa molécula estava sob a forma de dimeros além
de alguns oligbmeros apos o estimulo com LPS (Fernandes-Alnemri et al. 2007).
Nessa dissertagdo foi utilizado o mesmo protocolo de “crosslink” descrito
anteriormente, permitindo observar a presenca desses dimeros em amostras
provenientes do lisado de PBMCs de pacientes infectados por P.vivax. A
infeccdo causada por P.vivax forneceu sinais suficientes para levar a
oligomerizagcédo de ASC, dispensando o estimulo de LPS (Figura 3b).

A ativagcdo de caspase-1 durante a malaria é fruto da formagdo do
inflamosomo ou do piroptosomo? Quando feito o “crosslink” em amostras do
lisado de PBMCs previamente estimulados com (LPS + nigericin), sendo esse
um controle positivo amplamente utilizado para induzir a formagdo do NLRP3-
inflamosomo, também foi observar a presenca de dimeros de ASC (Figura 3b).

O piroptosomo, conforme descrito por Fernandes-Alnemri, foi elucidado
em um tipo celular muito especifico e, por isso, deve-se ter cuidado na
extrapolagdo dos dados. Nesse contexto foi observado que o LPS apenas é
incapaz de levar a dimerizacdo de ASC em PBMCs de pacientes saudaveis,
porém, aumenta o numero de dimeros em PBMCs de pacientes infectados por
P.vivax (Figura 3b). De modo curioso, a formagdo do piroptosomo requer
ambientes com concentragdes sub-fisiologicas de K, um dos pré-requisitos para
a formacao do NLRP3-inflamasomo bem como para a ativacdo de caspase-1 por
hemozoina (Fernandes-Alnemri et al. 2007; Dostert et al. 2009).

Talvez os inflamosomos que utilizam ASC como molécula adaptadora

(NLRP3-inflamosomo, por exemplo) possuam como parte da sua estrutura o
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piroptosomo, um agregado de ASC com a funcdo de recrutar pro-caspase-1,
sendo essa ideia proposta por (Bauernfeind et al. 2009).

De modo interessante, a ativagcado de caspase-1 em macrofagos e células
dendriticas, bem como a secregéo de IL-1p durante a malaria murina, também
exigiram a presenga da molécula adaptadora ASC (Figura 3). Baseado nos
resultados observados em humanos e em camundongos, pode se concluir que a
molécula ASC €& um elemento crucial na ativacdo de caspase-1 durante a

malaria.

5.2 Secregao de IL-1p e ativagao de caspase-1 em mondcitos.

Existe uma discussao calorosa a respeito da capacidade do LPS levar a
secrecdo de IL-18 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 maturagédo de IL-1p. Quando utilizado LPS
ultra puro para estimular células THP1 esse fenbmeno ndo é mais observado
(Agostini et al. 2004; Martinon et al. 2004). Curiosamente, Fernandes-Alnemri e
colaboradores(Fernandes-Alnemri et al. 2007) s6 puderam observar a formagéo
doe piroptosomo em células THP1 apds o estimulo com LPS bruto ou com
Pam3CSK4, um analogo doe lipopeptideo bacteriano. Esse evento foi
praticamente abolido quando utilizado LPS ultra puro (Fernandes-Alnemri et al.
2007). Desse modo, a proposta é que quando se utiliza o LPS bruto, séo
fornecidos 2 sinais;, um via TLR dado pelo LPS e o outro pelo contaminante por
exemplo muramil dipeptideo (MDP), um produto da degradagdo de
peptideogliganos (PGN), atuando como um DAMP. A sinergia desses dois sinais
culmina na ativagdo da caspase-1 e consequentemente na secre¢do de IL-1p
(Martinon et al. 2004; Martinon e Tschopp 2005; Martinon e Tschopp 2007).

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-18, sem depender de outro estimulo (Bernaudin et al. 1988;
Hoffmann et al. 1988). Além disso recentemente foi demonstrado que mondcitos
humanos CD14", purificados a partir de PBMCs, apresentam caspase-1 ativa
constitutivamente e quando estimulados coma LPS purificado sdo plenamente
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capazes de secretar IL-1p. Por outro lado, macréfagos diferenciados a partir da
medula 6ssea ou presentes em tecidos necessitam de um sinal adicional, por

exemplo ATP, para secretar IL-1p (Netea et al. 2009).

