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Resumo
Brucella abortus é uma bactéria Gram-negativa que causa uma doenca conhecida

como brucelose. A resposta imune inata contra essa bactéria envolve a ativacdo de
receptores do tipo Toll (TLRs — do inglés “Toll like receptors™) e do tipo NOD (NLRs —
do inglés “NOD like receptors”). Nesse trabalho demonstramos que B. abortus
desencadeia a ativacdo do inflamassoma ndo-canbnico dependente de caspase-11 e
gasdermina-D (GSDMD). Além disso, identificamos que o LPS de B. abortus atua como
0 padrdo molecular associado a patdgenos (PAMP — do inglés “Pathogen-associated
molecular pattern”) responsavel pela ativacdo de caspase-11. Observamos que B. abortus
é capaz de desencadear a formacao de poros e a morte celular pelo processo de piroptose,
e este processo € dependente de caspase-11 e GSDMD. Camundongos deficientes em
caspase-11 ou GSDMD foram mais suscetiveis a infecgdo por B. abortus em comparacao
com os deficientes em caspase-1 ou selvagens. Além disso, observamos que as proteinas
ligadoras de guanilato (GBPs — do inglés “Guanylate-binding proteins™) participam do
reconhecimento do LPS por caspase-11, contribuindo para a ativacdo do inflamassoma
ndo-canodnico. A partir do silenciamento por siRNA dos GBPs, determinamos que 0s
GBPs 4 e 5 sdo os mais importantes para o reconhecimento do LPS de B. abortus por
caspase-11. Além disso, observamos reducdo no influxo de neutréfilos, células
dendriticas e macréfagos nos bagos de animais Casp11”’- e Gsdmd- em comparagdo com
camundongos selvagens, sugerindo que caspase-11 e GSDMD estdo envolvidas no
recrutamento e ativacdo de células imunes inatas durante a infeccdo por B. abortus. Por
fim, a deplecdo de neutréfilos em camundongos selvagens levou a uma maior
suscetibilidade a infeccdo por B. abortus. Coletivamente, estes dados sugerem que a
piroptose dependente de caspase-11/GSDMD desencadeada por B. abortus é importante
para a restricdo da infeccdo in vivo e contribui para o recrutamento e ativacdo de células

imunes.



Abstract

Brucella abortus is a Gram-negative bacterium that causes a disease in humans
and cattle termed brucellosis. Innate immune response against Brucella abortus involves
activation of Toll-like receptors (TLRs) and NOD-like receptors (NLRs). Among the
NLRs involved in the recognition of B. abortus are NLRP3 and AIM2. Here, we
demonstrate that B. abortus triggers non-canonical inflammasome activation dependent
on caspase-11 and gasdermin-D (GSDMD). Additionally, we identify that Brucella-LPS
is the ligand for caspase-11 activation. Interestingly, we determine that B. abortus is able
to trigger pyroptosis leading to pore formation and cell death, and this process is
dependent on caspase-11 and GSDMD but independently of caspase-1 protease activity
and NLRP3. Mice lacking either caspase-11 or GSDMD were significantly more
susceptible to infection with B. abortus than caspase-1 knockout or wild-type animals.
Additionally, guanylate-binding proteins (GBPs) participate in the recognition of LPS by
caspase-11 contributing to non-canonical inflammasome activation. We further
determined by siRNA knockdown that among the GBPs, GBP4 and GBP5 are the most
important for Brucella LPS to be recognized by caspase-11 triggering IL-1 secretion and
LDH release. Additionally, we observed a reduction in neutrophil, dendritic cell and
macrophage influx in spleens of Casp11”- and Gsdmd’ compared to wild-type mice,
indicating that caspase-11 and GSDMD are implicated in the recruitment and activation
of immune cells during Brucella infection. Finally, depletion of neutrophils renders wild-
type mice more susceptible to Brucella infection. Taken together, these data suggest that
caspase-11/GSDMD-dependent pyroptosis triggered by B. abortus is important to

infection restriction in vivo and contributes to immune cell recruitment and activation.
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1- Introducéo

1.1 — O género Brucella

O género Brucella compreende bactérias Gram-negativas, que apresentam
formato de coco-bacilos ou de pequenos bastbes, sdo intracelulares facultativas, ndo
moveis e ndo esporogénicas (Percin, 2013). Essa bactéria foi descrita primeiramente em
1887 pelo cirurgido do exército britnico David Bruce, o qual isolou um coco-bacilo
nomeado por ele como “Micrococcus melitensis” a partir do bago de um homem que
morreu de febre de Malta, nome pelo qual a doenca também é conhecida em humanos
(Bruce, 1887; Corbel, 1997; Wyatt, 2009).

Atualmente, o género Brucella compreende 10 espécies tais como Brucella
melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella ovis, Brucella canis, dentre outras,
sendo que cada espécie apresenta preferéncia por um diferente hospedeiro (Corbel, 1997,
Percin, 2013). As espécies B. abortus, B. suis e especialmente B. melitensis séo capazes
de infectar humanos causando uma doenca conhecida como brucelose (De Bolle et al.,
2015).

As bactérias do género Brucella podem ser classificadas em lisas e rugosas. Essa
classificacdo esta relacionada a estrutura de seu LPS. Isso influencia diretamente em sua
viruléncia, uma vez que as bactérias lisas sdo virulentas, ao passo que as rugosas possuem
alto poder vacinal devido a sua menor viruléncia ou até mesmo aviruléncia (Rittig et al.,
2003). O LPS de Brucella, assim como o LPS de outras bactérias Gram-negativas, €
constituido de trés regibes: (i) o lipideo A altamente hidrofébico na membrana mais
externa com uma extensdo de polissacarideo hidrofilica consistindo de (ii) um
oligossacarideo central e (iii) subunidades sacaridicas repetidas ligadas conhecidas como

polissacarideo O ou cadeia O (Fig. 1) (Caroff et al., 2002; Erridge et al., 2002). Entretanto,
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no caso das bactérias rugosas, seu LPS possui a cadeia O expressa em uma forma truncada
ndo repetitiva conhecida como LPS rugoso ou lipo-oligossacarideo. Dessa forma, o LPS
dessas bactérias possui a cadeia O reduzida ou até mesmo ausente. J& o LPS das bactérias
lisas apresenta a cadeia O completa (Caroff et al., 2002; Erridge et al., 2002). As formas
rugosas surgem espontaneamente a partir das lisas em cultura (Smith and Ficht, 1990).
As principais bactérias, as quais sdo patogénicas em humanos, B. abortus, B. melitensis e
B. suis sdo virulentas em sua forma lisa e ndo ou pouco virulentas em sua forma rugosa.
Dessa forma, o LPS é um fator chave na patogenicidade da brucelose humana (Sangari
and Aguero, 1996). Outra por¢do do LPS cujas modificacbes podem influenciar na
viruléncia da bactéria é o lipideo A do LPS. Diferente do observado na maioria das
bactérias Gram-negativas, as caudas de &cido graxo presentes no LPS de B. abortus séo
mais longas, o que diminui suas propriedades endotdxicas, visto que essas cadeias longas
ndo sdo eficientemente reconhecidas por TLR4 (Tsolis et al., 2008). Dessa forma, as
modificacBes das cadeias de &cido graxo atuam como uma estratégia de tentativa de
evasao do sistema imune pelas bactérias. Quanto ao grau de acilacdo dessas cadeias de
acidos graxos dos lipideos A, o LPS de B. abortus ocorre principalmente na forma hexa-

acilada (Lapaque et al., 2006; Tsolis et al., 2008).

Cadeia de Polissacarideo O Oligossacarideo central Lipideo A

A A A
{ ) | \

Subunidade repetitiva
de oligossacarideo

- -n

Figura 1: Estrutura geral do LPS de bactérias Gram-negativas. Adaptado de (Erridge et al., 2002).
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1.1.1 — Brucelose

A brucelose é também conhecida como febre de Malta, febre do mediterraneo ou
febre ondulante. Essa doenca é considerada uma das infec¢des zoono6ticas mais difundidas
pelo mundo (Boschiroli et al., 2001). A brucelose bovina é causada pela espécie Brucella
abortus e é a forma mais propagada da doenca (Corbel, 1997). B. abortus é capaz de
infectar tanto bovinos quanto humanos de qualquer idade e sexo, sendo que em humanos
a principal forma de contagio é através da ingestdo de derivados do leite ou contato com
animais contaminados (De Bolle et al., 2015). Em humanos, podem ser observadas
manifestacdes patoldgicas tais como febre ondulante, artrite, endocardite, meningite e
osteomielite. Ao passo que em bovinos, B. abortus leva ao aborto e a infertilidade
resultando em severas perdas econémicas (Deka et al., 2018; Franc et al., 2018; Santos et

al., 2013).

1.1.2- Patogénese e ciclo replicativo de B. abortus

No inicio da infeccdo no hospedeiro, as bactérias do género Brucella infectam
primariamente células apresentadoras de antigenos (APCs), tais como células dendriticas
e macrdfagos (Archambaud et al., 2010; Celli, 2015). Esses fagocitos profissionais atuam
tanto como um nicho replicativo inicial quanto no auxilio da disseminacdo sistémica
desse patdgeno, o qual posteriormente infecta células da linhagem mieloide como
macrofagos do figado e bago, além de permanecer em lesbes granulomatosas e ser capaz
de infectar e proliferar em trofoblastos da placenta de fémeas gravidas (Atluri et al.,
2011).

Uma vez no interior das células, B. abortus possui um ciclo replicativo intracelular
sofisticado marcado pela subversdo das vias normais de trafego intracelular e

estabelecimento de um nicho replicativo no interior dos fagocitos (Celli, 2015). Essa
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bactéria reside em um compartimento membranoso no interior das células conhecido
como BCV (Vacuolo contendo Brucella — do inglés “Brucella containing vacuole”). Esse
BCV interage com outros componentes celulares como endossomos, lisossomos e
reticulo endoplasmatico sofrendo diversas modificacdes, e, portanto passa por diferentes
estagios conhecidos como eBCV (BCV endossomal), rBCV (BCV replicativo) e por fim
aBCV (BCV relacionado a autofagia) (Fig. 2) (Celli, 2015; Celli et al., 2003; Comerci et

al., 2001; Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 1998b; Starr et al., 2008).
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Figura 2: Trafego intracelular de Brucella em células de mamiferos (Celli, 2015).

Inicialmente, o BCV interage com endossomos primarios, sendo essa interacao
comprovada pela presenga de marcadores tais como Rab5, seu efetor EEAL e o receptor
de transferrina TfR (Bellaire et al., 2005; Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Pizarro-
Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 1998b; Starr et al., 2008). Apds essa interacdo
transiente, 0 BCV interage com endossomos tardios e lisossomos sendo marcado pela
presenca de LAMPL1, CD63 e Rab7 (Bellaire et al., 2005; Celli et al., 2003; Starr et al.,

2008), além de posterior rapida acidificacdo com pH entre 4 e 4,5 (Boschiroli et al., 2002;
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Porte et al., 1999; Starr et al., 2008). Embora essa fusdo com lisossomos ocorra em uma
menor extensdo se comparada a vacuolos contendo particulas inertes, esse processo de
fato ocorre, visto que é possivel observar um enriquecimento de marcadores endossomais
tardios/lisossomais no eBCV maduro, além da rapida acidificagdo (Starr et al., 2008).
Apesar de essa acidificacdo levar uma parcela das bactérias a morte (Celli et al., 2003),
ela é fundamental para a indugcdo do sistema de secrecdo do tipo IV virB (T4SS)
(Boschiroli et al., 2002; O'Callaghan et al., 1999; Sieira et al., 2000). Esse sistema de
secrecdo € responsavel pela injecdo de proteinas efetoras no citoplasma celular (Celli,
2015) e atua como o fator mais importante na viruléncia de Brucella, essencial para a
biogénese e estabelecimento do rBCV e, dessa forma, sua replicagdo no interior celular
(Celli et al., 2003; Comerci et al., 2001; Delrue et al., 2001). Trabalhos mostram que a
acidificacdo é fundamental para o sucesso do estabelecimento do rBCV, uma vez que a
inibicdo da fusdo com endossomos tardios/lisossomos impede a formacao dessa estrutura
e a replicacdo intracelular (Starr et al., 2008).

A forma infecciosa de B. abortus esta aprisionada na fase G1 do ciclo celular,
porém ainda no eBCV, ela retoma o ciclo celular e a replicacdo cromossomal, sendo que
geralmente, o inicio da divisdo bacteriana ocorre apds 6 h de infeccdo (Deghelt et al.,
2014). A replicagéo de B. abortus ocorre primordialmente no rBCV, embora ela possa
comecar ainda no eBCV maduro (Celli, 2015; De Bolle et al., 2015) . A formacéao do
rBCV se da pela fusdo do eBCV maduro com cisternas do reticulo endoplasmaético,
levando a uma transferéncia do vacuolo da via endocitica para a via secretoria. O rBCV
possui marcadores de reticulo endoplasméatico como a calreticulina (Starr et al., 2008).
Nesse processo de transferéncia, o eBCV intercepta sitios de saida do reticulo
endoplasmatico (ERES — do inglés “Endoplasmic reticulum exit sites”) para sua
conversao em rBCV (Celli et al., 2005). Bactérias mutantes para o sistema de secrecdo
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tipo IV virB séo incapazes de realizar essas interacdes com os sitios de saida do reticulo
endoplasmatico e, dessa forma, ficam aprisionadas no eBCV (Celli et al., 2003; Comerci
etal., 2001; Delrue et al., 2001). Os efetores secretados via sistema de secrecdo atuam na
modulacdo das fungdes do hospedeiro envolvidas na via secretoria priméria, a fim de
gerar o rBCV (Celli, 2015). De fato, uma série de efetores que possuem como alvo
compartimentos da via secretdria primaria ou que impedem o trafego secretdrio ja foram
identificados através de estudos de expressdo ectépica em células Hela (Myeni et al.,
2013).

Recentemente, tem sido proposta uma relagdo entre autofagia e o processo de
replicagéo de B. abortus (Pizarro-Cerda et al., 1998a; Pizarro-Cerda et al., 1998b). IREla
é um sensor transmembrana envolvido na via de resposta ao estresse no reticulo conhecida
como UPR (Resposta a proteinas mal enoveladas — Do inglés “Unfolded Protein
Response”), cuja ativacdo tem como objetivo resolver o estresse no reticulo e restaurar a
homeostase celular. Uma dessas respostas € a inducdo de autofagia dependente de IRE1a,
a qual contribui no controle da expansédo do reticulo endoplasmatico ap6s a ativacao da
via UPR (Bernales et al., 2006; Yorimitsu et al., 2006). Ja foi demonstrado que IREla é
importante para a replicacdo de B. abortus, e dessa forma foi proposto que o papel de
IRE1a nesse processo seria a ativacdo da autofagia que entdo promoveria a converséo do
eBCV em rBCV (Qin et al., 2008). Além disso, trabalhos mostram que IRE1a € ativado
cerca de 4 h apos a infecgdo de células Hela por B. abortus, o que demonstra uma possivel
ativacéo da via UPR durante a fase do eBCV (Taguchi et al., 2015). Entretanto, esse dado
necessita de mais investigacbes, uma vez que a delecdo de outros componentes
importantes no processo de autofagia como Beclinl, LC3B, ATG5 dentre outras
moléculas ndo leva a uma inibicdo da conversdo do eBCV em rBCV.(Starr et al., 2012).
Portanto, a ativacdo de IRE 1o parece desencadear a formacéo de vesiculas autofagicas de
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uma maneira dependente de ATG9 e WIPI, que se fundem com o eBCV para promover
a biogénese do rBCV por acumulo de membranas derivadas do RE e exclusdo de
membranas endossdémicas. As pequenas GTPases Sarl e Rab2 (via sua interacdo com o
efetor de Brucella RicA) sdo necessarias para a biogénese do rBCV e subsequente
replicagdo bacteriana nos rBCVs (Celli, 2015). Dessa forma, B. abortus pode estar
envolvida em um processo autofagico que difere da via candnica, através da subversao
de um subconjunto de proteinas associadas a autofagia, a fim de promover um acréscimo
de membranas derivadas do RE no eBCV, e assim sua conversdao em rBCV (Celli, 2015).
Apobs 48 h de infecgdo, foi possivel observar em macréfagos e células epiteliais, a
presenca de B. abortus em estruturas multimembranares semelhantes aos autofagossomos
que foram denominadas aBCVs (BCV autofagico) (Starr et al., 2012). Esse processo de
conversdo do rBCV em aBCV envolve as proteinas de iniciagdo autofagica Beclinl,
ULK1 e ATG14L (Celli, 2015). Nessas estruturas, é possivel observar a presenca de
caracteristicas de endossomos tardios e ndo mais de marcadores de reticulo
endoplasmatico, o que os torna semelhante aos autofagossomos em maturacao (Starr et
al., 2012). Dados obtidos em células Hela demonstraram a importancia desses aBCVs na
liberacdo de B. abortus da célula apds a multiplicagdo e, dessa forma, sua disseminacgao
para células vizinhas. Portanto, o aBCV parece ser fundamental na conclusdo do ciclo

intracelular de B. abortus (Starr et al., 2012).

1.2 — Receptores de reconhecimento de padrdes: TLRs e NLRs

Uma vez que Brucella abortus entra em contato e infecta as células apresentadoras
de antigenos como macrofagos e células dendriticas, ela é capaz de levar a ativacdo de

receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs — Do inglés “Pattern recognition
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receptors”), tais como TLRs e NLRs (Marim et al., 2017a). Esses receptores podem ser
ativados por padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPSs) e danos celulares
(DAMPs).

Quando PAMPs como lipopolissacarideos (LPS) e flagelina bacteriana entram em
contato inicial com células tais como as APCs, € desencadeada a ativacdo de receptores
do tipo Toll (TLRs — Do inglés “Toll Like receptors”). Esses receptores levam a ativacao
de vias, através de moléculas adaptadoras como MyD88 e TRIF, que culminam em
ativacao de fatores de transcricdo como NF-«B e IRF3/IRF7 (O'Neill and Bowie, 2007).
Esses fatores de transcricdo controlam a expressdo de moléculas como NLRP3, pro-IL-
1B, caspase-11 e interferon do tipo | (Bauernfeind et al., 2009; Kayagaki et al., 2013;
Mariathasan, 2007; Schauvliege et al., 2002). No caso de B. abortus foi observado que
essa bactéria € capaz de levar a ativacdo de TLR2 e TLR4 através das lipoproteinas da
membrana externa, conhecidas como Omp16 e Omp19, levando a producgéo das citocinas
TNF-a, IL-6, IL-12 e IL-10 (Giambartolomei et al., 2004; Pasquevich et al., 2010). Além
disso, TLR9 possui um papel importante no controle da infeccdo de B. abortus, sendo
recentemente demonstrado o envolvimento de motivos CpG derivados do DNA dessa
bactéria na resposta imune inata desencadeada por esse receptor (Gomes et al., 2016).