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, pacientes
infectados apresentaram em média 3 vezes mais mondcitos (CD14°CD16)
quando comparado com pacientes saudaveis (Figura. 3d-f). Uma outra
populacdo de mondcitos conhecidos por apresentarem baixos niveis de
expressdo de CD14 na superficie e, porém, positivos para CD16
(CD14°"CD16"), descrita em 2003 por (Geissmann et al. 2003), também teve a
sua presenca aumentada no PBMC de pacientes infectados por P.vivax. Além
disso, quando avaliado os niveis de caspase-1 ativa nessa subpopulagao, foi
observado que somente as células provenientes dose pacientes infectados
apresentavam essa protease em sua forma ativa (Figura. 3d-f). Desse modo,
pode-se concluir que além do aumento do numero de mondcitos classicos
(CD14°CD16), a ativagao diferencial da caspase-1 em monadcitos ndo classicos
(CD14'°WCD16+) durante a infeccdo por P.vivax, sdo as principais fontes da
caspase-1 ativa observada na Figura 3a, culminando na secre¢ao de IL-1f3, em
sua forma madura, se um indutor de pro-IL-1p for adicionado ao sistema (Figura
3c¢).

E importante notar que os mondcitos ndo classicos (CD14°“CD16%) tem
sido relacionados em a respostas geradas desencadeadas por a componentes
liberados em decorréncia de danos teciduais, uma grande fonte de DAMPs
(Auffray et al. 2009; Cros et al. 2010; Geissmann et al. 2010). Além disso
inumeros trabalhos tem mostrado o envolvimento desse tipo celular em doencas
autoimunes e desordens inflamatodrias (Evans et al. 2009; Santiago-Raber et al.
2009; Nakatani et al. 2010), sendo que esses os mondcitos (CD14°*CD16") séo

especialistas em produzir TNFa e IL-1p (Cros et al. 2010).
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5.3 TLRs Vs NLRs e a ativagao de caspase-1.

Na grande maioria dos trabalhos nos quais se estudam a formagao do
inflamosomo, a ativagdo da caspase-1 e a secregdo de IL-1p sao utilizados
como controle positivo a combinagéo de agonistas de TLRs mais DAMPs, sendo
esses “sentidos” por NLRs. No entanto ainda n&o é totalmente compreendido
como o “prime” causado pelos agonistas de TLRs influencia na formagéo de
alguns inflamosomaos.

Os TLRs emitem sinais em resposta a moléculas derivadas de
microorganismos quando essas s&o disponibilizadas no meio extracelular ou no
compartimento endolisossomal (Takeda et al. 2003; Meylan et al. 2006). A
sinalizagao desses receptores € de certo modo restrita a um espectro limitado de
ligantes (Akira et al. 2006). Por outro lado uma imensa variedade de entidades
como bactéria, virus, produtos microbianos purificados, componentes
provenientes de células necroticas, cristais ou agregados de materiais podem
ativar os NLRs e desencadear uma resposta inflamatoria robusta (Martinon et al.
2009). Poderiam essas duas frentes da imunidade inata, TLRs e NLRs (e
também outros receptores citosélicos), trabalharem em conjunto no intuito de
prevenir uma resposta inflamatéria acidental, como por exemplo vista nas
“cryopyrinopatias”, devido a mutagdes de NLRP3? (Church et al. 2008).

Recentemente foi demonstrado que a ativacdo de NFxB, em decorréncia
da sinalizagdo dos TLRs e também do receptor de TNF (TNFR), estaria
relacionado com o “licenciamento” da formagcao do NLRP3-inflamosomo, uma
vez que esse fator de transcricdo regula a expressdo do receptor NLRP3. E
importante observar que somente a ativagao de NF«kB é insuficiente para levar a
ativacdo de caspase-1, sendo necessario um sinal adicional para que ocorra
oligomerizagdo dos componentes desse inflamosomo (Bauernfeind et al. 2009).
Bauernfeind e colaboradores sé conseguiram abolir a ativagdo de caspase-1,
utilizando 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 de caspase-1 durante a malaria murina
acontece de modo similar ao mecanismo proposto por Bauernfeind, o primeiro
sinal, provavelmente proveniente de moléculas derivadas do Plasmodium,