Os NLRs pertencem a uma grande familia de PRRs e atuam na ativacdo da maioria
dos inflamassomas. Eles possuem uma estrutura que contém trés dominios distintos: na
porcdo amino-terminal eles podem possuir um dominio de recrutamento de caspase
(CARD), um dominio pirina (PYRIN) ou um dominio de repeticbes de inibicdo de
baculovirus (BIR) que medeia interacBGes proteina-proteina downstream; um dominio
central de ligacdo de nucleotideos e oligomerizacdo (NOD ou NACHT); e um dominio
carboxi-terminal de repeticbes de leucina (LRR) que atua como sensor de diferentes

estimulos microbianos e danos enddgenos (Franchi et al., 2012; Meylan et al., 2006).
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Dessa forma, os NLRs compreendem duas grandes subfamilias: 14 membros da
subfamilia NLRP (NALP) e 5 membros da subfamilia NOD, os quais contém pirina e
CARD (NOD?5 ndo possui um dominio CARD tipico), respectivamente na por¢cao amino-
terminal. Os membros restantes da grande familia dos NLRs sdo: proteinas CIITA e
NLRC4 (também conhecido como IPAF), as quais contém CARD; e as proteinas NAIP

que contém BIR na por¢do amino-terminal (Meylan et al., 2006).

1.3 — Inflamassomas

Os inflamassomas sédo complexos citoplasmaticos multiproteicos que atuam como
sensores de PAMPs e DAMPs (Fig. 3). Eles atuam como componentes chave da
vigilancia citosélica e controlam a ativacéo da enzima proteolitica caspase-1. A caspase-
1 é responsavel pela maturacéo das citocinas pro-inflamatorias interleucina-1p (IL-1p) e
interleucina-18 (IL-18). Ela € uma cisteina protease aspartato-especifica que cliva seus
substratos, IL-1p ¢ IL-18, nos sitios de reconhecimento adjacentes aos residuos de acido
aspartico. Além disso, caspase-1 atua na inducdo de uma rapida forma de morte celular
inflamatoria denominada de piroptose (Lamkanfi and Dixit, 2009; Rathinam et al.,
2012a).

A atividade do inflamassoma requer dois sinais. Um primeiro sinal (priming), o
qual aumenta a expressdo de componentes do inflamassoma incluindo pré-1L-1,
caspase-11, e NLRP3, e depois outro sinal que desencadeia a ativacdo de caspase
(Bauernfeind et al., 2009; Kayagaki et al., 2011; Mariathasan, 2007; Mariathasan et al.,

2006).
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Figura 3: A via de sinalizac¢do do inflamassoma. Adaptado de (Coll et al., 2016).

Atualmente, existem diversos inflamassomas bem descritos, 0os quais possuem
diferentes receptores de reconhecimento padrdo participando do reconhecimento de
produtos microbianos especificos, como por exemplo, os inflamassomas de NLRP1B,
NLRP3, NLRC4 e AIM2. Entretanto, nem todos sdo capazes de reconhecer e serem

ativados por B. abortus.

1.3.1 — O inflamassoma de AIM?2

O inflamassoma de AIM2 é capaz de reconhecer DNA de dupla-fita no citosol da
célula. O receptor que participa desse reconhecimento € a molécula AIM2 (do Inglés,
“Absent in melanoma 2 ), a qual apesar de atuar como um PRR néo pertencente a familia
dos NLRs. AIM2 é membro da familia PYHIN que possui um dominio N-terminal pirina
e um dominio C-terminal conhecido como HIN-200, o qual é capaz de reconhecer DNA

de dupla-fita, ao qual se liga e oligomeriza, formando um grande complexo de

27



inflamassoma (Broz and Dixit, 2016; Burckstummer et al., 2009; Fernandes-Alnemri et
al., 2009; Hornung et al., 2009; Roberts et al., 2009). Uma vez completamente montada,
essa plataforma molecular recruta a proteina adaptadora ASC (do Inglés, “Apoptosis-
associated Speck-like Protein Containing a CARD?), facilitando sua oligomerizagdo em
um grande complexo conhecido como piroptossomo. Esse piroptossomo leva a ativacao
de caspase-1, culminando na maturagéo e secrecdo de IL-1p e IL-18, e posterior morte
celular por piroptose (Fernandes-Alnemri et al., 2007; Fernandes-Alnemri et al., 2009;
Srinivasula et al., 2002). Esse receptor possui importancia no reconhecimento de DNA
viral, tal como de citomegalovirus e virus de vaccinia, e em infecgdes bacterianas como
a de Francisella tularensis subsp novicida e Listeria monocytogenes sendo que nesse caso
a ativacdo requer a lise bacteriana no citosol da célula (Fernandes-Alnemri et al., 2010;
Jones et al., 2010; Rathinam et al., 2010; Sauer et al., 2010). Além disso, trabalhos
demonstram que o DNA de B. abortus também é capaz de ser reconhecido por AIM2, e
dessa forma, AIM2 parece possuir papel no controle da infeccéo por B. abortus (Gomes

etal., 2013; Marim et al., 2017a).

1.3.2 — O inflamassoma de NLRP1

Outro importante inflamassoma é o de NLRP1 humano, o qual foi o primeiro
inflamassoma ativador de caspase-1 a ser identificado (Martinon et al., 2002). Ao
contrario de humanos, que possuem um unico gene NLRP1, camundongos possuem trés
paralogos, conhecidos como Nlrpla, Nlrplb e Nlrplc (Ting et al., 2008). Estudos
sugerem que as moléculas NLRP1, caspase-1, caspase-5 (ausente em camundongos) e
ASC participam da montagem do inflamassoma de NLRP1 em humanos (Chu et al., 2001,
Hlaing et al., 2001). Entretanto, a presenca de ASC n&o € requerida para o processamento

de caspase-1 por esse inflamassoma (Faustin et al., 2007). O inflamassoma de NLRP1B
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é ativado em resposta ao Bacillus anthracis e especificamente a toxina letal em
camundongos (Hsu et al., 2008). Embora muito progresso tenha sido realizado na
elucidacdo do reconhecimento de B. anthracis pelo inflamassoma de NLRP1B, o
mecanismo pelo qual a toxina letal desencadeia a ativagdo de NLRP1B permanece pouco
compreendido. Além disso, em relacdo a B. abortus, até o presente momento ndo foi

observado papel desse receptor durante a infec¢éo por esse patdgeno.

1.3.3 — O inflamassoma de NLRC4

Trabalhos demonstram que a montagem do inflamassoma de NLRC4 ocorre em
resposta a flagelina bacteriana (Franchi et al., 2006; Mariathasan et al., 2004; Miao et al.,
2006) e as subunidades proteicas Rod e agulha do sistema de secre¢éo do tipo 3 (T3SS)
(Miao et al., 2010; Zhao et al., 2011) . Especula-se que quando ha a injecéo de proteinas
efetoras no citosol celular por bactérias que possuem sistemas de secrecdo dos tipos 3 e
4, ocorre um “vazamento” de flagelina e de proteinas constituintes do sistema de secrecdo
diretamente no citosol celular, as quais séo reconhecidas pela molécula NAIP (do inglés
“NLR family apoptosis inhibitory protein’) (Franchi et al., 2012). A molécula NAIP atua
upstream de NLRC4 e cada um de seus tipos atua reconhecendo especificamente um
desses PAMPs, sendo que NAIP2 reconhece a proteina rod, NAIP1 a proteina da agulha
e NAIP5 e NAIP6 reconhecem a flagelina bacteriana (Broz and Dixit, 2016). Esse
inflamassoma pode ser ativado por bactérias como Legionella pneumophila (Kanneganti
et al., 2006; Ren et al., 2006; Zamboni et al., 2006), Pseudomonas aeruginosa (Franchi
et al., 2012; Franchi et al., 2007; Miao et al., 2008) e Salmonella enterica sorotipo
typhimurium (Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006).

Uma vez que NAIP reconhece a flagelina ou as proteinas constituintes do sistema

de secregdo, essa molécula se liga a NLRC4. Uma vez formada essa plataforma, ela
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recruta caspase-1, e assim leva a morte celular por piroptose e a secre¢do de citocinas
como IL-1p e IL-18. Entretanto, essas respostas parecem ser mediadas por complexos
distintos (Rathinam et al., 2012a). Acredita-se que haja um papel diferencial para a acdo
da caspase-1 nesses complexos distintos. Caspase-1 possui uma forma ativa, porém néo
clivada e uma forma ativa e clivada. A molécula adaptadora ASC possui um papel crucial
nessa clivagem de caspase-1. Dessa forma, é possivel distinguir dois complexos de
inflamassoma: (1) um “inflamassoma de morte”, o qual requer ativagdo, mas nao
autoprotedlise, de caspase-1 e é responsavel pela morte celular por piroptose; (2) e um
grande foco de ASC, o qual é formado quando ASC se agrega com as proteinas NLR e
caspase-1, desencadeando a clivagem da caspase-1, que, dessa forma, leva ao
processamento e liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (Broz et al., 2010; Rathinam et
al., 2012a).

Em relagdo a B. abortus, Gomes e colaboradores (2013) observaram que
macrofagos deficientes em NLRC4 sdo igualmente capazes de ativar caspase-1 e secretar
IL-1B em resposta a esse patdogeno em comparagdo com macrofagos selvagens C57BL/6
(Gomes et al., 2013). Dessa forma, esse receptor se mostrou dispensavel no seu

reconhecimento.

1.3.4 — O inflamassoma de NLRP3

O receptor NLRP3, por sua vez, forma juntamente com a proteina adaptadora ASC
um inflamassoma cuja ativacdo acontece por diversos estimulos diferentes (Franchi et al.,
2012). Entre os possiveis estimulos estdo sinais derivados do hospedeiro indicativos de
dano ou estresse, como por exemplo, ATP extracelular, f-amiloides e cristais de urato
(Mariathasan et al., 2006) (Halle et al., 2008) (Martinon et al., 2006). Além disso, 0s

insultos ambientais como silica, asbestos, alimem ou radiagdo UVB também induzem
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uma resposta inflamatéria dependente da ativacdo de NLRP3 (Dostert et al., 2008)
(Hornung et al., 2008) (Eisenbarth et al., 2008) (Feldmeyer et al., 2007). E por fim,
microrganismos tais como Influenza virus, Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e 0s produtos microbianos especificos tais como RNA
bacteriano, cristais de hemozoina e toxinas bacterianas formadoras de poros como
nigericina, aerolisina, listeriolisina, dentre outros, também ativam NLRP3 (Wilson et al.,
2009) (Wu et al., 2010) (Kanneganti et al., 2006) (Dostert et al., 2009) (Gurcel et al.,
2006).

Em 2013, nosso grupo de pesquisa demonstrou que macréfagos deficientes em
NLRP3 ou ASC, apresentam uma menor secrecdo de IL-1p e menor ativagdo de caspase-
1 em comparacdo com macrdfagos selvagens da linhagem C57BL/6. Além disso, quando
os macrofagos selvagens da linhagem C57BL/6 foram infectados com B. abortus
deficiente no sistema de secrecdo do tipo IV virB, houve reducdo na secregéo de IL-1
em relagdo a macrdfagos infectados com bactéria selvagem. Esses dados sugerem que B.
abortus também é capaz de levar a ativacdo do inflamassoma de NLRP3/ASC levando a
secrecdo de IL-1p e ativagdo de caspase-1 de maneira dependente do sistema de secrecéo
do tipo IV virB (Gomes et al., 2013).

Embora diferentes estimulos distintos tenham sido descritos como ativadores de
NLRP3, por muito tempo permaneceu indeterminado o mecanismo pelo qual esse NLR
é capaz de reconhecer esses estimulos. Varios diferentes mecanismos para a sua ativagdo
foram propostos nos ultimos anos, tais como liberacdo de DNA mitocondrial oxidado,
producdo de espécies reativas de oxigénio, desestabilizacdo lisossomal, mudancas nos
niveis de célcio intracelular, formacéo de grandes poros ndo especificos na membrana e
efluxo de potassio (Broz and Dixit, 2016). Recentemente, Munoz-Planillo e
colaboradores (2013) propuseram a possibilidade de que a diminui¢cdo dos niveis de
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potassio intracelular poderia ser o ponto de convergéncia entre todos esses estimulos e,
portanto, responsavel pela ativacdo do inflamassoma de NLRP3 (Munoz-Planillo et al.,
2013). Entretanto, ainda ndo foi determinado se NLRP3 percebe diretamente esses niveis
mais baixos de potassio ou se outro evento se correlaciona com essas menores

concentracBes de potassio.

1.3.5 — O inflamassoma ndo-candnico de caspase-11

Em 2011, Kayagaki e colaboradores (2011) relataram a existéncia de uma via de
ativacdo de caspase-1 ndo canonica dependente de caspase-11 (Kayagaki et al., 2011). A
caspase-11 murina € um membro da subfamilia de proteases de caspase-1 e compartilha
46% de identidade com a caspase-1 murina (Wang et al., 1996). Em humanos, o ort6logo
de caspase-11 murina pode ser tanto caspase-4 quanto caspase-5, entretanto, somente
caspase-5 parece ser regulada de maneira semelhante a caspase-11 murina em resposta
ao estimulo extracelular, tais como lipopolissacarideos (LPS) e interferons (Lin et al.,
2000; Vigano and Mortellaro, 2013). Na ativacdo ndo canoénica do inflamassoma, a
caspase-11 murina atua na ativacao de caspase-1 de forma dependente de NLRP3 e ASC
levando a secrecdo de IL-1p e IL-18 (Kayagaki et al., 2011). Além disso, ela também é
capaz de induzir processos de morte celular por piroptose e secrecao de IL-1a de forma
independente de NLRP3/ASC (Kayagaki et al., 2011).

A ativacdo do inflamassoma de caspase-11 foi inicialmente relatada em
macrdfagos selvagens pré-tratados com LPS utilizando como estimulo as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli, Vibrio cholerae e Citrobacter rodentium, além da toxina
colérica B (CTB) (Kayagaki et al., 2011). Posteriormente, Rathinam e colaboradores
(2012) demonstraram que essa ativacao pode ser desencadeada por uma série de bactérias

Gram-negativas capazes de ativar NLRP3 (Rathinam et al., 2012b). Até esse momento,
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ndo havia sido identificado qual o PAMP presente nessas bactérias era o responsavel por
desencadear a ativacdo desse inflamassoma. Entretanto, em 2013, dois grupos de pesquisa
transfectaram macréfagos murinos com LPS de bactérias Gram-negativas e observaram
que a presenca de LPS no interior da célula desencadeia a ativagdo da via ndo canonica,
sugerindo a presenga de um receptor intracelular de LPS de localizagdo possivelmente
citoplasmatica, o qual leva a ativagdo de caspase-11, culminando em secrecédo de IL-1p,
IL-18 e piroptose (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2013). Isso explica porque bactérias
Gram-negativas, mas ndo as Gram-positivas, sdo capazes de levar a ativacdo ndo canonica
de NLRP3. Além disso, os dados demonstraram que esse receptor intracelular reconhece
o lipideo A hexa-acilado ou penta-acilado do LPS, mas ndo o tetra-acilado, sugerindo
uma importante estratégia bacteriana de subversdo de mecanismos de vigilancia
citoplasmatica através de modificagdes no lipideo A. Essas modificacdes dificultariam
seu reconhecimento por esse receptor intracelular (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al.,
2013). Experimentos subsequentes de outro grupo de pesquisa confirmaram esses
achados e sugerem que o receptor intracelular de LPS seria a prépria molécula de caspase-
11, a qual reconheceria o LPS através de seu dominio CARD (Shi et al., 2014). Por sua
vez, esse reconhecimento leva a autoprotedlise da caspase-11, a qual é necesséria para
sua atividade catalitica ideal, desencadeado respostas como a piroptose e liberacédo de IL-
1B (Lee et al., 2018).

O envolvimento do inflamassoma ndo-candnico no controle de infeccdes
bacterianas ja foi relatado para diferentes espécies. Por exemplo, Klebsiella pneumoniae,
uma bactéria Gram-negativa, induz o processo de piroptose dependente de caspase-11 em
macrdfagos derivados de medula éssea (BMDMs), levando a secrecdo de IL-1a e IL-1p.
De fato, camundongos deficientes em caspase-11 apresentaram comprometimento no
recrutamento de neutrofilos e no “clearance” bacteriano durante a infecgdo por K.
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pneumoniae, acompanhados por uma redugédo na liberacdo de IL-10, uma citocina critica
para o recrutamento de neutrofilos neste modelo. Esses resultados sugerem que a
piroptose leva a liberacdo de IL-la, a qual leva ao recrutamento de neutrdfilos,
culminando em controle da infeccéo por K. pneumoniae (Wang et al., 2017a). Além disso,
a bactéria patogénica Salmonella enterica sorovar Typhimurium coloniza o epitélio
intestinal de camundongos deficientes em caspase-11 de forma mais eficiente do que o
de animais selvagens. A carga de patdgenos aumentada foi correlacionada com a auséncia
de morte celular piropt6tica, um mecanismo de defesa do hospedeiro que auxilia na
extrusdo de células infectadas na tentativa de restaurar a homeostase intestinal (Knodler
et al., 2014). Além disso, um papel para caspase-11 atuando no controle da infeccdo
bacteriana foi determinado para Acinetobacter baumannii, uma bactéria patogénica que
pode causar infeccdo pulmonar grave. Nesse caso, a deficiéncia de caspase-11 aumentou
a carga bacteriana nos pulmdes, baco e figado (Wang et al., 2017b). De maneira similar,
a caspase-11 levou ao controle da infeccdo por B. melitensis nas articulagdes e exacerbou
a resposta inflamatdria contra esse patdgeno nas articulagdes (Lacey et al., 2018). Além
disso, bactérias Gram-negativas, como Burkholderia pseudomallei e B. thailandensis que
naturalmente invadem o citosol sdo alvo de caspase-11. De fato, caspase-11 protegeu 0s
camundongos do desafio letal com espécies de Burkholderia (Aachoui et al., 2013).