estimularia algum receptor, provavelmente TLR, que utiliza somente MyD88
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como molécula adaptadora. Como pode ser visto na Figura 4 a falta de Myd88
foi suficiente para impedir a ativagao de caspase-1, bem como a producao de IL-
1B durante a malaria murina. Ainda resta identificar qual receptor (es) poderia
(m) estar associado (s) a essa cascata durante a malaria. A sinalizag&o via TLR9
seria um boa hipétese, uma vez que foi demonstrado que a hemozoina teria a
capacidade de carrear DNA de Plasmodium, sendo esse responsavel pela
sinalizagdo via TLR9 (Parroche et al. 2007). Seria a sinalizagdo de TLR9, em
reposta ao DNA do Plasmodium, juntamente com o sinal de perigo emitido pela
hemozoina, os dois sinais requeridos para ativagcdo de caspase-1 durante a

malaria? Esse mecanismo ainda precisa ser desvendado.

5.4 Citocinas prOinflamatérias Vs ativagio de caspase-1 e secregio de IL-
1B.

Malaria: doenca sistémica causada por uma tempestade de citocinas, pro-
inflamatorias (IL-12, IFNy, TNFa) e anti-inflamatorias (IL-10), em estado de
desequilibrio que culmina para quadros de encefalopatia em alguns casos. Esse
€ o ponto de vista amplamente aceito por grande parte dos malariologistas a
respeito da patogénese dessa doencga (Clark et al. 2008; Clark e Alleva 2009).
Durante a malaria varias sindromes podem ser desencadeadas, como a anemia
severa, acidose metabdlica, sepse e, além dessas, o desenvolvimento da
malaria cerebral, estando todas relacionadas com a produgdo exagerada de
citocinas pro-inflamatorias (Schofield e Grau 2005).

O fator alpha de necrose tumoral tem sido colocado em destaque quando
0 assunto é a patogénese da malaria (Clark et al. 2010). Niveis elevados dessa
citocina, e de outras induzidas por ela, tem sido encontrados em fluidos cérebro-
espinhais de pacientes infectados com P.falciparum, sendo observado uma
correlagdo com a cefalopatia incluindo perda neuro-funcional ao longo do tempo
.(John 2008; John 2009). A infecgao por P.vivax também pode levar a quadros
de encefalopatia em casos n&o tratados ou em regides de resisténcia a
cloroquina (Tjitra et al. 2008). Ademais, niveis elevados de TNFoa também
podem ser observados em pacientes durante a malaria vivax (Karunaweera et
al. 1992).
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Recentemente foi demonstrado que macrofagos de camundongos
selvagens estimulados com TNFa (o que culmina na ativagcdo de NFkB) e
expostos a ATP, sdo capazes de ativar caspase-1 e secretar IL-1p de modo
dependente do NLRP3-inflamosomo. (Bauernfeind et al. 2009). Poderia TNFa
regular a formagéo do inflamosomo durante a malaria? Como pode ser visto na
Figura 7a e b animais deficientes para o receptor 1 de TNF (TNFR1") sao
plenamente capazes de ativar caspase-1, enquanto a ativagao da caspase-1 em
animais deficientes para IFNy (IFNy"') é praticamente abolida. E importante
ressaltar que no modelo proposto por Bauernfeind a sinalizagdo via TNFR é
apenas uma das possibilidades de regulagdo do NLRP3-inflamosomo via a
ativacdo de NFkB, ao passo que macréfagos oriundos de animais TNFR1/27
quando estimulados com LPS mais ATP sao plenamente capazes de ativar
caspase-1. Nesse caso a sinalizagdo via TLR4 foi quem gerou a fonte do
primeiro sinal (Bauernfeind et al. 2009).

Recentemente foi demonstrado que durante a infecgdo por Plasmodium,
ocorre um aumento da expressdo e responsividade de TLRs sendo esse
fendbmeno dependente do IFNy (Franklin et al. 2009). Essa pode ser uma
possivel explicacdo para o fato de n&o ser observado caspase-1 ativa em
animais IFNy”", mas sim em animais TNFR1", no qual a producdo de IFNy é
normal (Figura 6d). E interessante relembrar que a ativagdo da caspase-1
durante a malaria murina foi completamente dependente de MyD88. De fato,
deve haver algum TLR responsavel por fornecer o primeiro sinal, responsavel
provavelmente pelo aumento da expressdo dos componentes do inflamosomo
durante a malaria.

Em contrapartida, mesmo apresentando caspase-1 ativa, animais TNFR-
17 foram incapazes de secretar IL-1p, mesmo apds o estimulo com um potente
indutor da pro-IL-13, LPS (Figura 6c). Como a falta de sinalizagdo via TNFR1
poderia afetar a secregao de IL-13 em sua forma ativa? Normalmente, pro-IL-1f
nao € expressa constitutivamente na células. Entretanto, a sua expressao pode
ser potentemente induzida por sinais proinflamatoérios que levam a ativagao de
NFkB como LPS e TNFa (Dinarello et al. 1986; Hiscott et al. 1993). De fato,
como pode ser observado na Figura 6e, animais TNFR1"" assim como IFNy™”

néo s&do capazes de expressar pro-IL-1f. E importante notar que a producéo de
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TNFo em animais IFNy"' € praticamente inexistente, ao passo que animais
TNFR1" sdo plenamente capazes de produzir IFNy e TNFa, porém, ndo ha
como sinalizar devido a falta do receptor (Figura 6d,f). Desse modo podemos
concluir que durante a malaria murina, a produgcdo de IFNy torna possivel a

producao de TNFa habilitando as células a expressar pro-IL-1p.

5.5 Receptores NLRP3 e NLRP12, desordem inflamatéria e malaria.

Febres recorrentes, inflamacdo sistémica, peritonite estéril, além de
manifestacdes cutaneas e artrites, ndo sao sintomas encontrados somente em
pacientes que sofrem de “cryopyrinopatias” associadas a mutagdo de NLPRS3.
Uma nova classe de sindromes auto-inflamatoéria conhecida como “desordens
associadas ao receptor NLPR12” (NLRP12AD) tem sido relacionada com
mutagdes nesse receptor, um outro membro da familia dos NLRs. (Jeru et al.
2008; Gattorno et al. 2009; Goldbach-Mansky 2011; Jeru et al. 2011)

Células mononucleares do sangue periférico, obtidas de pacientes com
mutagcbes no receptor NLRP12, secretam altos niveis de IL-18
espontaneamente. Quando esses pacientes foram submetidos ao tratamento
utilizando IL-1Ra, apresentando entdo um melhora clinica, péde-se observar
também uma diminuigdo significativa nos niveis de IL-18 secretados por seus
PBMCs (Borghini et al. 2011; Jeru et al. 2011; Jeru et al. 2011). E relevante
notar que a sinalizagao via IL-1R leva a um “feedback” positivo, ou seja mais IL-
1B é produzida (Dinarello et al. 1987; Dinarello 2010). As similaridades entre as
“cryopyrinopatias” e a sindrome NLRP12AD ocorrem desde a mutagdo nos
genes NLRs e dependéncia do ASC até a secregcdo anormal de IL-1p. A
sindrome NLRP12AD representa um nova classe de desordem com poucos
casos relatados no mundo até o momento.

Até a presente data ainda n&o foi descrito nenhum caso de infecgao que
pudesse levar a ativacdo de caspase-1 de modo dependente de NLRP12. No
entanto, esse fendbmeno agora pode ser observado durante a infeccédo por
P.chabaudi (Figura 7). De modo interessante, ambos animais deficientes em
somente um receptor, NLRP3 ou NLRP12, tiveram a ativagcdo da caspase-1
praticamente abolida, podendo assim ser observado somente um “background”
similar ao do animal Casp-1"" (Figura 7c). Poderia a ativacdo de caspase-1
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durante a malaria murina ser fruto de uma plataforma unica (NLRP3/NLRP12-
inflamosomo)? N&o €& a primeira vez que € observado a cooperagdo de
receptores citosolicos envolvidos na ativagao de caspase-1. Em 2010 Tsuchiya e
colaboradores mostraram que a ativagdo da caspase-1 em macrofagos
infectados por L.monocytogenes, é fruto da cooperagédo dos receptores AIM2,
NLRP3 e NLRC4. No entanto, também nao foi definido se todos esses

receptores faziam parte do mesmo inflamosomo (Tsuchiya et al. 2010).