A ativag¢do da caspase-11 ndo se restringe ao reconhecimento do LPS. Dados
recentes demonstraram que a caspase-11 é crucial para o controle da infeccdo por
Leishmania (de Carvalho et al., 2019). A ativacdo do inflamassoma ndo-candnico foi
atribuida a molécula de membrana denominada lipofosfoglicana, formada por uma parte
lipidica ligada a uma porcao polissacaridica, que envolve as espécies de Leishmania.
Além disso, parasitas que ndo possuem lipofosfoglicana sdo incapazes de desencadear a
ativagdo da caspase-11. Curiosamente, os ensaios de ligacdo livre de celulas falharam em
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mostrar a interagdo direta da lipofosfoglicana com caspase-11, implicando que moléculas
citoplasmaticas adicionais podem participar desse processo (de Carvalho et al., 2019).
Por outro lado, sob estresse oxidativo que pode ser gerado durante infecgdes microbianas,
fosfolipidios oxidados enddgenos que sdo formados na célula, tais como 1-palmitoil-2-
araquidonil-sn-glicero-3-fosforilcolina (oxPAPC) (Freigang, 2016) podem ligar-se ao
dominio catalitico de caspase-11 inibindo sua atividade enzimatica (Zanoni et al., 2016).
Além disso, a interagdo oxPAPC-caspase-11 medeia a secre¢do de IL-1f, mas ndo
promove a piroptose nas células dendriticas (Zanoni et al., 2016). Assim, a atividade
proteolitica da caspase-11 é necesséria para induzir a morte celular, mas ndo a liberagdo
de IL-1B da célula dendritica. Um modelo no qual oxPAPC pode induzir a formagéo de
um hetero-complexo de caspase-1/11 levando ao processamento e secrec¢do de IL-1p foi
proposto (Zanoni et al., 2016). Além disso, oxPAPC parece atuar como um regulador de
caspase-11 em macrofagos, mas ndo em células dendriticas. A caspase-11 se liga ao
oxXPAPC competindo com o LPS citoplasmético, impedindo assim a indugéo de piroptose
e a liberagdo de IL-1 em resposta ao LPS (Chu et al., 2018). Dessa forma, oxPAPC pode
modular o inflamassoma ndo-canonico oferecendo uma nova abordagem terapéutica

contra o choque séptico induzido por bactérias Gram-negativas.

1.3.5.1 — As proteinas ligadoras de guanilato — GBPs

Vérias bactérias Gram-negativas ndo citosolicas desencadeiam a ativacdo da
caspase-11 (Kayagaki et al., 2011; Kayagaki et al., 2013; Meunier et al., 2014; Rathinam
et al., 2012b), levantando a questdo de como o LPS dessas bactérias obtém acesso ao
citosol.

Curiosamente, durante a infeccdo, a ativacdo da caspase-11 requer a producdo de

IFN do tipo I, bem como a indugéo de genes estimulados por IFN (Broz et al., 2012,
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Rathinam et al., 2012b). Entre os genes mais fortemente estimulados por IFN, os GBPs,
uma classe de GTPases abrangendo 65 a 73 kDa, sdo proeminentes (Kim et al., 2016;
Kim et al., 2011; Meunier et al., 2014). Os GBPs sdo extremamente conservados entre 0s
vertebrados e 7 genes que codificam os GBP humanos (GBP1-GBP7) foram identificados
dentro de um unico cluster no cromossomo 1 (Man et al., 2017). J& no caso dos
camundongos, 0s genes que codificam os GBPs se localizam em dois cromossomos
distintos. Os genes que codificam mGBP1, mGBP2, mGBP3, mGBP5 e mGBP7 estdo
agrupados no cromossomo 3 (GBP®"®), enquanto os que codificam mGBP4, mGBPS,
mGBP8, mGBP9, mGBP10 e mGBP11 est&o localizados no cromossomo 5 (Degrandi et
al., 2007; Kim et al., 2011; Olszewski et al., 2006; Shenoy et al., 2007). Os GBPs séo
encontrados principalmente no citoplasma, associados com membranas intracelulares,
dentro de estruturas semelhantes a vesiculas ou no ndcleo, (Kravets et al., 2016; Shenoy
et al., 2007; Tripal et al., 2007; Vestal et al., 2000) e exibem efeitos antimicrobianos
contra bacteérias intracelulares, virus e protozoérios (Kimetal., 2011; Ngo and Man, 2017;
Yamamoto et al., 2012).

Os efeitos dependentes de GBP na ativacdo do inflamassoma ndo-canénico tém
sido demonstrados para varios patdgenos bacterianos vacuolares e citosolicos, incluindo
S. typhimurium, L. pneumophila, V. cholerae, Shigella flexneri, C. rodentium, Chlamydia
trachomatis, Chlamydia muridarum e Pseudomonas aeruginosa deficiente no sistema de
secrecdo tipo 3 (T3SS) (Balakrishnan et al., 2018; Broz et al., 2012; Finethy et al., 2015;
Meunier et al., 2014; Pilla et al., 2014). Por exemplo, macr6fagos murinos deficientes nos
GBP™"® apresentaram niveis reduzidos de ativacdo do inflamassoma ndo-candnico e
piroptose durante a infeccao por S. typhimurium e L. pneumophila (Meunier et al., 2014;

Pilla et al., 2014; Thurston et al., 2016).
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Mecanisticamente, os GBPs podem induzir a montagem do inflamassoma direta
ou indiretamente. Diretamente, 0s GBPs podem interagir fisicamente com o maquinario
do inflamassoma, facilitando sua montagem tanto nas vias candnicas quanto nao-
canonicas (Kim et al., 2016; Shenoy et al., 2012). Indiretamente, os GBPs podem
promover a lise de vacuolos contendo patdgenos (PCVs — do inglés “Pathogen-containing
vacuoles”), destruindo assim o nicho microbiano e expondo o LPS bacteriano para
deteccdo downstream por caspase-11 no citosol. De fato, um experimento demonstrou
que a ativacdo de caspase-11 e a morte celular induzida por S. typhimurium exigem a
expressdo das proteinas GBP"™ confirmando o papel dos GBPs na ativacdo do
inflamassoma ndo-canénico (Meunier et al., 2014). Os mecanismos pelos quais 0s GBPs
detectam e se ligam aos PCVs permanecem pouco caracterizados; no entanto, em células
murinas infectadas com Yersinia ou Legionella, o recrutamento de GBP para os PCVs
parece estar ligado ao sensor de dano vacuolar galectina-3. Neste caso, a inser¢do de
sistemas de secre¢do bacterianos em PCVs desestabiliza a estrutura de sua membrana,
expondo o seu lado luminal a proteinas citosélicas do hospedeiro. De fato, a exposicéo
citosdlica de glicanos intravacuolares do hospedeiro derivada do dano vacuolar leva ao
recrutamento de galectina-3, que leva mGBP2 para os PCVs em uma resposta imune
coordenada (Feeley et al., 2017).

Macro6fagos murinos infectados com B. abortus apresentam agregados de mGBP2
localizados proximos aos PCVs. Além disso, um namero reduzido de PCVs rompidos foi
observado em células deficientes em GBP"™® quando comparadas com células do tipo
selvagem (Costa Franco et al., 2018), sugerindo que os GBPs orquestram a vigilancia do
hospedeiro durante a infeccdo por B. abortus. Esses resultados sugerem que 0os GBPs sdo

centrais para atingir e romper o PCV de B. abortus (Costa Franco et al., 2018).
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Além disso, a inducdo de piroptose dependente de caspase-11 pelo LPS
citoplasmatico derivado de L. pneumophila também requer proteinas GBP®""®. Da mesma
forma, a piroptose em macréfagos infectados por um mutante de L. pneumophila que
invade o citosol também foi dependente de proteinas GBP®""®, sugerindo um papel para
as GBPs na deteccdo de LPS citoplasméatico e/ou na ativacdo subsequente do
inflamassoma ndo-canénico (Pilla et al., 2014). O LPS citoplasmatico derivado de E coli
e Salmonella desencadearam a piroptose mesmo na auséncia de proteinas GBP"?,
embora com uma ligeira reducdo na eficiéncia. Estas observa¢es podem potencialmente
ser explicadas por diferencas estruturais na porcdo lipidica A das variantes do LPS
derivadas dessas espécies bacterianas distintas (Pilla et al., 2014).

Além disso, um estudo a seguir sugeriu que os GBPs ndo estavam apenas
envolvidos no dano vacuolar, mas também na lise bacteriana direta (bacteriélise) (Man et
al., 2015). De fato, evidéncias emergentes mostraram que mGBP2 e mGBP5
citoplasmaticos interagem com a membrana de F. novicida apos sua libera¢do dos PCVs
e promovem a lise citosolica desse patdgeno (Meunier et al., 2015). Dessa forma, os GBPs
recrutam o membro da familia das GTPases relacionado a imunidade b10 (IRGB10), que
tem como alvo direto as bactérias intracelulares promovendo a bacteriodlise. Assim, o
IRGB10 contribui para a liberagdo de PAMPs citos6licos bacterianos para
reconhecimento por sensores dos inflamassomas: a detec¢do do LPS por caspase-11 e a
deteccdo do DNA pelo inflamassoma de AIM2 (Man et al., 2016). Curiosamente, a
bacteridlise de F. novicida citosélica mediada por GBPs leva a liberacdo de DNA
gendmico bacteriano no citosol, o qual ativa tanto inflamassomas candnicos e quanto nao-
candnicos (Meunier et al., 2015; Wallet et al., 2017). N&o esta claro se a ativacédo
dependente de caspase-11 observada ocorre devido a detec¢do do LPS de F. novicida ou
outro ligante, uma vez que a caspase-11 ndo reconhece o LPS pouco acilado de
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Francisella (Hagar et al., 2013). Notavelmente, P. aeruginosa deficiente no T3SS
prolifera no citoplasma evitando a deteccdo por NLRP3 e NLRC4, mas é reconhecida por
mGBP2 e IRGB10. Curiosamente, apenas 0 mGBP2 promove a morte bacteriana,
enquanto que tanto 0o mGBP2 e o IRGB10 permitem a ativacéo de caspase-11 levando a
morte da celula hospedeira. Assim, durante a infec¢do por P. aeruginosa deficiente no
T3SS, a morte bacteriana e a exposicdo de ligantes bacterianos séo dois processos nao
ligados (Balakrishnan et al., 2018). Coletivamente, os GBPs sdo cruciais ndo apenas
durante as infecgdes por patdgenos vacuolares, mas também na apresentacdo de ligantes
ocultos por terem diretamente como alvo as bactérias citosolicas. Alem dessa fungéo litica
exibida pelos GBPs murinos sobre patdgenos especificos, 0s GBPs humanos marcam e
restringem a disseminacdo bacteriana por um mecanismo diferente. O GBP1 humano
reconhece o O-antigeno presente no LPS de S. flexneri e promove o co-recrutamento de
4 paralogos adicionais de GBP (GBP2, GBP3, GBP4 e GBP6). O GBP1 exibe um motivo
proteico polibasico especifico que contém uma tripla-arginina essencial para o
reconhecimento de S. flexneri. A bactéria S. flexneri decorada com GBP1 ndo tem a
capacidade de formar caudas de actina e, portanto, ndo possui motilidade, o que evita sua
disseminacdo célula a célula (Piro et al., 2017; Wandel et al., 2017). De forma
interessante, a ubiquitina ligase IpaH9.8 secretada pelo sistema de secrecédo tipo 3 de
Shigella interfere com o GBP1 direcionado para bactérias citosolicas. De fato, IpaH9.8
ubiquitina os GBPs humanos para a degradacdo proteasomal e, portanto, restaura a
motilidade mediada por actina, promovendo a disseminacéao bacteriana (Piro et al., 2017;
Wandel et al., 2017).

Mecanismos adicionais de atividade antimicrobiana também estdo relacionados
aos GBPs. As bactérias Gram-negativas produzem e liberam vesiculas da membrana
externa (OMVs) durante a infeccdo, as quais s@o internalizadas pelos macréfagos e
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funcionam como um veiculo que carrega e entrega o LPS (e varios outros antigenos de
superficie) no citosol do hospedeiro. Os LPS carreados e entregues por OMVs podem
desencadear a ativagdo de caspase-11 promovendo a ativagdo do inflamassoma néo-
candnico, desempenhando um papel central na defesa do hospedeiro e na patogénese
bacteriana (Kaparakis-Liaskos and Ferrero, 2015; Vanaja et al., 2016). Além disso, as
OMVs das bactérias Gram-negativas E. coli, Pseudomonas, Salmonella e Shigella ativam
o inflamassoma ndo-candnico de maneira dependente de GBP®". Nesse contexto, 0s
GBPs podem romper as OMVs e, portanto, liberar o LPS para que ele, assim, possa
desencadear a ativacdo de caspase-11 (Santos et al., 2018). De fato, devido a natureza
hidrofobica da porcéo lipideo A do LPS, os GBPs podem facilitar a ligacdo de caspase-
11 ao proprio LPS intracelular e também ao LPS de membranas lipossdmicas

transfectadas experimentalmente (Santos et al., 2018).
1.3.5.2 — A piroptose dependente da gasdermina

Desde a ultima década € sabido que os inflamassomas respondem ao
reconhecimento de PAMPs e DAMPs com a formacdo de poros na membrana em um
processo de morte celular inflamatéria dependente de caspase-1 conhecida como
piroptose (Cookson and Brennan, 2001; Martinon et al., 2009). Com a descoberta da via
ndo candnica de caspase-11, foi reportado que esta molécula é capaz de desencadear
morte celular por piroptose em resposta a LPS de maneira independente de
NLRP3/ASC/caspase-1 (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2011; Kayagaki et al., 2013).
No entanto, 0 mecanismo exato envolvido na piroptose permaneceu incerto por longos
anos até que recentemente, dois grupos de pesquisa identificaram, utilizando
metodologias distintas, uma nova molécula que atua como substrato de caspase-1 e

caspase-11 no processo de piroptose (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015). Essa
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proteina € a gasdermina D, a qual atua como substrato tanto de caspase-11 quanto
caspase-1 (Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015). GSDMD pertence a uma familia de
proteinas identificadas pela primeira vez no trato gastrointestinal e na derme, por isso, foi
chamada de "gasdermin” (Saeki et al., 2000; Tamura et al., 2007). Estas moléculas sdo
expressas em uma variedade de tipos celulares e tecidos e englobam um grupo de seis
proteinas em humanos e dez proteinas em camundongos (Feng et al., 2018). Todas as
proteinas GSDMs, exceto Pejvakin (PJVK), podem ser potencialmente clivadas por
caspases, desencadeando oligomerizacdo e formagdo de poros na membrana. Este
mecanismo é bem conhecido para GSDMD e GSDME (DFNA5). A GSDME ¢ clivada
pela caspase-3 apoptotica liberando o dominio N-terminal que se insere na membrana
plasmatica, levando a um processo de necrose secundaria (Rogers et al., 2017). A
GSDMD ¢é clivada pela caspase-1 e caspase-11 gerando um dominio C-terminal (p20) e
um N-terminal ativo (p30) (Kayagaki et al., 2015; Rogers et al., 2017; Shi et al., 2015).
Além disso, a inibicdo da atividade da cinase-1 ativada pelo fator de crescimento
transformador B (TAK1) provoca a clivagem de GSDMD por caspase-8 similarmente a
clivagem por caspase-1 e caspase-11 (Orning et al., 2018; Sarhan et al.).

Uma vez que a clivagem de GSDMD ocorre, o dominio N-terminal € inserido na
membrana plasmatica e oligomeriza-se formando poros de 10-16 nm de didmetro (Broz,
2015; Ruan et al., 2018). O efluxo de potéssio pode ocorrer através desses poros,
desencadeando a ativagcdo do inflamassoma de NLRP3/ASC (Baker et al.; Munoz-
Planillo etal., 2013; Perregaux and Gabel, 1994; Petrilli et al., 2007; Ruhl and Broz, 2015;
Schmid-Burgk et al., 2015). Além disso, substratos de menor didametro como IL-1p
maduro (Evavold et al., 2018; He et al., 2015), IL-18 e mediadores inflamatorios como
eicosanodides podem ser liberados através dos poros, levando ao recrutamento de
neutrofilos para o local da infeccéo (Jorgensen et al., 2016a). Além disso, quando a agua
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entra nas células, causa um desequilibrio osmético que pode culminar com a ruptura e
morte celular (Gaidt and Hornung, 2016). No entanto, novos dados demonstraram que as
células podem reparar 0s poros da membrana para regular a piroptose e liberacdo de
citocinas (Evavold et al., 2018; Ruhl et al., 2018). Este processo é coordenado pelo
maquinério do complexo de enderegamento endossomal necessario para o transporte
(ESCRT), o qual remove os poros liberando vesiculas, conhecidas como ectossomos, da
membrana plasmaética para o espago extracelular (Andrews et al., 2014; Jimenez et al.,
2014; Scheffer et al., 2014). O ESCRT atua “downstream” a GSDMD de maneira
dependente do influxo de Ca?* através dos poros na membrana dependentes de GSDMD,
0 que desencadeia 0 recrutamento de proteinas ESCRT para sitios de membrana
danificados (Ruhl et al., 2018).