5.6 Consequéncias da ativagao de caspase-1 e secregao de IL-18 durante
malaria

A atividade de IL-1p é estritamente controlada requerendo a convers&o do
transcrito primario em um precursor inativo, o qual € convertido em sua forma
madura somente apds ser disponibilizado sua protease, sendo essa controlada
por uma seérie de mecanismos. Além disso, o receptor pelo qual essa citocina
sinaliza, possui um antagonista natural. O que pode acontecer se a producéo e a
liberagao dessa citocina estiver fora do controle?

Um espectro cada vez maior de doencgas inflamatorias, ndo infecciosas,
agudas ou crbnicas sdo simplesmente controladas pela neutralizagdo da IL-1p.
Essas doencas normalmente sdo chamadas de autoinflamatérias onde
predominantemente IL-1p € secretada por mondcitos ou macrofagos em
resposta a moléculas endogenas. O termo autoinflamacgdo foi inicialmente
utilizado no intuito de descrever uma doenca rara, caracterizada por recorrentes
surtos de febre e inflamagdo sistémica, devido a uma mutagdo na regido
codificante da subunidade p55 do receptor de TNF (McDermott et al. 1999). A
mutacdo observada nessa doenga, conhecida como sindrome periddica
associada ao receptor de TNF (TRAPS), culmina em baixos niveis de TNFR
soluvel devido a um mal dobramento dessa molécula no reticulo
endoplasmatico. De modo curioso, o tratamento da inflamagcdo causada por
TRAPS pode ser eliminado utilizando anakinra, um antagonista de IL-1R (Simon
et al. 2004; Gattorno et al. 2008) e, desse modo TRAPS emerge como uma
doenga mediada por IL-1R.

N&o é a primeira vez que a histéria dessas duas citocinas se encontram, a

producdo de uma estimula a produgao de outra, entrando em um “loop” que
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quando nao controlado pode ser extremamente perigoso (Dinarello et al. 1986;
Dinarello 2011). A infecgdo causada por P.chabaudi fornece sinais suficientes
para levar a formagao do inflamosomo de modo dependente de NLRP3 e
NLRP12, culminando na ativagcdo da caspase-1. Entretanto a presencga dessa
estrutura, por si s6, ndo impede que o hospedeiro consiga resolver a sua
parasitemia, obtendo a cura parasitologica sem maiores complica¢gées em torno
de 4 semanas apos a infecgao (dados nao mostrados).

E importante ressaltar que P.chabaudi é uma cepa ndo letal, porém
quando inoculado baixos niveis de LPS animais C57BL/6 infectados sucumbem
12 horas apoés a esse desafio, ndo podendo ser visto tal fenbmeno em animais
nao infectados. De modo curioso essa letalidade € acompanhada pela produgao
descontrolada de TNFa e IL-1f, visto em uma cinética apresentada na Figura
8a. E interessante notar que a partir do 21° e 28° dia de infecgdo, os animais
selvagens s&o completamente resistentes ao desafio de LPS e
coincidentemente sdo capazes de controlar a producdo de TNFa e IL-1p.
Curiosamente em casos de choque endotéxico, TNFa e IL-1p s&o secretados de
forma rapida e descontrolada (Dinarello 1997).

No intuito de avaliar se os niveis alarmantes de IL-1p3, observados apo6s o
indculo de LPS, poderiam estar relacionado com essa letalidade, animais IL-1R™
foram submetidos ao mesmo modelo. De fato, a ativacao de caspase-1 pode ser
tornar um evento perigoso durante a malaria murina se um potente indutor de
TNFa e consequentemente de IL-18 estiver disponivel. Na Figura 7b pode ser
observado que animais IL-1R” tornaram se mais resistentes a esse choque
induzido por LPS, mesmo com a producdo de TNFa equivalente aos niveis
observados em animais selvagens. A resisténcia total a esse choque so6 foi
possivel quando eliminado a produgao de IFNy e TNFa, observado em animais
MyD88" e IFNy”", ou impedindo a sinalizagdo via TNFR1. Por outro lado animais
deficientes em alguns componentes do inflamosomo apresentaram uma
resisténcia parcial (Tabela 1) ao choque pelo LPS. A sinalizagdo via TNFR1 &
um componente chave nesse fenbmeno, uma vez que além de permitir a
producao de IL-1f, também pode ser “toxica” por si so (Clark 2007).

E importante ressaltar que esse é um modelo artificial até um certo ponto,
porém ainda assim €& tentador fazer a seguinte pergunta: o que poderia
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acontecer com individuos coinfectados por Plasmodium e algum tipo de bactéria.
Recentemente foi demonstrado que a coinfeccéo por Plasmodium berghei NK65
e uma bactéria Gram-negativa, Borrelia duttonii, aumenta a mortalidade dos
animais. E importante dizer que P.berghei NK65 ndo causa malaria cerebral,
porém causa anemia severa levando a morte do seu hospedeiro em torno do
21°dia de infeccdo. No entanto, durante a coinfec¢do, esse animais passaram a
morrer em torno do 10° dia apresentando baixas taxas de parasitemia quando
comparado com o0s niveis observados durante a infec¢ado causada somente por
P.berghei NK65 (Lundqvist et al. 2010).

Areas endémicas da maldria apresentam uma alta incidéncia de infeccdes
bacterianas como por exemplo Salmonella, Pneumococcus e Meningococcus
(Berkley et al. 2005; Bronzan et al. 2007). A taxa de casos de coinfecg&o por
Plasmodium e algum tipo de bactéria € extremamente elevada nessas regides.
Nesse contexto, pacientes coinfectados apresentam uma redugao nos niveis de
parasitemia. No entanto, esse também apresentam uma piora nos sintomas
clinicos como angustia respiratoria, anemia severa sendo a taxa de mortalidade
8,5 vezes maior, principalmente em casos de coinfecgdo por Gram-negativas
(Ukaga et al. 2006; Bassat et al. 2009; Mtove et al. 2010; Were et al. 2011).
Ademais, niveis elevados de IL-1p, IL1Ra e do receptor de TNFR1 soluvel
(STNFR1p55) foram encontrados no soro e no fluido cérebro espinhal de
pacientes com malaria cerebral causada por P.falciparum (Jakobsen et al. 1994;
Armah et al. 2007).
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6. CONCLUSOES

Anos de estudos relacionados a patogénese da malaria tem revelado que
essa € um doencga, antes de mais nada, causada por um disturbio inflamatério
diretamente correlacionado com as manifestacdes clinicas. Nesse trabalho foi
demonstrado mais um componente da imunidade inata que pode estar
relacionado com esse desequilibrio entre as citocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias, o inflamosomo. De fato, a infecgcdo causada por Plasmodium pode
levar a ativacdo de caspase-1, porém ainda resta desvendar se realmente esse
fendmeno in vivo € mediado pela presenca de hemozoina natural, produzida e
liberada no decorrer da infecgdo. Durante a malaria humana, causada por
P.vivax, e também durante a malaria murina, causada por P.chabaudi, a
molécula adaptadora ASC parece ter um papel central na formacdo do
inflamosomo e consequentemente na ativacdo de caspase-1. Uma outra
molécula adaptadora, MyD88, também esta envolvida na ativagdo de caspase-1
durante a malaria murina, porém em um nivel diferente da molécula ASC.
Enquanto ASC esta relacionado com o recrutamento e oligomerizagdo de pro-
caspase-1, Myd88 provavelmente esta regulando a expressao dos componentes
do inflamosomo durante a malaria. Ainda resta definir se existe algum TLR
envolvido nessa regulagédo. A infeccdo causada por P.chabaudi depende dos
receptores citosolicos NLRP3 e NLRP12 para que a ativacido de caspase-1
possa ocorrer. No entanto, ainda resta revelar se esses receptores estao
presentes na mesma plataforma multiprotéica. Visto o potencial téxico de IL-1
para o hospedeiro, provavelmente a produgdo dessa citocina € altamente
regulada durante a malaria. No entanto, se um indutor de pro-IL-13 estiver
disponivel, a ativagao de caspase-1 pode se tornar em um evento extremamente
perigoso. Desse modo, ndo se deve perder de vista que a coinfec¢do em areas
endémicas de malaria, principalmente por bactérias Gram-negativas, nado é

excegao e sim regra.
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