Tanto inflamassomas canonicos quanto ndo-candnicos podem desencadear a
piroptose dependente de GSDMD, visto que a clivagem de GSDMD pode ser executada
tanto por caspase-1 quanto por caspase-11. Bactérias Gram-negativas como E. coli, S.
typhimurium, S. flexneri e B. thailandensis ativam caspase-11 promovendo a clivagem de
GSDMD e a formacéo de poros (Kayagaki et al., 2015). Por outro lado, inflamassomas
canbnicos como AIM2 e NLRC4 desencadeiam morte celular piroptética de maneira
também dependente de GSDMD. Por exemplo, o inflamassoma de AIM2 é requerido para
a clivagem de GSDMD em resposta a F. novicida. De fato, camundongos Gsdmd~- sdo
mais suscetiveis a infecgdo por F. novicida, sugerindo a necessidade de GSDMD para a
restricdo da infeccdo deste patdgeno (Zhu et al., 2018). Com relacdo a ativagdo do
inflamassoma de NLRC4, a flagelina ndo induziu a formacéo de poros em BMDMs de
camundongos Gsdmd-- nos momentos iniciais, embora a piroptose tenha acontecido em
momentos posteriores. Portanto, este resultado sugere que a caspase-1 pode clivar outros
substratos pro-piroptéticos alem de GSDMD (Kayagaki et al., 2015).
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Véarios mecanismos pelos quais a piroptose dependente de GSDMD pode
contribuir para a restricdo de infeccdo bacteriana foram propostos. Um deles sugere que
quando a célula morre por piroptose, as bactérias intracelulares permanecem aprisionadas
nessas células formando estruturas denominadas armadilhas intracelulares induzidas por
poros (PITs — do inglés “Pore-induced intracellular traps”) (Jorgensen et al., 2016b).
Além disso, a secrecdo de citocinas e mediadores atraves dos poros de GSDMD leva a
um recrutamento de neutrofilos, os quais removem esses PITs pelo processo de
eferocitose, auxiliando no controle da infeccdo bacteriana (Jorgensen et al., 2016a;
Jorgensen et al., 2016b). Ademais, estudos recentes associaram a molécula de GSDMD a
liberacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs — do inglés “Neutrophil
extracelular traps”), um processo de morte celular chamado de NETose (Chenetal., 2018;
Sollberger et al., 2018). Essas estruturas sdo compostas de DNA neutrofilico e proteinas
granulares, tais como elastase neutrofilica (NE), mieloperoxidase (MPO) e catepsina G.
Essas NETs atuam como uma barreira que evita a disseminacdo bacteriana e também
matam os patdgenos pela degradacdo de seus fatores de viruléncia (Brinkmann et al.,
2004) . Em vista disso, a GSDMD pode ser clivada por serino-proteases como NE
(Sollberger et al., 2018). Uma vez clivada, ela leva a formacgéo de poros na membrana
dos grénulos azurofilicos dos neutrofilos, contribuindo para o aumento da liberagdo de
NE no citoplasma (Sollberger et al., 2018). A NE liberada no citoplasma pode entrar no
nacleo onde processa as histonas para promover a descondensacdo da cromatina,
desencadeando a expansdo nuclear, que é uma etapa importante durante o processo de
NETose (Papayannopoulos et al., 2010). Além disso, o NE liberado no citosol também
pode clivar mais GSDMD, promovendo um feedback positivo, uma vez que GSDMD
desencadeia uma maior formacdo de poros nas membranas dos granulos azurofilicos dos
neutrofilos. Finalmente, a GSDMD clivada também se insere na membrana plasmatica
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celular culminando em lise celular e liberacdo de NETs (Sollberger et al., 2018).
Notavelmente, este € um processo no qual a GSDMD esta envolvida na formacdo de
poros, independente da ativacdo do inflamassoma. Por outro lado, os PAMPs que
desencadeiam a ativacdo do inflamassoma n&o-candnico, como o LPS intracelular, podem
desencadear a formacdo de NETs dependente de GSDMD, mas independente das
proteinas classicas, tais como NE e MPO, descrevendo uma nova via de liberagdo de
NETs (Chen et al., 2018). Além disso, fragmentos N-terminais de GSDMD foram
encontrados nestas armadilhas ap06s sua liberacdo pela célula, sugerindo um possivel
papel para GSDMD na restri¢cdo de patdgenos por matar diretamente os micrdbios fora
das células (Sollberger et al., 2018). Notavelmente, essa morte direta pode constituir uma
nova maneira pela qual o GSDMD reduz a disseminacdo de patdgenos viaveis a partir de
células piroptéticas, embora ainda ndo esteja confirmada por estudos in vivo. Além disso,
GSDMD atacando as membranas bacterianas pode resultar na liberagdo de PAMPS no
citosol. Este mecanismo foi recentemente hipotetizado para explicar a resposta de F.
novicida durante a ativacao do inflamassoma de AIM2 (Zhu et al., 2018). Em resposta a
F. novicida, a GSDMD é necessaria para a ativagao 6tima de caspase-1. Como BMDMs
Gsdmd- exibem ativacdo residual da caspase-1, sugeriu-se que, durante a fase inicial da
infeccdo por F. novicida, ela ativa a caspase-1 independente da GSDMD. No entanto,
uma vez ativa, a caspase-1 cliva GSDMD, que pode formar poros na bactéria intracelular
causando sua lise e liberagdo de DNA que, em uma retroalimentagédo positiva, ativa o
AIM2 levando a mais ativacao de caspase-1 e piroptose (Zhu et al., 2018). Em vista disso,
o fragmento N-terminal de GSDMD pode interagir com membranas bacterianas ricas em
cardiolipina formando poros e causando bacteriolise, como mostrado quando o fragmento

N-terminal foi incubado in vitro com E. coli e Staphylococcus aureus (Liu et al., 2016).
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Em resumo, os dados recentes da literatura sugerem uma intrincada rede de vias
de sinalizacdo durante a ativacdo do inflamassoma ndo-canénico, e consequentemente,
da piroptose dependente de GSDMD (Fig. 4). A caspase-11, com a participacdo dos
GBPs, é ativada pelo LPS citosolico derivado de PCVs ou OMVs, iniciando a via ndo-
candnica do inflamassoma. Posteriormente, a clivagem da GSDMD pela caspase-11 ativa
produz um fragmento N-terminal que induz a formagdo de poros nas membranas
celulares. Este processo, em Ultima analise, leva a piroptose, um programa de morte
celular importante para a eliminacdo de bactérias intracelulares. Além disso, o efluxo de
K* pode induzir a montagem do inflamassoma de NLRP3, o que resulta na ativagdo de
caspase-1 e secregdo de IL-1p. Vale ressaltar que as bactérias podem interagir com varios
PRRs durante sua infeccdo, e a ativagdo ou inibi¢cdo de uma via de transducdo de sinal
pode afetar outras vias. Por exemplo, o efluxo de K* pode ser um resultado de diferentes
estimulos, além da formacdo de poros dependentes de GSDMD. Além disso,
inflamassomas canonicos, como AIM2 ou NLRC4, desencadeiam a piroptose de maneira
dependente de GSDMD, sugerindo que regularmente ocorre um “crosstalk” dessa via
complexa de sinalizacdo. Nesse contexto, 0s GBPs que atacam os PCVs podem liberar
diferentes fatores além do LPS, como o DNA, possibilitando a ativagdo de multiplas vias
concomitantemente. Além disso, a secrecdo de mediadores durante a piroptose pode
recrutar células, como os neutréfilos, que sdo participantes proeminentes do “clearance”
bacteriano. Assim, a ativacdo ndo-candnica do inflamassoma é conhecida como um

processo de coordenacdo projetado para restaurar a integridade e a funcéo do tecido.
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Figura 4: Bases moleculares da ativacdo do inflamassoma nao-canénico levando a piroptose e
restricdo de infecgdes bacterianas. (Gomes et al., 2019)

1.4 — A resposta imune inata frente a infec¢éo por B. abortus

A resposta imune inata contra B. abortus comeca apos a interacdo com as APCs
através do reconhecimento dessa bactéria por receptores de reconhecimento de padrdes,
tais como TLRs e NLRs (Marim et al., 2017b). MyD88 e IRAK4 sdo moléculas criticas
envolvidas na via de sinalizacdo de TLRs que resulta na ativacdo de vias de NF-kB,
MAPKSs e producéo de citocinas inflamatdrias. Estas moléculas desempenham um papel
essencial na producdo de citocinas pro-inflamatorias por macréfagos e no controle da

infeccdo de B. abortus em camundongos (Macedo et al., 2008; Oliveiraetal., 2011; Weiss
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et al., 2005). Embora o LPS modificado de B. abortus seja um fraco ativador de TLR4, a
proteina de membrana externa (OMP) 16 (U-OMP16) derivada de B. abortus é capaz de
desencadear a producéo de citocinas inflamatorias dependentes de TLR4 (Pasquevich et
al., 2010; Weiss et al., 2005). Além disso, o L-Omp19 desencadeia a producao de TNF-
a ¢ IL-6 dependente de TLR2 em macrdfagos peritoneais de camundongos (Delpino et
al., 2012). Embora o TLR2 e 0 TLR4 ndo desempenhem nenhum papel no controle da
infeccdo por B. abortus em camundongos, o TLR9 se correlaciona com a restricdo de
infeccéo e, recentemente, 0 TLR9 mostrou ser ativado por motivos CpG derivados do
DNA de B. abortus (Gomes et al., 2016; Weiss et al., 2005). Estudos publicados
anteriormente do nosso grupo revelaram que B. abortus também pode ser reconhecida
pelas proteinas NLRs. NOD1 e NOD2 contribuem para a sinalizacdo de NLRs em
resposta a B. abortus, uma vez que BMDMs deficientes em NOD1 e NOD2 produziram
niveis reduzidos de TNF-a (Oliveira et al., 2012). No entanto, a auséncia dessas
moléculas ndo foi critica para o controle da infeccdo de B. abortus (Oliveira et al., 2012).
Além disso, B. abortus pode desencadear ativacdo de inflamassomas dependentes de
ASC, como NLRP3 e AIM2, levando a ativacdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1p
(Campos et al., 2014; Gomes et al., 2013; Marim et al., 2017b). Entretanto, a importancia
da via ndo-canénica e, portanto de caspase-11 e GSDMD em resposta a B. abortus
permanecem desconhecida. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi a avaliagdo do
papel do inflamassoma ndo-candnico em resposta a infecgcdo por B. abortus envolvendo

sua importancia no controle da infeccdo dessa bactéria.
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2- Justificativa

Nos ultimos anos, um grande progresso foi realizado no controle da brucelose em
diversos paises, porém ha ainda varias regifes nas quais a infeccdo em animais
domesticos persiste, levando a frequente transmissdo para a populagdo humana. Em
varias partes do mundo, especialmente nos paises mediterraneos da Europa, no norte e
leste da Africa, no Oriente Médio, na Asia sul e central, e nas Américas Central e Sul, a
brucelose ainda é uma doenca humana importante e muito frequentemente ndo
reconhecida, e assim ndo reportada. Poucos paises no mundo estdo oficialmente livres da
doenca e casos envolvendo pessoas retornando de paises endémicos ainda ocorrem
(WHO, 2006). Além disso, no Brasil a brucelose bovina ainda é responsavel por grandes
perdas econdmicas na pecuaria (Santos et al., 2013). Dessa forma, o estudo dos
mecanismos envolvidos no controle da infeccdo de B. abortus é fundamental para
controle da doenca no Brasil e no mundo.

Recentemente, foi observado que diversas espécies de bactérias Gram-negativas
sdo capazes de desencadear a ativacdo de um inflamassoma nao-candnico dependente de
caspase-11 (Rathinam et al., 2012b). Nesse processo, caspase-11 reconhece o LPS
bacteriano no citoplasma levando a piroptose e secrecdo de IL-1a, além de desencadear a
ativacdo do inflamassoma de NLRP3/ASC levando a secrecdo das citocinas IL-1p ¢ IL-
18 (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2011; Kayagaki et al., 2013; Shi et al., 2014).
Gomes e colaboradores (2013) observaram que B. abortus € capaz de levar a ativacdo do
inflamassoma de NLRP3/ASC levando a ativacdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1p
(Gomes et al., 2013). Dessa forma, o objetivo desse trabalho € avaliar a participacdo de
caspase-11 na resposta a infeccdo por B. abortus, incluindo a ativacdo do inflamassoma
de NLRP3 e o controle da infeccdo, a fim de melhor compreender os mecanismos

envolvidos na resposta a esse patdgeno. A partir do avanco na compreensao dos
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mecanismos envolvidos na ativacdo molecular de caspase-11 e do inflamassoma,
esperamos prover informac@es relevantes para a elucidacdo de novos componentes do
sistema imune que atuam no reconhecimento da bactéria B. abortus e de seus derivados.
Em um contexto mais amplo, esperamos complementar o modelo do mecanismo de
ativacdo celular induzido por este procarioto in vitro e vislumbrar a relevancia desses

componentes da imunidade inata no controle da infeccdo in vivo.
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3- Objetivos

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar o papel do inflamassoma ndo-canénico em resposta a infec¢éo por B. abortus.

3.2 — Objetivos Especificos

I Determinar o papel de caspase-11 na secre¢do da citocina pré-inflamatoria IL-1
e na ativacdo de caspase-1 em BMDM (do Inglés “Bone Marrow-Derived
Macrophages”) em resposta a B. abortus.

ii. Investigar o papel de caspase-11 na morte celular por piroptose em BMDM em
resposta a B. abortus.

iii. Investigar o papel das GBPs na inducdo da via ndo candnica em resposta a B.abortus.

iv. Avaliar o papel de GSDMD na piroptose induzida por B. abortus e na ativacdo do
inflamassoma de NLRP3/ASC em resposta a essa bactéria.

V. Avaliar o papel de caspase-11 e GSDMD na restricdo da infeccdo por B. abortus
em BMDM in vitro e em modelo murino de infecgéo in vivo e 0s mecanismos

envolvidos nesse processo.
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4- Material e métodos
4.1 — Bactérias

A cepa 2308 de B. abortus foi obtida da nossa colecdao do laboratério. Ja a cepa
mutante de B. abortus AvirB2 utilizada neste estudo foi gentilmente cedida pelo Dr.
Renato de Lima Santos da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil (Mol
et al., 2014). Essa cepa mutante foi obtida por troca alélica do gene virB2, gerando uma
delecdo polar de virB2. Todas as bactérias foram cultivadas em meio de cultura Brucella
broth (BD Pharmingen, San Diego, CA) durante 1 dia a 37°C sob agitacdo constante. A
densidade éptica da cultura a 600 nm foi medida em um espectrofotdmetro para

determinar o nimero de bactérias na solucéo.

4.2 — Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 (selvagem) adquiridos da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os camundongos NIrp3”- e Casp1/117-
foram descritos previamente e retrocruzados com camundongos C57BL/6 por pelo menos
oito geragOes (Kuida et al., 1995; Mariathasan et al., 2006). Camundongos Casp11,
Gsdmd’-, Gbp2” e Gbp®3/- foram gerados a partir do fundo genético C57BL/6
(Degrandi et al., 2013; Kayagaki et al., 2015; Kayagaki et al., 2011; Yamamoto et al.,
2012). Os camundongos Caspl”’Casp-11T foram gerados a partir de camundongos
Caspl1/117- que receberam um transgene que codifica uma cdpia funcional do alelo da
caspase-11, como descrito anteriormente (Kayagaki et al., 2011). Os animais foram

mantidos na UFMG e utilizados com 6-9 semanas de idade.
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4.3 — Declaracao de ética

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as leis brasileiras 6638 e
9605 em Experimentacdo Animal. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (NUumero da Licenca:

CETEA # 128/2014).

4.4 — Genotipagem de camundongos Casp1”-Casp11T9

As biopsias das orelhas dos camundongos foram obtidas e inseridas em tubos de
0,2 ml estéreis. Para a extracdo do DNA, foi acrescentado 75 pul por amostra de solugdo
de lise alcalina (25 uM de NaOH, 0,2 uM de Na;,EDTA, pH 12) e incubado por 1 h a 95°
no termociclador. A solugao de neutralizagao (40 uM de Tris HCI, pH 5) foi adicionada
no volume de 75 ul por amostra. Extraido o DNA, este foi submetido a técnica de PCR.
Para o PCR foi utilizado um par de iniciadores capaz de amplificar caspase-11 presente
no plasmideo BAC (Fw: CTGCATTGCCTAGCTGCATT, Rv:
GGGTACCTGAGGATGAAGGA) e um par de iniciadores a ser usado como controle da
presenca de DNA nas amostras, o qual € capaz de amplificar o gene constitutivo de
camundongos TCRD (Fw: GTCAGTCGAGTGCACAGTTT, Rv:
CAAATGTTGCTTGTCTGGTG). Como controle positivo e negativo da reacdo de PCR,
foram utilizados DNA de um animal sabidamente Casp1”Casp11™ e DNA de um animal
sabidamente Caspl1/117, respectivamente. Além disso, como controle geral de

contaminacao da reacéo, foi realizado PCR de uma amostra na auséncia de DNA.

4.5 — Preparo de macro6fagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

Os BMDMs foram diferenciados in vitro a partir de células-tronco extraidas do

fémur de camundongos. As culturas foram diferenciadas por 7 dias em estufa a 37°C, 5%
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CO2 em meio DMEM suplementado com 1% de HEPES, 20% de soro fetal bovino (SFB),
30% de meio condicionado por células L929 (LCCM) fonte de M-CSF (importante para
diferenciacdo de células progenitoras em macréfagos), 100 U/mL de penicilina e 100
U/mL de streptomicina. Apds a diferenciacdo, os macrdfagos foram coletados pela
lavagem das monocamadas com PBS gelado, distribuidos em placas de cultura e
cultivados em meio DMEM, contendo 1% SFB e 1% HEPES ou 10% SFB e 1% HEPES,

dependendo do experimento.

4.6 — Transfeccédo de LPS de B. abortus em BMDMs

BMDM foram dispostas em placas de 24 pogos (5x10° células/poco). Para o
ensaio, as celulas foram pré-tratadas com PAM3CSK (1 pg/ml) por 6 h. Para a
transfeccdo, foram feitas duas solu¢cdes ambas com volume final de 50ul: uma contendo
meio DMEM sem soro fetal bovino e com FUGENE®HD (Promega, Madison, USA) na
concentracdo final de 0,25% para o volume final de cada poco (2,5 pl/ml); e outra
contendo meio DMEM sem soro e com LPS de B. abortus na concentracao 5 pg/ml. As
duas solucdes foram misturadas e mantidas por 15 min a temperatura ambiente antes da
adicdo as células. Apos esse tempo, a solugdo contendo FUGENE®HD mais LPS foi
adicionada as BMDMs ja submetidas a meio DMEM sem SFB suplementado com 1% de
HEPES. Apos 17 h da transfeccdo, o sobrenadante e o lisado das células foi coletado para
posteriormente serem submetidos as técnicas de Western Blotting e dosagem de citocinas

por ELISA.

4.7 — Ensaio de formacgéao de poro e geragao de anticorpo

A formacéo de poros em BMDMs foi determinada pela quantificagdo do influxo

de iodeto de propidio como descrito anteriormente (Cerqueira et al., 2015). Os BMDMs
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foram semeados em placas de 96 pocos pretas de fundo transparente (1x10° células/pogo),
mantidos ndo primados ou pré-estimulados com LPS de E. coli (1 ug/ml) ou PAM3CSK
(500 ng/ml) durante 4 ou 6 h, respectivamente. As células foram submetidas ao meio
RPMI 1640 sem vermelho de fenol (phenol-red) com 15 mM de HEPES e 0,38 g/l de
NaHCOs3 suplementado com 10% (v/v) de FBS e 6 ug/ml de iodeto de propidio. Os
BMDMs foram imediatamente infectados ou transfectados. As infecgGes foram realizadas
com B. abortus selvagem em um MOI de 100 por 8 h ou 15 h. As transfec¢des com LPS
de B. abortus foram realizadas utilizando o reagente de transfeccdo FUGENE®HD
(Promega, Madison, EUA) como descrito acima e o influxo de iodeto de propidio foi
quantificado durante 24 h. Durante a infecgdo/transfeccéo, as placas foram incubadas a
37°C no leitor de microplacas FlexStation 3 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) e a
emissdo de fluorescéncia do iodeto de propidio foi medida a cada 1 h. Durante as
infeccdes, as bactérias foram opsonizadas com um anticorpo de camundongos policlonal
(anti-B. abortus, diluicdo 1:1000) para garantir maior eficiéncia da fagocitose bacteriana.
Este anticorpo policlonal foi gerado pela injecdo de 1x10° bactérias mortas por
calor/camundongo. Os animais foram injetados trés vezes durante um intervalo de 15
dias; e apds esse periodo, o soro de cada camundongo foi testado quanto a presenca do

anticorpo especifico e armazenado a -80°C.

4.8 — Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo de citocinas

Para a quantificacdo de citocinas, BMDMs foram plaqueados a uma densidade de
5x10° células/poco em placas de 24 pogos. Os BMDM:s foram infectados com B. abortus
ou com a cepa mutante virB2 em um MOI de 100 ou transfectados com LPS de B. abortus,
como descrito acima, por 17 h. Como controle positivo, as células foram pré-tratadas com

1 pg/ml de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 4 h e estimuladas

54



com 20 uM de nigericina (Sigma-Aldrich) por 30 min. Os sobrenadantes foram coletados
e as citocinas foram quantificadas utilizando kits de ELISA de IL-1p, IL-la, TNF-o e IL-
12 de camundongos (R & D systems, Minneapolis, MN) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Para a medicéo de KC, cinco camundongos de cada grupo (C57BL/6, Caspll
- e Gsdmd) foram infectados de forma intraperitoneal com 1x10° UFC de B. abortus da
cepa virulenta S2308 e sacrificados 2 semanas apés a infeccdo. Fragmentos com
aproximadamente 100 mg dos bacos obtidos foram homogeneizados em 1 ml de solugéo
de extracdo de citocinas (solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo um
coquetel anti-proteases (0,1 mM PMSF, 0,1 mM cloreto de benzeténio, 10 mM EDTA e
20 Kl aprotinina A) e Tween-20 a 0,05%) utilizando um homogeneizador de tecidos (T10
basico ULTRA-TURRAX, IKA, Alemanha). Em seguida, 0os homogenatos foram
centrifugados a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram imediatamente
coletados e mantidos a 80°C para posterior quantificacdo de citocinas. O KC foi medido
utilizando o kit de ELISA (R & D systems, Minneapolis, MN) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

4.9 — Ensaio de liberacéo de lactato desidrogenase

Os BMDMs foram plaqueados em placas de 24 pogos (5x10° células/pogo) e
infectados com B. abortus a um MOI de 100. As infeccbes foram realizadas em meio
DMEM sem vermelho de fenol (phenol-red). Apds 8 h de infec¢cdo, os sobrenadantes
foram coletados para analise da liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) pelas
celulas mortas. A quantidade de LDH total foi determinada a partir da lise das culturas
controle com Triton X-100. A presenca da enzima LDH foi quantificada utilizando o kit
de liberacdo de LDH CytoTox 96 (Promega, Madison, W1), de acordo com as instrucoes
do fabricante.
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4.10 — Curvas de crescimento de B. abortus em BMDMs

Para determinacdo do crescimento bacteriano em macréfagos, BMDMs foram
infectados com B. abortus selvagem (WT) com MOI 10 e centrifugadas a 270 g por 10
min, 25°C. Apos 2 h de infeccdo, os pocos foram lavados 3 vezes com solucdo salina
0,9% de NaCl para retirada das bactérias que ndo foram fagocitadas pelas células. Nesse
momento e apds 24, 48 e 72 h de infec¢do, os macrdfagos foram lisados com 1 ml de agua
estéril. DiluicGes seriadas de cada poco foram plaqueadas em meio BB (Brucella Broth)
solido. As unidades formadoras de colénia (UFC) foram obtidas a partir da contagem de

colbnias bacterianas presentes apds 72 h de incubacao a 37°C.

4.11 — Curvas de crescimento de B. abortus in vivo

Cinco camundongos de cada grupo (C57BL/6, Caspll”- e Gsdmd’) foram
infectados por via intraperitoneal (i.p.) com uma solucéo de 100 uL de salina 0,9% NaCl
contendo 1x10° UFCs de B. abortus da cepa virulenta S2308 e sacrificados ap6s 72 h, 1
ou 2 semanas de infeccdo. Para os animais NIrp3”, Caspll”, Caspl”’Caspll,
Casp1/117, a carga bacteriana foi avaliada apds 2 semanas de infeccdo. Os bagos foram
retirados e macerados em 10 ml de solu¢do salina (NaCl a 0,9%), diluidos de maneira
seriada e plaqueados em duplicata em agar Brucella Broth. Ap6s 3 dias de incubacdo a
37°C, o numero de UFCs foi determinado como descrito anteriormente (Macedo et al.,

2008).

4.11 — Ensaio de pull-down para caspase-11 ativa

Os BMDMs foram cultivados em placas de 6 pogos (5x10° células/pogo). As
células foram pré-tratadas com o inibidor de caspases marcado com biotina Biotin-VAD-

FMK (Enzo) na concentracdo final de 20 uM 15 min antes da infec¢do. Apos esse tempo,
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as celulas foram infectadas com B. abortus com MOI 100 ou transfectadas com LPS de
B. abortus como descrito acima. Apos 17 h de infeccdo, o lisado celular foi preparado
com tampdo de lise RIPA contendo inibidor de protease. As particulas esféricas de
agarose conjugadas a estreptavidina (Streptavidin agarose) foram lavadas 2 vezes com
tampao de lise RIPA sem inibidor de protease previamente ao seu uso. Em seguida, 400ul
do volume das amostras iniciais foi adicionado as particulas esféricas e mantido sob
agitacéo por pelo menos 4 h a 4°C. O restante do volume da amostra inicial foi guardado
(input) para ser usado como controle. Apds esse tempo, as amostras contendo as particulas
esféricas foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Foram feitas 3 lavagens
com tampdo de lise RIPA. As amostras foram suspendidas em 60 pl do tampédo de
amostra, fervidas por 10 min, centrifugadas e o sobrenadante coletado. As amostras
resultantes do ensaio de pull-down foram submetidas a técnica de Western Blotting com
anticorpo primario anti-caspase-11. Além disso, amostras do lisado antes do pull-down
(input) foram incubadas com anticorpos especificos para caspase-11 e para a proteina

constitutiva f-actina como controles.

4.12 — Western Blottings

Os BMDMs foram plaqueados a uma densidade de 5x10° células/poco em placas
de 24 pocos. As células foram infectadas com B. abortus selvagem ou com a cepa mutante
virB2 em um MOI de 100 ou transfectadas com LPS de B. abortus, como descrito acima,
por 17 h. Como controle positivo, as células foram pré-tratadas com 1 pg/ml de LPS de
E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 4 h e estimuladas com nigericina a 20
uM (Sigma-Aldrich) por 30 min. Os sobrenadantes da cultura foram coletados e as células
foram lisadas utilizando o Reagente de Extragdo de Proteinas de Mamifero M-PER

(Thermo Fisher Scientific) suplementado com uma mistura de inibidores de protease na
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concentracdo 1:100 (Sigma-Aldrich). Os lisados e os sobrenadantes de células foram
submetidos a analise por SDS-PAGE e Western Blotting. As proteinas foram suspendidas
tampédo de amostra de Laemmli (Laemmli, 1970) e o contetdo foi fervido por 10 min. As
proteinas foram separadas utilizando gel de SDS-PAGE a 15% e transferidas para
membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Uppsala, Suia) em tampéo de
transferéncia (50 mM Tris, 40 mM glicina, 10% metanol). O blogueio foi realizado nas
membranas durante 1 h em TBS com 0,1% de Tween-20 contendo 5% de leite desnatado.
As membranas foram incubadas durante a noite com anticorpos primarios a 4°C. Os
anticorpos primarios utilizados incluiram um anticorpo monoclonal de camundongo
contra a subunidade p20 da caspase-1 (Clone Casper-1) (Adipogen, San Diego, CA,
EUA), um anticorpo monoclonal de camundongo anti-caspase-11 (Clone 4E11)
(Adipogen, San Diego, CA, EUA) e um anticorpo monoclonal de rato anti-GSDMD
(Genentech, linhagem celular GN20-13), ambos a uma diluicdo de 1:1000. O Western
Blotting controle da quantidade de proteinas foi realizado utilizando o anticorpo
monoclonal de coelho anti-B-actina (Clone 13E5) (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA) na diluicdo de 1:1000. As membranas foram lavadas 3 vezes durante 5 min
utilizando TBS com 0,1% de Tween 20 e incubadas durante 1 h a 25°C com o anticorpo
secundario conjugado a HRP apropriado a uma diluicdo de 1:1000. As bandas
imunorreativas foram visualizadas utilizando o substrato de HRP quimioluminescente
luminol (Millipore) e analisadas utilizando o software ImageQuant TL (GE Healthcare,

Buckinghamshire, Reino Unido).

4.13 - PCR em tempo real
O RNA foi extraido a partir de BMDMs utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen,
Carlsbad, CA) a fim de isolar o0 RNA total seguindo as instrugdes do fabricante. A

58



transcri¢ao reversa de 2 ug do RNA total foi realizada usando as microesferas de RT-

PCR Illustra Ready-To-Go (GE Healthcare, Chicago, IL) de acordo com as instrucdes do

fabricante. A RT-PCR em tempo real foi realizada utilizando o SYBR Green PCR master

mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) no equipamento de PCR em tempo real

QuantStudio3 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os primers apropriados foram

utilizados para amplificar um fragmento especifico correspondente aos seguintes alvos

genéticos especificos:

Tabela 1: Primers utilizados na PCR em tempo real.

Gene forward reverso
B-actina | S’GGCTGTATTCCCCTCCATCG3’ | S’CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
3

GBP1 | 5'GAGTACTCTCTGGAAATGGCC | STAGATGAAGGTGCTGCTGAGGA
TCAGAAAZ' GGACTGZ

GBP2 | 5CTGCACTATGTGACGGAGCTA | 55CGGAATCGTCTACCCCACTC3
3

GBP3 | 5'CTGACAGTAAATCTGGAAGC | 5'CCGTCCTGCAAGACGATTCAS
CAT3

GBP4 5'GGAGAAGCTAACGAAGGAAC | STTCCACAAGGGAATCACCATTTT
AA3' 3

GBP5 | 5'CTGAACTCAGATTTTGTGCAG | 5>CATCGACATAAGTCAGCACCAG
GA3’ 3

GBP7 | STCCTGTGTGCCTAGTGGAAAA | 5'CAAGCGGTTCATCAAGTAGGAT

3’

3!

59




Todos os dados sdo apresentados como unidades de expressao relativa apos a

normalizagdo para o gene da B-actina e as medicOes foram realizadas em triplicata.

4.14 - Silenciamento com siRNA

Os BMDMs foram previamente tratados com PAM3CSK (500 ng/ml) e apds 6 h,
foram transfectados com siRNA da siGENOME SMARTpools (Dharmacon, Lafayette,
CO) utilizando o reagente de transfeccdo GenMute siRNA de acordo com as instrugoes
do fabricante (SignaGen, Rockville, MD). Os siRNAs siGENOME SMARTpool
especificos para GBP1 (M-040198010005, GBP3 (M-063076-01-0005), GBP5 (M-
054703-01-0005) e GBP7 (M-061204-01-0005) de camundongos foram utilizados neste
estudo. Foi utilizado como controle um pool de siRNA (D-001206-14-05). Quarenta e
seis horas apos a transfecgdo do siRNA, as células foram transfectadas com LPS de B.
abortus (5 pg/ml) como descrito acima. Apds 17 h, o sobrenadante foi coletado para
quantificacdo de IL-1p por ELISA e da liberacdo de LDH utilizando o kit CytoTox 96

(Promega, Madison, W1), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.15: Anélise de citometria de fluxo

Cinco camundongos de cada grupo (C57BL/6, Caspll”- e Gsdmd”) foram
infectados i.p. com 1x10® UFCs de B. abortus da cepa virulenta S2308 e sacrificados 2
semanas apos a infecgdo. As células do bago foram coletadas e lavadas duas vezes com
PBS estéril. Apds a lavagem, as células foram ajustadas para 1x10° células em meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 150 U de penicilina e 150 pg de
sulfato de estreptomicina por po¢co numa placa de 96 pogos. Depois, as células foram
centrifugadas a 1500 rpm durante 7 min a 4°C e lavadas com PBS contendo 1% de

albumina de soro bovino (PBS/BSA). As células foram incubadas com anti-CD16/CD32
60



(FcBlock) (1:30 diluido em PBS/BSA) durante 20 min a 4°C. As células foram depois
centrifugadas e lavadas em PBS/BSA e incubadas durante 20 min a 4°C com uma mistura
dos seguintes anticorpos: 1gG2a de rato anti-murino F4/80 conjugado com biotina (clone
BMS8; 1:200); 1gG2b de rato anti-murino CD11b conjugado com APC-Cy7 (clone M1/70;
1:200); 1gG1 de hamster anti-murino CD11c conjugado com FITC (clone HL3; 1: 200);
IgG2a de rato anti-murino Ly-6G conjugado com PE (clone 1A8; 1: 200) e 1gG2a de rato
anti-murino CD62L conjugado com APC (clone MEL-14; 1:400). Todos 0s anticorpos
foram obtidos da BD Bioscience. As células foram centrifugadas e lavadas novamente
com PBS/BSA e incubadas com estreptavidina conjugada com PerCP Cy5.5 (1:30)
durante 20 min a 4°C. Para quantificar a IL-17, as células foram centrifugadas, lavadas
novamente com PBS/BSA e fixadas e permeabilizadas usando o reagente BD
Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience, San Diego, CA, EUA) de acordo com as instrucoes
do fabricante. As células foram entdo incubadas com o anticorpo anti-1L-17 IgG2a de rato
anti-murino conjugada com PE (clone eBio 18F10; 1:30; eBioscience) durante 30 min a
4°C. Por fim, as células foram lavadas trés vezes, suspensas em tampéao PBS e avaliadas
utilizando equipamento Attune Acoustic Focusing (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). Os resultados foram analisados usando o software FloWJo (Tree Star, Ashland,

OR, EUA).

4.16: Microscopia confocal

Camundongos C57BL/6, Caspl1”- e Gsdmd~ foram infectados com B. abortus
como previamente descrito, e 3 dias ap6s a infeccdo foram inoculados intravenosamente
(i.v.) com uma dose unica de 8 pg de anticorpo Ly-6G PE (clone 1A8; 1:200, BD
Bioscience) para cada 20 g do camundongo. Apds 2 h, os bacos foram extraidos e foi
realizada a analise de microscopia confocal ex vivo do 6rgdo inteiro usando um sistema
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confocal Nikon Al. Trés animais por grupo foram analisados, e as imagens foram tiradas
usando uma objetiva de 4x para dez campos aleatdrios por camundongo. A porcentagem
de pixels fluorescentes vermelhos foi analisada por area de 6rgdo por campo usando o

software ImageJ.

4.17: Ensaio de aumento extracelular de [K*] e quantificacéo do efluxo de K*

Para o ensaio de aumento extracelular da concentragédo de K*, os BMDMs foram
plagueados a uma densidade de 5x10° células/poco em placas de 24 pogos. Os BMDMs
foram incubados em um meio contendo 80 mM de KCI 1 h antes da infec¢do. Em seguida,
0s BMDMs foram infectados com B. abortus em um MOI de 100 no mesmo meio por 17
h e a partir do sobrenadante coletado dessas células, a citocina IL-1p foi quantificada. A
concentracdo intracelular de K* foi determinada por emissdo de fluorescéncia da sonda
de potassio Asante Potassium Green-2 (APG-2, TEFLabs, Austin, EUA).
Resumidamente, BMDMs (2x10* células/poco) foram plaqueadas em placas de 96 pocos
pretas de fundo transparente e infectadas com B. abortus em um MOI de 100. Apés 6 h
de infeccdo, as células foram incubadas com 5 uM de APG-2 em meio RPMI sem SFB e
sem vermelho de fenol durante 30 min. Os BMDMs foram lavados com PBS e 0 meio foi
substituido por RPMI sem vermelho de fenol. Quatro imagens por poco foram gravadas
com ampliacéo de 40x utilizando o ImageXpress Micro High-Content Imaging System e
processadas com o MetaXpress High-Content Image Acquisition e Analysis (Molecular
Devices). As imagens foram analisadas usando o software ImageJ, e a concentragéo de
K* intracelular em cada célula foi calculada como uma porcentagem: MFI540nm (célula

inquirida)/Z MFI540nm (células controle) x 100.
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4.18: Deplecao de neutrdfilos

Os neutrofilos foram depletados por injecdo intraperitoneal de 100 pg de
anticorpo anti-Ly6G de camundongo (clone 1A8, BioXcell, West Lebanon, NH, EUA)
24 h antes da infecgdo. A infecco foi realizada intraperitoneal com 1x10% UFCs de B.
abortus da cepa virulenta de S2308. A deplecdo de neutrofilos foi mantida com aplicagdes
de anticorpos anti-Ly6G de camundongo em intervalos de 2 dias entre cada dose durante
um total de 7 dias. Nestes experimentos, 100 pg de um anticorpo controle de isotipo (1gG
de soro de rato, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram administrados como
controle. Apds 1 semana de infeccdo, os camundongos foram sacrificados, os bagos foram
coletados e a contagem de UFCs foi realizada como descrito acima. A deplegéo de
neutréfilos foi confirmada por anélise de citometria de fluxo a partir de células de bago
de camundongos depletados e controle. A populacdo de neutrofilos foi analisada por
marcagao de 1x10° células durante 30 min a 4°C com anticorpos fluorescentes anti-Ly6G
(PE, clone 1A8, BD Biosciences). As células marcadas foram adquiridas no Citémetro de
Fluxo Attune (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e analisadas utilizando o

software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, USA).

4.19 — Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA). O teste t de Student ndo pareado foi usado para comparar dois
grupos. One-way ANOVA seguido por multiplas comparacdes de acordo com o
procedimento de Tukey foi usado para comparar trés ou mais grupos. Salvo indicacdo em
contrario, os dados sdo expressos como a média = SD. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas com um valor de p <0,05.
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5- Resultados

5.1 — A producéo de IL-1p e a ativacdo de caspase-1 em resposta a B. abortus séo

dependentes de NLRP3, caspase-11 e do sistema de secrecéo do tipo 1V

Recentemente, Kayagaki e colaboradores observaram que animais deficientes em
caspase-1 construidos em 1995 (Kuida et al., 1995) também eram deficientes em caspase-
11 (Kayagaki et al., 2011). Essa descoberta levou a necessidade de definir se ha
participacao de caspase-11 nas respostas até entdo atribuidas a caspase-1. Para tanto, eles
construiram camundongos Casp11”- e camundongos transgénicos Caspl”’-Casp11™9, os
quais nés utilizamos nesse trabalho. Os camundongos transgénicos Caspl”’Casp11T
foram gerados a partir da microinjecdo de uma construcdo do cromossomo artificial
bacteriano (BAC) contendo o gene para caspase-11 em embribes duplo deficientes em
caspase-1 e caspase-11 (Casp1/117), originando camundongos deficientes apenas em
caspase-1. Como esses animais sdo transgénicos, e, portanto, heterozigotos, para gerar a
prole eles sdo cruzados com animais duplo deficientes em caspase-1 e caspase-11
(Casp1/117). Dessa forma, somente aproximadamente 50% dos filhotes sdo
heterozigotos possuindo o gene para caspase-11. Dado esse fato, em toda prole gerada ha
a necessidade de realizar a genotipagem para separacdo dos animais transgénicos Caspl
l-Casp11™ dos duplo-deficientes em caspase-1 e caspase-11 (Casp1/117).

Realizamos os cruzamentos entre camundongos Casp1/117- e Caspl’/Caspl1™e
genotipamos a prole a fim de observar a presenga/auséncia de caspase-11 através da
técnica de PCR com iniciadores especificos para a constru¢cdo BAC contendo caspase-11.
Como controle da presenca de DNA nas amostras dos animais, realizamos a amplificagao
do gene ndo relacionado conhecido como TCRD, o qual codifica a cadeia delta do

receptor de célula T e esta presente em todos os camundongos. Como controle positivo e
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negativo da reacéo, foi utilizado DNA de animais sabidamente Caspl”Casp11™ e de
animais sabidamente Casp1/11”, respectivamente. Como controle geral negativo do
PCR, utilizamos agua ao invés de DNA. Em um experimento representativo (Fig. 5),
observamos que dos 9 animais genotipados, 5 foram positivos para presenca de caspase-
11, bem como o animal controle positivo. Dessa forma, foi observada proporcéo
aproximada de 50% de animais transgénicos. Como esperado, no PCR controle para o
gene TCRD, todos os 9 animais apresentaram banda, bem como os animais controle
positivo e negativo. Além disso, o controle negativo geral da reagdo ndo apresentou banda

com nenhum dos pares de iniciadores.

Figura 5: Genotipagem dos animais Caspl”Casp11'. As bidpsias de orelhas dos camundongos foram
coletadas, tiveram seu DNA extraido e foram submetidas a reacdo de PCR (1-9). Em uma das reagdes, foi
utilizado o par de iniciadores capaz de amplificar caspase-11. Na rea¢do controle, foi utilizado um par de
iniciadores que amplifica o gene TCRD, o qual é constitutivo em camundongos. Como controle positivo
(+) e negativo (-) da reacdo, foi utilizado DNA de animais sabidamente Caspl”Casp11™ e de animais
sabidamente Casp1/117, respectivamente. Como controle da reacdo (branco), foi utilizado agua ao invés
de DNA em uma das amostras. M: marcador; br: branco.

Uma vez selecionados os animais deficientes somente em caspase-1 (Caspl”
Casp11T9), fomos investigar a dependéncia de caspase-1 e caspase-11 nas respostas do
inflamassoma de NLRP3 a B. abortus. B. abortus selvagem € capaz de infectar
macrofagos selvagens levando a ativagdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1p e IL-18, de
forma dependente de NLRP3 (Gomes et al., 2013). Dessa forma, fomos investigar se a

secrecdo de IL-1pB por macrdfagos infectados com essa bactéria selvagem era dependente
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de caspase-11. Para tanto, infectamos BMDMs primados e ndo primados das linhagens
C57BL/6, NIrp37, Casp1/117, Caspl’-Caspl11™ e Caspl1l” com B. abortus selvagem.
Além disso, infectamos esses macrofagos com B. abortus mutante virB, a fim de avaliar
a importancia do sistema de secrecdo tipo IV virB para a secregdo de IL-1p. Como
controle, os macréfagos foram tratados com nigericina, a qual atua como agonista
candnico de NLRP3. Apds 50 min de tratamento com nigericina e 17 h de infec¢do com
B. abortus, foi avaliada a produgéo de IL-1p no sobrenadante das células.

Observamos que BMDMs da linhagem selvagem tanto primados quanto ndo
primados foram capazes de produzir IL-1f em resposta a infec¢do por B. abortus,
demonstrando a capacidade da prdpria bactéria em pré-estimular os macréfagos (Fig. 6A-
B). BMDMs de camundongos Casp11’ quando infectados com B. abortus selvagem e
com a mutante AvirB secretaram quantidades reduzidas de IL-13 em comparagédo com
BMDMs de camundongos C57BL/6. JA BMDMs das linhagens Nlrp3--, Casp1”-Casp11T9
e Caspl/117 ndo secretaram quantidades significativas de IL-1B. Além disso, nos
controles nédo infectados ndo foi observada secrecdo de IL-1B, conforme esperado.
Quando BMDMs da linhagem C57BL/6 foram infectados com B. abortus mutante em
AvirB foi observada uma redugéo na secrecdo de IL-1p em relagdo aos infectados com
bactérias selvagens. Esses dados sugerem que a secre¢do de IL-1B ocorre de maneira
dependente de NLRP3, caspase-1, caspase-11 e do sistema de secrec¢do do tipo IV virB.
Ademais, como BMDM s da linhagem NIrp3” ndo secretaram quantidades significativas
de IL-1B, enquanto BMDMSs Caspl11”- ainda apresentam uma producéo residual de IL-
1B, acreditamos que B. abortus seja capaz de ativar o inflamassoma de NLRP3 tanto de
maneira ndo candnica (dependente de caspase-11) quanto canonica (independente de

caspase-11).
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O tratamento controle com nigericina foi realizado a fim de observar a capacidade
dos macrofagos em responder adequadamente a um estimulo cuja resposta ja é conhecida.
Observamos que, como esperado, macréfagos de todas as linhagens ndo primados foram
incapazes de secretar IL-1p, devido & auséncia do primeiro sinal, o qual € necessario para
expressdo de NLRP3 e pré-I1L-1p. Ja os macrofagos primados das linhagens C57BL/6 e
Caspl1’ secretaram niveis similares de IL-1B, enquanto macrofagos Caspl’Casp11Ts,
Casp1/117 e NIrp3” foram incapazes de secretar IL-1B em resposta a nigericina, como
esperado.

Além disso, para investigar se a falta de caspase-11 ou caspase-1 poderia interferir
nas citocinas independentes do inflamassoma, os niveis de IL-12 e TNF-o foram medidos
nos sobrenadantes dos macréfagos infectados com Brucella. Como observado na Fig. 6C,
os macrofagos Caspll’- e Caspl/117- infectados produziram niveis semelhantes dessas

citocinas quando comparados com células de camundongos do tipo selvagem.
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Figura 6: A producdo de IL-1p em resposta a B. abortus é dependente de NLRP3, caspase-11 e do
sistema de secrecéo do tipo IV. (A-B) BMDMs primados (A) e ndo primados (B-C) com LPS de E. coli
(1 ug/ml) obtidos de camundongos C57BL/6, NIrp3”, Casp1/117-, Casp17"C1179 e Casp11” permaneceram
ndo infectados (NI) ou foram estimulados com B. abortus S2308 ou mutante AvirB com MOI 100 por 17 h
de infecg8o ou tratadas com nigericina (20 pM) por 50 min. O sobrenadante foi coletado e submetido ao
ELISA a fim de estimar a concentracéo de IL-1p, IL-12 e TNF-a. Os dados mostram a média + o desvio
padrdo de triplicatas. Teste T: *p<0.05.

B. abortus selvagem leva a ativacao de caspase-1, de forma dependente de NLRP3
(Gomes et al., 2013). Dessa forma, avaliamos se essa ativacdo de caspase-1 é dependente
de caspase-11. Infectamos BMDMs das linhagens selvagem, NIrp3”, Caspll”,
Caspl/117 e Caspl”’-Casp11™ ndo primados e primados com LPS com B. abortus
selvagem e mutante virB. Como controle, tratamos as mesmas linhagens de BMDMs com
nigericina. Apos 17 h de infec¢do com B. abortus e 50 min de tratamento com nigericina,
0 sobrenadante das células foi coletado e o lisado devidamente preparado para ser
submetido a técnica de Western Blotting. Posteriormente, o sobrenadante foi submetido
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a técnica de Western Blotting utilizando anticorpo especifico anti-caspase-1. Como
controle, o lisado foi incubado com anticorpos especificos para caspase-1 e para a
proteina constitutiva p-actina.

A partir do resultado do Western Blotting, observamos que quando macréfagos
Casp11” foram infectados com B. abortus selvagem, houve uma reducéo nos niveis de
ativacao de caspase-1 em comparacdo com macrdfagos selvagens da linhagem C57BL/6
(Fig. 7A-B). Assim como na secrecdo de IL-1pB, macréfagos Caspll”’ apresentaram
niveis residuais de ativacdo de caspase-1, ao passo que macréfagos Nlrp3” foram
incapazes de ativar caspase-1 em resposta a B. abortus selvagem, demonstrando mais
uma vez que B. abortus € capaz de ativar o inflamassoma de NLRP3 de maneiras candnica
e ndo candnica. Quando os macréfagos foram infectados com B. abortus mutante virB,
ndo observamos ativacao de caspase-1 por nenhuma das linhagens devido & importancia
do sistema de secrecdo do tipo IV para a ativacdo de caspase-1 pelos macréfagos. Como
esperado, os macréfagos Caspl’-Casp11™ e Casp1/117 ndo apresentaram expresséo de
caspase-1 quando infectados com B. abortus selvagem ou mutante virB. Além disso, nos
controles ndo infectados de todas as linhagens nédo foi observada ativagdo de caspase-1,
conforme esperado. Esses dados foram observados em macréfagos tanto primados (Fig.
7A) quanto ndo primados (Fig. 7B) devido a capacidade da propria bactéria em fornecer
0 primeiro sinal aos macr6fagos. Ademais, observamos a partir da expressdo de pro-
caspase-1 e B-actina que havia quantidade similar de proteina em todos os grupos. Esses
dados demonstraram que a ativacdo de caspase-1 em resposta a B. abortus ocorre de
maneira dependente de caspase-11, NLRP3 e do sistema de secre¢éo do tipo IV virB.

No tratamento controle com nigericina, como esperado, os macrdfagos nao
primados foram incapazes de ativar caspase-1 em resposta ao estimulo (Fig. 7C). Ao
passo que macrofagos primados das linhagens C57BL/6 e Caspl1”- foram capazes de

69



ativar caspase-1 em resposta a nigericina. Macrofagos NIrp3”, assim como os néo
tratados, foram incapazes de ativar caspase-1. Como esperado, ndo foi observada
expressdo de caspase-1 nos controles Caspl”-Casp11™ e Casp1/117.

Como forma de confirmar a expressao de caspase-11 pelos animais, infectamos
BMDMs primados e ndo primados das linhagens C57BL/6, Caspl1l”, Caspl/117’ e
Caspl”-Casp11™ com B. abortus e observamos a expressdo de caspase-11 nos lisados
apos 17 h de infecgdo pela técnica de Western Blotting. Como observado, para haver a
expressdo de caspase-11 foi necessario pré-tratamento com LPS ou infeccdo com B.
abortus (Fig. 7D). Dessa forma, macréfagos das linhagens C57BL/6 e Caspl”-Casp11™
guando primados ou quando infectados com B. abortus seja ndo primados ou primados,
apresentaram expressdo de caspase-11. Além disso, como esperado macrdfagos das
linhagens Casp11”’- e Casp1/117 ndo apresentaram expressdo de caspase-11. Além disso,
a partir da marcagao controle para -actina, observamos que todas as linhagens possuiam
a mesma quantidade de células tanto ndo primadas quanto primadas.

Coletivamente, esses dados demonstraram que B. abortus é capaz de levar a
ativacéo de caspase-1 e secrecdo de IL-1B de maneira dependente de NLRP3, caspase-11

e do sistema de secregéo do tipo 1V virB.
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Figura 7: A ativacao de caspase-1 em resposta a B. abortus é dependente de NLRP3, caspase-11 e do
sistema de secrecdo do tipo 1V. BMDMs foram obtidos de animais das linhagens C57BL/6, Nirp3™,
Caspl/117, Casp1”C11™ e Caspl1™. (A-D) BMDMs (A;C;D) primadas e (B;D) ndo primadas com LPS
de E. coli (1pg/ml) permaneceram ndo infectados (NI) ou foram estimulados com (A;B;D) B. abortus
S2308 ou (A;B) mutante AvirB com MOI 100 por 17 h de infecgdo ou (C) tratadas com nigericina (20 pM)
por 50 min. O sobrenadante e o lisado foram coletados, separados por SDS-PAGE e submetidos a Western
Blotting. (A-C) Os sobrenadantes foram marcados com o anticorpo primario monoclonal anti-caspase-1
p20 e os lisados com anticorpo primario monoclonal anti-caspase-1 p20 ou com o anti-p-actina. (D) Os
lisados de BMDMs nao primados e primados foram marcados com o anticorpo primario anti—caspase-11
p38/p43 ou com o anti-B-actina.
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5.2 — A transfeccdo do LPS de B. abortus leva a producéo de IL-1p e ativacdo de
caspase-1 de maneira dependente de NLRP3 e caspase-11

Um estudo anterior sugeriu que a caspase-11 atua como um receptor de
intracelular de LPS (Shi etal., 2014). Uma vez que reconhece o LPS no citosol, a caspase-
11 é ativada desencadeando a piroptose e a secre¢do de IL-1a. Além disso, a caspase-11
é capaz de desencadear a ativacdo do inflamassoma de NLRP3/ASC, levando ao
processamento de caspase-1 e secrecdo de IL-1p (Hagar et al., 2013; Kayagaki et al.,
2013; Shi et al., 2014). Dessa forma, analisamos se o LPS de B. abortus diretamente
transfectado no citosol de macrofagos era capaz de desencadear a ativagdo da caspase-1
e a secrecdo de IL-1p. Para isso, BMDMs de camundongos C57BL/6, Nlrp3--, Casp1/11-
I Casp1”-Casp11™ e Casp11”- foram transfectados com LPS de B. abortus purificado e
apos 17 horas de transfec¢do, quantificamos a producéo de IL-B e a ativacao de caspase-
1 no sobrenadante celular. Observamos que os BMDMs de camundongos C57BL/6 foram
capazes de produzir altos niveis de IL-1B em resposta ao LPS citoplasmatico (Fig. 8A).
Em contraste, os BMDMs de camundongos Casp11”-, Caspl” Casp11', Casp1/117- e
NIrp37 secretaram baixos niveis de IL-1B semelhante as células controle tratadas apenas
com o reagente de transfeccdo FUGENE®HD. Esses dados sugerem que o LPS de B.
abortus e reconhecido pela caspase-11 no citosol dos macréfagos e leva a secrecédo de IL-
1B dependente de NLRP3, caspase-1 e caspase-11.

Além disso, investigamos se 0 LPS de B. abortus era capaz de desencadear a
ativacdo da caspase-1 de maneira dependente da caspase-11. Os BMDMs de
camundongos C57BL/6, NIrp3”, Caspl/117, Caspl’Caspll™ e Caspll”’ foram
transfectados com LPS de B. abortus. Apds 17 horas de transfeccdo, os sobrenadantes

das células foram coletados e os lisados foram preparados para imunoblotting utilizando
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anticorpo especifico para a subunidade p20 de caspase-1. Observamos que os macréfagos
do tipo selvagem transfectados diretamente com o LPS de B. abortus ativaram caspase-1
(Fig. 8B). Em contraste, os BMDMs de camundongos Nlrp3” e Caspl1”- ndo foram
capazes de ativar a caspase-1 em resposta ao LPS de B. abortus. Como esperado, 0s
BMDMs de camundongos Caspl”-Casp11™ e Casp1/117 ndo expressaram caspase-1.
Além disso, a ativacdo de caspase-1 ndo foi observada nos controles ndo tratados e nos
tratados somente com o reagente de transfeccio FUGENE®HD, como esperado. Estes
dados sugerem que a ativagdo de caspase-1 em resposta ao LPS de B. abortus é
dependente de caspase-11 e NLRP3. Coletivamente, esses dados demonstraram que 0
LPS de B. abortus é o PAMP responsavel pela ativacdo do inflamassoma nao-canénico

de caspase-11 quando reconhecido por caspase-11 no citosol dos macréfagos.
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Figura 8: A transfeccdo do LPS de B. abortus desencadeia a producdo de IL-1p e ativacio de caspase-
1 de maneira dependente de NLRP3 e caspase-11. BMDMs primados das linhagens C57BL/6, Nlrp3™,
Caspl/117-, Caspl’C11™ e Caspll” foram mantidos nio transfectados (NI) ou transfectados com
FUGENE®HD ou FUGENE®HD acrescido do LPS (5 ug/ml) de B. abortus S2308 por 17 h. Apés esse
tempo, o sobrenadante e o lisado foram coletados. (A) O sobrenadante foi submetido a ELISA para estimar
a concentragdo de IL-1p. (B) O sobrenadante ¢ o lisado foram separados por SDS-PAGE e submetidos a
Western Blotting. O sobrenandante foi marcado com anticorpo monoclonal anti-caspase-1 p20 e o lisado
foi marcado com o anticorpo primario anti—caspase-1 p20 ou com o anti-p-actina. Os dados mostram a
média + o desvio padrdo de triplicatas. Teste T: *p<0.05 em relagdo a C57BL/6.

5.3 — B. abortus selvagem leva a piroptose e secre¢do de IL-1o. em BMDMs de

maneira dependente de caspase-11 e independente de caspase-1 e NLRP3

Uma das respostas induzidas por caspase-11 é a morte celular pré-inflamatéria
conhecida como piroptose, a qual ocorre de maneira independente de NLRP3/caspase-1
(Kayagaki et al., 2011). Os dados desse presente trabalho demonstraram que B. abortus
leva a ativacdo do inflamassoma ndo-canbnico de caspase-11, visto que ela induz a

ativacdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1B de maneira dependente de caspase-11. Dessa
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forma, como ela ativa caspase-11, fomos investigar se B. abortus 2308 ¢é capaz de induzir
a formacdo de poro de maneira dependente de caspase-11.

Para isso, BMDMs ndo primados e primados das linhagens C57BL/6, Nlrp3-,
Caspl1/117-, Caspl”-Casp11™ e Caspl1’ foram cultivados em meio contendo iodeto de
propideo (PI) e infectados com B. abortus selvagem. Como controle, BMDMs primados
foram tratados com nigericina, a qual atua como agonista de NLRP3 e indutora de poros
na membrana. O iodeto de propideo € uma molécula que intercala no DNA emitindo
fluorescéncia. Dessa forma, uma vez que ha dano na membrana celular como a formacéo
de poros, o iodeto de propideo penetra na célula e é capaz de se intercalar na dupla fita de
DNA. Desta forma, células com membranas plasmaticas intactas, ndo sdo permeaveis ao
composto. Enquanto células com algum tipo de dano na membrana ou poro permitem o
influxo do composto. Dessa forma, em células com poros na membrana é possivel a
quantificacdo de fluorescéncia emitida (unidades relativas de fluorescéncia — RFU) pelo
iodeto de propideo em um fluorimetro (SpectraMax i3 — Molecular Devices). As leituras
foram adquiridas pelo equipamento a cada 5 min.

A partir da analise dos dados obtidos, observamos que tanto em BMDMs néo
primadas quanto primadas derivadas de animais selvagens, Caspl”Casp11™ e Nlrp3”"
ocorreu formacdo de poros em resposta a infecgdo por B. abortus selvagem (Fig. 9A-J).
Ao passo que em BMDMs derivados de animais Casp11”- e Casp1/117- n&o foi observada
a formacéo de poros. Como esperado, ndo houve formacéo de poros nos controles néo
infectados. BMDM s das linhagens selvagem e Casp11”- foram capazes de formar poro
em resposta ao tratamento controle com nigericina (Fig 9K). Entretanto, BMDMs das
linhagens Nlrp3, Caspl”-Casp11' e Casp1/117 foram incapazes de formar poros, como

esperado. Coletivamente, nossos dados sugerem que B. abortus é capaz de levar a
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formacéo de poros em BMDMSs de maneira dependente de caspase-11 e independente de
caspase-1 e NLRP3.

Além da formacdo de poros, caspase-11 de maneira independente de
NLRP3/caspase-1 é capaz de levar a liberagdo de IL-1a (Kayagaki et al., 2011). Dessa
forma, avaliamos a importancia de caspase-11 para a liberacdo IL-1o. em resposta a
infeccdo por B. abortus. Para tanto, infectamos BMDMs primados das linhagens
C57BL/6, NIrp37, Casp1/117-, Caspl’-Caspl11™ e Caspll” com B. abortus selvagem.
Apoés 17 h de infecgdo foi avaliada a liberagdo de IL-1a no sobrenadante das células
infectadas por B. abortus.

Observamos que BMDM s das linhagens Caspl”/-Casp11™ e NIrp3” liberaram
quantidades semelhantes de IL-1a no sobrenadante em comparagdo com BMDMs da
linhagem selvagem (Fig. 10). Entretanto, BMDMs das linhagens Casp11” e Casp1/11”-
liberaram quantidades reduzidas de IL-1o. em comparagdo com BMDMs da linhagem
selvagem. Como esperado, BMDMs néo infectados foram incapazes de liberar IL-10.
Dessa forma, esses dados sugerem que caspase-11 é importante para a liberacao de IL-1a
por macrofagos em resposta a infeccéo por B. abortus.

Coletivamente, esses dados sugerem que B. abortus é capaz de levar a piroptose
e a liberacdo de IL-la em macréfagos de maneira dependente de caspase-11 e

independente de NLRP3 e caspase-1.
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Figura 9: A piroptose em resposta a B. abortus é dependente de caspase-11, mas independente de
NLRP3 e caspase-1. BMDMs das linhagens C57BL/6, Nlrp3™, Casp1/117, Caspl”C11™ e Caspl1l™”
foram mantidas ndo infectadas (NI) ou estimuladas com B. abortus com MOI 100. A formag&o de poro em
resposta a B. abortus (A-J) ou tratamento com nigericina (K) em BMDMs ndo primadas (A-E) e primadas
(F-K) foi quantificada fluorimetricamente em tempo real pelo influxo de iodeto de propideo (unidades

relativas de fluorescéncia — RFUS).
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Figura 10: A secrecdo de IL-la em resposta a B. abortus é dependente de caspase-11, mas
independente de NLRP3 e caspase-1. BMDMs das linhagens C57BL/6, Nlrp3™, Casp1/117, Caspl”
C11" e Casp11™ foram pré-estimuladas com LPS de E. coli e mantidas ndo infectadas (NI) ou infectadas
com B. abortus S2308 com MOI 100. BMDMs permaneceram ndo infectadas (NI — barras brancas) ou
estimuladas B. abortus S2308 (barras pretas) com MOI 100 por 17 h. O sobrenadante foi coletado e
submetido ao ELISA para estimar a concentracao de IL-1a. Os dados mostram a média + o desvio padréo
de triplicatas. Teste T: *p<0.05 em relacdo a C57BL/6.

5.4 — As proteinas ligadoras de guanilato (GBPs) sdo requeridas para a piroptose e
ativacdo de caspase-11 em resposta a B. abortus

As GBPs sdo GTPases indutiveis por interferon que atuam tanto na ruptura das
membranas de patégenos vacuolares quanto facilitando a interacdo intracelular do LPS
com caspase-11 para ativar o inflamassoma né&o-candnico, principalmente quando o LPS
se encontra em membranas lipossomais ou em membranas externas bacterianas (Meunier
et al., 2014; Pilla et al., 2014; Santos et al., 2018). Uma vez no citosol, o LPS dessas
bactérias pode ser reconhecido pelo receptor intracelular levando a ativagdo de caspase-
11. Uma vez ativa, caspase-11 leva a ativagdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1p de
maneira dependente de NLRP3 e a piroptose de maneira independente de
NLRP3/caspase-1. Portanto, hipotetizamos que as GBPs participam da ativacdo do
inflamassoma n@o-canoénico por B. abortus. Dessa forma, avaliamos a participacao das
GBPs na formacao de poros em resposta a B. abortus. Para avaliar o papel das GBPs,
infectamos BMDMs das linhagens C57BL/6 (selvagens), Gbpc"3”- (deficiente para o
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lIécus que codifica as GBP1, GBP2, GBP3, GBP5 e GBP7 no cromossomo 3 de
camundongos), Gbp2”- e Casp1/117- com B. abortus. Avaliando o influxo de iodeto de
propidio em tempo real durante 8h de infeccdo, observamos que macrofagos deficientes
em GBP2 foram capazes de formar poros de forma semelhante aos macréfagos selvagens
(Fig. 11A-C). Entretanto, macrofagos deficientes nos GBPs do cromossomo 3 foram
incapazes de formar poro semelhante ao que é visto em macréfagos duplo-deficientes em
caspase-1/caspase-11. Como esperado, macrofagos ndo infectados de todas as linhagens
foram incapazes de formar poro. Além disso, como controle, tratamos BMDMs C57BL/6,
Ghbp3- Gbp2”/- e Caspl/117- com nigericina e avaliamos o influxo de iodeto de
propideo em tempo real durante 2h de tratamento. Observamos que macréfagos
deficientes em GBP2 e nas GBP®" foram capazes de formar poro de maneira semelhante
aos macrofagos selvagens em resposta a nigericina. Ao passo que macréfagos deficientes
em caspase-1/caspase-11 foram incapazes de formar poro em resposta a nigericina, como
esperado. Esses dados sugerem que as GBPs do cromossomo 3, mas ndo o GBP2, séo
criticos para a formacédo de poro induzida por B. abortus.

Como o processo de formacdo de poro é desencadeado pela caspase-11 ativa,
investigamos se as GBPs do cromossomo 3 eram necessarias para a ativacdo de caspase-
11. Para isso, BMDM s das linhagens C57BL/6 e Gbp®"3-- foram pré-tratadas com um
inibidor de caspases marcado com biotina (Biotin-VAD-FMK) e, ap6s 15 min, infectadas
com B. abortus por 17 h. Esse inibidor se liga no sitio ativo das caspases e, portanto, sé
sera capaz de se ligar na caspase-11 quando esta enzima estiver na forma ativa. Apds 17
h de infeccdo, o lisado celular foi submetido ao ensaio de pull-down de caspase-11 usando
particulas esféricas de agarose conjugadas a estreptavidina, as quais se ligam ao inibidor
através da biotina. Feito o pull-down, as amostras foram submetidas a técnica de Western
Blotting usando o anticorpo primario anti-caspase-11. A caspase-11 s6 sera observada no
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blotting dos tratamentos nos quais a caspase-11 foi ativada. Como controle, amostras do
lisado inicial antes do ensaio de pull-down (input) foram incubadas com anticorpos
primarios para caspase-11 e para a proteina constitutiva 3-actina.

A partir do resultado do Western Blotting, foi possivel observar a presenca de
caspase-11 ativa somente em BMDMs selvagens infectadas com B. abortus (Fig. 11D).
Em BMDMs deficientes nos GBP®"®, bem como em BMDMs ndo infectados n&o foi
possivel observar presenga de caspase-11 ativa. Quando as amostras de lisado controle
(input) foram incubadas com anticorpo anti-caspase-11, observamos que houve expressao
de caspase-11 tanto em BMDMs selvagens quanto Gbpc'r3 infectadas com B. abortus.
Ao passo que, BMDMs ndo infectadas nem primadas ndo foram capazes de expressar
caspase-11. Além disso, observamos que todos 0s tratamentos possuiam 0 mesmo nimero
de células a partir dos niveis iguais de expressdo de p-actina em todas as amostras.

Coletivamente, esses dados sugerem que os GBPs do cromossomo 3 sdo
fundamentais para a ativacdo de caspase-11 e consequente formacdo de poro em

macrofagos em resposta a B. abortus.
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Figura 11: A piroptose e a ativacéo de caspase-11 em resposta a B. abortus sdo dependentes dos GBPs
do cromossomo 3. (A-C) BMDMs das linhagens C57BL/6, Gbp2'-, Gbp®®* e Casp1/117 foram mantidas
(A) ndo infectadas (NI) ou (B) estimuladas com B. abortus com MOI 100 ou (C) tratadas com nigericina
(20 uM). A formacéo de poros foi quantificada flurimetricamente em tempo real pelo influxo de iodeto de
propideo (unidades relativas de fuorescéncia — RFUs). (D) BMDMs das linhagens C57BL/6 e Gbp®""
foram pré-tratados com o inibidor de caspases marcado com biotina (Biotin-VAD-FMK) e ap6s 15 min
infectadas com B. abortus com MOI 100. Ap6s 17 h de infeccéo, o lisado celular foi preparado e submetido
ao ensaio de pull-down de caspase-11 usando particulas esféricas de agarose conjugadas a estreptavidina.
A amostra obtida (Pull-down) foi submetida a técnica de Western Blotting utilizando anticorpo especifico
para caspase-11. O input foi incubado com anticorpo primario anti-caspase-11 ou com o anticorpo primario
anti-p-actina. NI: ndo infectado; RFU: unidades relativas de fluorescéncia. Os graficos sdo representativos
de dois experimentos independentes.

Nossos dados sugerem que o LPS de B. abortus é o PAMP responsavel por ativar
a via ndo-candnica. Estudos anteriores sugerem que caspase-11 atua como um receptor
intracelular de LPS (Shi et al., 2014). No entanto, um estudo recente demonstrou que 0s
GBPs tém uma funcdo notavel mediando a interacdo do LPS com caspase-11 (Santos et
al., 2018). Por isso, nos perguntamos se as GBPs possuem papel na ativacdo do
inflamassoma néo-canbnico de caspase-11 também em resposta ao LPS de B. abortus

purificado. Para isso, BMDMs das linhagens C57BL/6, Gbp2’” e Gbp®3/ pré-
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estimuladas com PAM3CSK foram transfectadas com LPS de B. abortus usando o
reagente de transfeccdo FUGENE®HD e o influxo de iodeto de propidio foi avaliado
durante 8 h de infecgdo. Observamos que BMDMs das linhagens C57BL/6 e Gbp2™
formaram poros em resposta ao LPS de B. abortus, enquanto BMDMs deficientes nos
GBPs do cromossomo 3 foram incapazes de formar poros em resposta ao LPS bacteriano
(Fig. 12A-C). Além disso, investigamos se 0s GBP" também eram importantes para a
ativacdo da caspase-11 em resposta ao LPS de B. abortus. BMDMs das linhagens
C57BL/6 e Ghp® 3/~ foram previamente estimulados com PAM3CSK durante 6 h. Em
seguida, essas células foram pré-tratadas com um inibidor de caspases marcado com
biotina (Biotina-VAD-FMK) e apds 15 min, foi realizada a transfecgdo com o LPS de B.
abortus. Apds 17 h, os lisados das células foram submetidos ao ensaio de pull-down com
particulas esféricas de agarose acopladas a estreptavidina. Para observar os niveis de
ativacdo da caspase-11, as amostras de lisado foram submetidas a técnica de Western
Blotting utilizando anticorpo especifico anti-caspase-11. Assim como observado
previamente quando infectamos os macréfagos com a bactéria inteira, observamos aqui
que os macrofagos C57BL/6 foram capazes de ativar a caspase-11 em resposta ao LPS
purificado de B. abortus, enquanto que BMDMs deficientes nos GBPs do cromossomo 3

foram incapazes de ativar caspase.11 (Fig. 12D).
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Figura 12: O LPS de B. abortus ativa caspase-11 e desencadeia a piroptose de maneira dependente
de proteinas ligadoras de guanilato (GBPs). BMDMs C57BL/6, Gbp2™ e Gbp®™3" pré-tratados com
PAM3CSK (500 ng/ml) por 6 h permaneceram ndo transfectados (NI) (A), foram tratados com
FUGENE®HD (B) ou tratados com o LPS de B. abortus (5 pg/ml) pré-misturado com FUGENE®HD (C) de
acordo com as instrucfes do fabricante. A formacdo de poros foi avaliada fluorimetricamente em tempo
real pela incorporacéo de iodeto de propidio (unidades relativas de fluorescéncia). (D) Os BMDMs foram
pré-tratados com o inibidor de caspases biotinilado biotin-VAD-FMK 15 min antes da transfeccdo. As
células foram transfectadas com o LPS de B. abortus utilizando o reagente de transfeccdo FUGENE®HD
durante 17 h. O imunoblotting mostra a presenca das subunidades p43 e p38 de caspase-11 no lisado celular
total (input) e na fracdo do pull-down utilizando a fracdo agarose-estreptavidina dos BMDMs. A B-actina
foi usada como controle da quantidade de proteina aplicada. NI: ndo transfectado; RFU: unidade relativa
de fluorescéncia; C: controle; Fug: tratado com FUGENE®HD; B. abortus LPS: transfectado com LPS de
B.a.. Os graficos sdo representativos de dois experimentos independentes.

Dada essa importancia dos GBPs na ativacdo de caspase-11 e formacao de poro
em resposta ao LPS de B. abortus, decidimos investigar quais dos GBPs estariam
envolvidos na ativagdo da via ndo canénica em resposta ao LPS de B. abortus. Em
primeiro lugar, realizamos analises da expressao de GBP1, GBP2, GBP3, GBP4, GBP5
e GBP7 por gPCR em macrofagos transfectados com o LPS de Brucella. A partir desse
experimento, observamos um aumento na expressdo do mMRNA de GBP2, GBP3, GBP4,
GBP5 e, em menor extensdo, GBP7, em resposta a transfecgdo com o LPS bacteriano em

comparacdo com ceélulas transfectadas somente com o reagente de transfecgdo
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FUGENE®HD (Fig 13A). Vale notar que o0 GBP4 nio estd presente no cromossomo 3,
mas sim no cromossomo 5, porém é o que apresentou maior aumento na expressdo do
MRNA quando os macréfagos foram transfectados com o LPS de B. abortus. Ja no caso
do GBP1, observamos que ndo houve aumento de sua expressao em resposta ao LPS de
B. abortus. Em seguida, BMDMs da linhagem selvagem C57BL/6 foram silenciados com
SiIRNA correspondente aos genes de GBP1, GBP3, GBP4, GBP5 e GBP7 (Fig. 13B),
transfectados com LPS de B. abortus e em seguida, avaliada a secrecdo de IL-1P e
liberacdo de LDH. Como mostrado nas Fig 14 A e C, células tratadas com siRNA para
GBP4 e GBP5, foram capazes de reduzir a secrecdo de IL-13 e a liberagao de LDH em
comparagdo com outros GBPs silenciados. Vale notar que embora o GBP4 tenha
apresentado maiores niveis de expressdo do mMRNA em resposta ao LPS de B. abortus,
células silenciadas em GBP5 foram as que apresentaram maior reducdo nos niveis de
secrecdo de IL-1B e liberagdo de LDH em resposta ao LPS de B. abortus.
Simultaneamente, também realizamos experimentos semelhantes com macrofagos
deficientes em GBP2 e nos GBPs do cromossomo 3. Esses experimentos demonstraram
que GBP2 ndo desempenha nenhum papel na secre¢éo de IL-1p e liberagdo de LDH em
resposta ao reconhecimento do LPS de Brucella por caspase-11 (Fig 14B e D).
Coletivamente, esses dados sugerem que os GBPs, mais especificamente o0 GBP4 e o
GBP5, medeiam a ativagédo da caspase-11 e consequentemente desencadeiam a ativagédo

do inflamassoma ndo-candnico em resposta ao LPS de B. abortus purificado.
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Figura 13: Expressdo de proteinas ligadoras de guanilato (GBPs) em BMDMs. (A) BMDMs de
camundongos C57BL/6 foram transfectados com o LPS (5 pg/ml) de B. abortus usando o reagente de
transfeccdo FUGENE®HD. Apds 17 h de transfeccdo, o RNA foi extraido, purificado e a gPCR foi realizada
para medir os niveis de expressdo de GBP1, GBP2, GBP3, GBP4, GBP5 ¢ GBP7. * p <0,05 quando
comparado ao FUGENE®HD sozinho. (B) BMDMs de camundongos C57BL/6 foram transfectados com
siRNAs da sSiGENOME SMARTpools (Dharmacon) para os siRNAs controle, GBP1, GBP3, GBP4, GBP5
ou GBP7 por 46 h e entdo transfectados com o LPS (5 pg/ml) de B. abortus. Ap6s 17 h, o RNA total foi
extraido, purificado e qPCR realizado para medir os niveis de expressdo de GBP1, GBP3, GBP4, GBP5 e
GBP7. * p <0,05 quando comparado ao siRNA controle.
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Figura 14: GBP4 e GBP5 sdo requeridas para secrecdo de IL-1f e liberagio de LDH em resposta ao
LPS de B. abortus. BMDMSs de camundongos C57BL/6 pré-tratados com PAM3CSK (500 ng/ml) foram
transfectados com siRNA para GBP1, 3, 4, 5 e 7 por 46 h. Macro6fagos tratados com siRNA ou obtidos de
camundongos Gbp2”- ou Gbp®"3’ foram transfectados com FUGENE®HD sozinho ou com o LPS de B.
abortus (5 pg/ml) pré-misturado com FUGENE®HD de acordo com as instrugdes do fabricante. Apés 17 h,
o0s sobrenadantes foram coletados. (A-B) A secrecdo de IL-1p foi medida por ELISA. * p <0,05 comparado
ao siRNA controle ou C57BL/6. A piroptose foi avaliada medindo a liberacdo de LDH no sobrenadante.
(C) Para BMDMs que tiveram 0s GBPs silenciados, os valores representam a percentagem do valor médio
de liberacdo de LDH em comparagdo com células transfectadas com siRNA controle que foi utilizado como
um valor de referéncia definido para 100%. * p <0,05 em comparag¢ao com cada célula tratada com siRNA
de GBP transfectada com o LPS de B. abortus. (D) Para BMDMs silenciados nos GBPs, os valores
representam a porcentagem de LDH liberada em comparagdo com as células lisadas com Triton X-100. *
p <0,05 em comparacao com culturas de células C57BL/6 transfectadas com o LPS de B. abortus. Os dados
mostram a média + desvio padrédo representativa de dois experimentos independentes.
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5.5 - Gasdermina-D é fundamental para induzir a piroptose e ativar o inflamassoma
de NLRP3 em resposta a B. abortus

Recentemente, a identificacdo de uma proteina denominada Gasdermina-D
(GSDMD) contribuiu para a elucidacdo do mecanismo de formacéo de poros envolvidos
na piroptose (Aglietti et al., 2016; He et al., 2015; Kayagaki et al., 2015; Liu et al., 2016;
Sborgi et al., 2016; Shi et al., 2015). A GSDMD atua como substrato de caspase-11 e,
uma vez clivada, o fragmento N-terminal é recrutado para a membrana celular levando a
formagdo de poros na membrana. Como observamos que B. abortus é capaz de
desencadear a piroptose em macréfagos, decidimos avaliar o requerimento de GSDMD
para formac&o de poros em resposta a B. abortus. Primeiramente, macréfagos obtidos de
animais C57BL/6, Casp11”-, Gsdmd” e Caspl/117- permaneceram nao infectados ou
foram infectados com B. abortus para a avaliacdo do papel de GSDMD na formagéo de
poros em resposta a essa bactéria. A partir da quantificacdo do influxo de iodeto de
propideo em tempo real durante 8 h de infeccdo, descobrimos que BMDMs de
camundongos C57BL/6, formaram poros, enquanto que BMDMs de camundongos
Gsdmd”-, Casp11’- e Casp1/117 ndo formaram poros em resposta a B. abortus (Fig. 15B).
Como esperado, as células ndo infectadas foram incapazes de formar poros (Fig. 15A).
Isto sugere uma importancia de GSDMD para a formacdo de poros em resposta a B.
abortus. Uma vez gque ocorre a formacgéo do poro, a pressao osmotica leva a inducao de
influxo de agua, levando ao inchacgo e consequente ruptura das membranas, liberando o
conteddo citosélico como a enzima lactato desidrogenase (LDH). Dessa forma, a fim de
avaliar o papel de GSDMD durante a piroptose induzida por B. abortus, foi quantificada
a liberagdo de LDH em sobrenadantes de cultura celular. Os BMDMs obtidos de
camundongos C57BL/6, Caspl1l”-, Gsdmd”’ e Casp1/11”- foram infectados com B.

abortus e ap6s 8 h de infeccdo a LDH foi quantificada nos sobrenadantes. Observamos
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que B. abortus desencadeou maior porcentagem de liberacdo de LDH em macréfagos
C57BL/6 em comparagdo com macréfagos das linhagens Gsdmd-, Casp11”- e Casp1/11-
I~ (Fig 15C). Estes dados déo suporte aos resultados do ensaio de formacdo de poros,
sugerindo que GSDMD e caspase-11 sdo essenciais a piroptose em resposta a B. abortus.
A caspase-11 ativa cliva GSDMD para separar a subunidade reguladora p20 da
subunidade citotdxica p30, que se oligomeriza na membrana celular lipidica formando
um poro que culmina no evento de piroptose. Como observamos que B. abortus é capaz
de desencadear a piroptose dependente de GSDMD, decidimos avaliar se caspase-11 é
capaz de clivar GSDMD em resposta a infeccdo por B. abortus. Para isso, infectamos
BMDMs de camundongos das linhagens C57BL/6, Caspll”, Gsdmd’, Nlrp3” e
Casp1/117- com B. abortus e ap6s 17 h, o sobrenadante foi coletado e submetido a técnica
de Western Blotting. Observamos que BMDMs C57BL/6 e Nlrp3” foram totalmente
capazes de clivar GSDMD em sua subunidade p30 ativa (Fig. 15D). No entanto, em
macrdfagos Caspl1’- e Casp1/117 a clivagem da GSDMD foi abolida. Como esperado,
macrofagos Gsdmd™- ndo expressaram a proteina GSDMD. Dessa forma, este resultado
indica que caspase-11 é fundamental para a clivagem de GSDMD em resposta a B.
abortus. Além disso, NLRP3 foi dispensavel para a clivagem de GSDMD. Em seguida,
investigamos o papel de GSDMD na secregédo de IL-1p e ativagdo de caspase-1. BMDMs
de camundongos das linhagens C57BL/6, Gsdmd’, Caspll’ e Caspl/11’- foram
infectados com B. abortus por 17 h. A secrecdo de IL-1p e a ativacdo de caspase-1 foram
avaliadas no sobrenadante dessas células. Observamos que BMDMs deficientes em
GSDMD se assemelharam a BMDMs Caspll’, apresentando niveis reduzidos de
secrecdo de IL-1p e ativagdo de caspase-1 em compara¢do com os macrofagos C57BL/6
(16A e 16B). Como esperado, BMDMs Casp1/117 ndo secretaram IL-1B ou expressaram
caspase-1. Como indicado na literatura, pelos poros de gasdermina-D que se formam na
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membrana, ha um efluxo de ions, como o potassio, bem como secrecdo limitada de
pequenas proteinas citosolicas que se encaixam nesses poros, como a propria IL-1p (Gaidt
and Hornung, 2016). Apesar da grande variedade de estimulos que desencadeiam a
ativacdo de NLRP3 (por exemplo, espécies reativas de oxigénio, liberacdo de DNA
mitocondrial oxidado, catepsinas lisossomais e RNA bacteriano) o efluxo de potéssio
parece ser um ponto de convergéncia essencial para a ativacdo do inflamassoma NLRP3
(Baker et al., 2015; Munoz-Planillo et al., 2013; Perregaux and Gabel, 1994; Petrilli et
al., 2007; Ruhl and Broz, 2015; Schmid-Burgk et al., 2015). Portanto, decidimos
investigar a necessidade do efluxo de potéssio para a ativacdo de NLRP3 em resposta a
B. abortus. Submetemos os BMDMs de camundongos C57BL/6, Gsdmd, Casp11’ e
Casp1/117 a um meio contendo alta concentracdo de K* e apés 1 h, as células foram
infectadas com B. abortus. Ap6s 17 h, a secrecdo de IL-1p no sobrenadante foi avaliada.
Observamos uma reducdo significativa na secrecdo de IL-1p em BMDMs C57BL/6,
Caspl11’- e Gsdmd’ quando as células foram incubadas em meio contendo K* elevado
(Fig. 16C). Como esperado, a IL-1B ndo foi processada em BMDMs de camundongos
Caspl1/117. O aumento da concentracdo de K* extracelular preveniu a ativacdo do
inflamassoma de NLRP3, sugerindo uma grande importancia do efluxo de potéssio para
a ativacdo do inflamassoma em resposta a B.abortus. Em seguida, avaliamos se GSDMD
e caspase-11 eram necessarias para o efluxo de potassio em resposta a B. abortus.
Observamos que a concentracdo de potassio intracelular diminuiu em BMDMs C57BL/6
em resposta a infecgdo por B. abortus enquanto que em macrofagos Casp11”, Gsdmd”’ e
Caspl/117 as concentracdes de potassio permaneceram em niveis semelhantes aos

observados nos controles ndo infectados (Fig. 16D).
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Em resumo, esses dados sugerem que a piroptose, dependente de caspase-11 e
GSDMD é central para o efluxo de potassio e, conseqlientemente, para a ativacdo do

inflamassoma de NLRP3 em resposta a B. abortus.
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Figura 15: A Gasdermina-D (GSDMD) é requerida para induzir o processo de piroptose em resposta
a infeccéo por B. abortus. BMDM s obtidos de camundongos C57BL/6, Casp11’-, Gsdmd” e Casp1/11™"
permaneceram ndo infectados (NI) ou foram estimulados com B. abortus. BMDMs pré-estimulados com
LPS de E. coli (1 pg/ml) por 4 h permaneceram ndo infectados (A) ou foram infectados com B. abortus (B)
em um MOI de 100. A formacéo de poros foi avaliada fluorimetricamente em tempo real pela absor¢éo de
iodeto de propidio (unidades relativas de fluorescéncia) no ndcleo dos BMDMs permeabilizados. (C)
BMDMs primados permaneceram néo infectados (NI) ou foram infectados com B. abortus em um MOI de
100 por 8 h e, apds esse tempo, foi quantificada a liberacdo de LDH no sobrenadante celular. Os valores
representam a percentagem de LDH liberada em comparacdo com as células controle lisadas com Triton
X-100. *p<0,05 em comparacdo com culturas C57BL/6 infectadas com B. abortus. (D) Imunoblotting
mostrando GSDMD p50 e p30 nos lisados de BMDMs primados obtidos de camundongos C57BL/6, Nlrp3-
I, Caspl11”, Casp1/11”- e Gsdmd” infectados com B. abortus em um MOI de 100 por 8 h. A B-actina foi
quantificada nos lisados celulares correspondentes como controle da quantidade de proteina aplicada. Os
graficos séo representativos de dois experimentos independentes. NI: ndo infectado; RFU: unidade relativas
de fluorescéncia.
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Figura 16: Caspase-11 e Gasdermina-D (GSDMD) sdo importantes para o efluxo de K+ e ativagédo
do inflamassoma de NLRP3 em resposta a B. abortus. (A) Os BMDMs permaneceram ndo infectados
(NI) ou foram infectados com B. abortus ou mutantes virB2 a um MOI de 100 durante 17 h de infeccdo. Os
sobrenadantes foram submetidos ao ELISA para estimar a concentragdo de IL-1B. (B) Os mesmos
sobrenadantes e lisados de cultura coletados 17 h poés-infeccdo foram separados por SDS-PAGE,
transferidos e marcados com anticorpo monoclonal anti-caspase-1 p20. A B-actina foi quantificada nos
lisados celulares correspondentes como controle da quantidade de proteina aplicada. (C) Os BMDMs
obtidos de camundongos C57BL/6, Caspll”, Gsdmd’ e Caspl/117 foram incubados em um meio
contendo 80 mM de KCI 1 h antes da infecgdo. Apds isso, BMDMs foram infectados com B. abortus em
um MOI de 100 no mesmo meio por 17 h. A IL-1pB no sobrenadante foi medida utilizando kits de ELISA
para IL-1B de camundongo. As diferencas estatisticamente significativas entre BMDMs tratados com KCI
versus ndo tratados foi denotada por um asterisco para p<0,05. (D) A avaliacdo dos niveis intracelulares de
K* foi realizada utilizando a sonda fluorescente de K* APG-2. Os BMDMs obtidos de camundongos
C57BL/6, Caspl1l”, Gsdmd” e Casp1/117- permaneceram nio infectados (NI) ou foram infectados por 6 h
com B. abortus em um MOI de 100. Cada ponto representa a porcentagem de intensidade de fluorescéncia
do APG-2 emrelagdo a fluorescéncia média das células controle, e as barras vermelhas representam a média
de todas as células analisadas. As diferencas estatisticamente significativas entre BMDM s infectados versus
NI foi denotada por *p<0,05. Os gréaficos sdo representativos de dois experimentos independentes. NI: ndo
infectado; virB: mutante B. abortus. ns: estatisticamente ndo significativo.
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5.6 — GSDMD e caspase-11 sdo essenciais para o controle da infeccdo por B. abortus
e regulam o recrutamento de neutrofilos, macréfagos e células dendriticas

Uma vez que os BMDMs deficientes em caspase-11 apresentaram reducdo na
ativacdo de caspase-1 e na secrecdo dos niveis de IL-1pB, avaliamos se caspase-11 e
caspase-1 também desempenham um papel na restricdo da infecgdo por Brucella em
camundongos. Em primeiro lugar, camundongos das linhagens C57BL/6, Caspl1™,
Caspl” Caspl11'9, Caspl/17- e Nlrp3”- foram infectados de maneira intraperitoneal com
B. abortus. Apo6s 2 semanas de infeccdo, as unidades formadoras de colénias (UFCs)
bacterianas foram determinadas a partir do homogenato do baco. Os animais Caspl”
Casp11™ e NIrp3” foram tdo resistentes a infeccdo quanto os camundongos C57BL/6
(Fig. 17A). Em contraste, as cargas bacterianas foram aproximadamente 1 log mais altas
nos camundongos Casp11”- e Casp1/117- em comparacdo aos animais C57BL/6. Além
disso, quantificamos a replicagéo intracelular de Brucella em macréfagos dessas mesmas
linhagens C57BL/6, Nlrp3”-, Caspl/117-, Caspl’Caspll™ e Caspll”. Os BMDMs
foram infectados com B. abortus e o crescimento bacteriano foi avaliado apds 24, 48 e 72
h de infeccdo. Observamos uma multiplicacdo robusta dessa bactéria em todas essas
linhagens de macrdfagos de 0 a 72 h de infecgdo (Fig. 17B). Entretanto, em nenhum dos
tempos foi possivel observar diferenca significativa na susceptibilidade entre as linhagens
analisadas. Coletivamente, esses dados sugerem que caspase-11, mas ndo caspase-1 esta

envolvida na resposta a B. abortus in vivo, mas ndo em macro6fagos in vitro.
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Figura 17: A caspase-11, mas ndo caspase-1 e NLRP3, é requerida para o controle da infec¢do de B.
abortus em camundongos, mas ndo em macrofagos. (A) Camundongos das linhagens C57BL/6, Caspl1
", Caspl”Casp11™, NIrp3” e Casp1/11” foram infectados de forma intraperitoneal com 1x10® UFC de B.
abortus. Os camundongos foram sacrificados 2 semanas ap6s a infeccéo e os homogenatos de bago diluidos
foram plagueados em placas de agar contendo meio BB para determinag¢do do CFU. Os dados mostrados
sdo a média * desvio padrdo de cinco camundongos/grupo. As diferencas estatisticamente significativas de
Caspll” e Caspl/117- em comparacdo com camundongos do tipo selvagem sdo denotadas por um
asterisco, *p <0,05. O grafico é representativo de trés experimentos independentes. (B) BMDMs das
linhagens C57BL/6, NIrp3”, Casp1/117-, Caspl” C11™ e Casp11™ foram infectados com B. abortus com
MOI 100 e centrifugadas para permitir a fagocitose bacteriana eficiente pelas BMDMs. As culturas foram
incubadas por 24, 48, e 72 h para determinagdo de CFU. S8o mostradas as médias * desvio padrdo dos
pocos em triplicata.

A piroptose desencadeada por GSDMD foi recentemente associada ao clearance
bacteriano, uma vez que pelos poros formados nos macrofagos ocorre a liberacdo de
mediadores inflamatérios que contribuem para o recrutamento de células como 0s
neutrofilos, contribuindo para o controle da infeccdo (Jorgensen et al., 2016a; Jorgensen
et al., 2016b). Nesse trabalho, observamos que GSDMD e caspase-11 participam do
processo de piroptose em resposta a infeccdo por B. abortus. Além disso, observamos que
caspase-11 é importante para o controle da infeccdo de B. abortus em camundongos.
Portanto, investigamos o papel de GSDMD no controle da infecgéo por B. abortus. Para
isso, foram infectados camundongos das linhagens C57BL/6, Gsdmd” e Caspl1l” de
forma intraperitoneal com B. abortus e ap6s 72 h, 1 e 2 semanas, 0s animais foram
sacrificados, o bago foi retirado, macerado e o homogenato foi plaqueado em meio

Brucella Broth (BB) solido para crescimento e posterior quantificacdo do numero de
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UFCs. Foi observado um maior crescimento bacteriano nos camundongos Gsdmd™ e
Caspl1”- em comparagdo com os animais C57BL/6 apds 1 e 2 semanas de infeccdo (Fig.
18A). No entanto, ap6s 72 h de infec¢do com B. abortus, nenhuma diferenca na contagem
bacteriana foi observada, sugerindo que a auséncia de GSDMD e caspase-11 nao afetou
a colonizagdo inicial bacteriana por B. abortus nesses animais. Além disso, quantificamos
a replicacdo intracelular de Brucella em macréfagos das linhagens C57BL/6, Gsdmd™ e
Caspll” apds 2, 24 e 48 h ap6s a infeccdo in vitro. Nenhuma diferenca no niimero de
UFCs intracelulares foi detectada entre os macrofagos das linhagens de camundongos
testadas (Fig. 18B). Estes achados sugerem um papel de caspase-11 e GSDMD apés 1 e
2 semanas de infeccdo em camundongos, porém ndo em macréfagos in vitro.
Coletivamente, estes resultados demonstram que GSDMD e caspase-11, mas néo

caspase-1, sdo importantes para o controle da replicacdo de B. abortus em camundongos.
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Figura 18: Caspase-11 e GSDMD s&o requeridas para o controle da infeccdo in vivo, mas sdo
dispensaveis para a restricdo da replicacdo de B. abortus em macro6fagos. (A) Camundongos das
linhagens C57BL/6, Gsdmd™ e Casp11”- foram infectados de forma intraperitoneal com 1x10® UFC de B.
abortus. Os camundongos foram sacrificados ap6s 72 h, 1 e 2 semanas de infecgdo, e os homogenatos de
baco diluidos foram plaqueados em placas contendo meio &4gar BB para determinacdo de CFU. Os dados
mostrados sdo a meédia + desvio padrdo de cinco camundongos/grupo. * p <0,05, comparado a
camundongos do tipo selvagem. (B) BMDMs obtidos de camundongos C57BL/6, Casp11” e Gsdmd™”
foram infectados com B. abortus em um MOI de 100 por pogo. As culturas foram incubadas por 2, 24 e 48
h para determinagdo de CFU. Sdo mostradas as médias + desvio padrdo dos pocos em triplicata.

Neste trabalho, nds observamos que macrofagos deficientes em caspase-11 bem
como os deficientes em caspase-1/caspase-11, produzem quantidades reduzidas de IL-1a.
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Dessa forma, decidimos avaliar se os niveis reduzidos de IL-10. em células deficientes em
caspase-11 estavam relacionados a maior susceptibilidade de animais deficientes em
caspase-11 in vivo. Para tanto, infectamos camundongos selvagens e IL-/a”" por via
intraperitoneal. Ap6s 2 semanas de infecgdo, os animais foram sacrificados, o bago foi
retirado, macerado e 0 homogenato foi plaqueado em meio Brucella Broth (BB) sélido
para crescimento e posterior quantificacdo do nimero de CFUs (Fig. 19). Observamos
que os animais deficientes em IL-1o se mostraram tao susceptiveis & infec¢do quanto o0s
animais selvagens, dessa forma, sugerindo que embora a secre¢do de IL-1a dependa de

caspase-11, essa citocina nédo se relaciona com o controle da infecgdo in vivo em resposta

a B. abortus.
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Figura 19: Camundongos deficientes em IL-1a ndo mostraram aumento da carga bacteriana apés a
infecgcdo por B. abortus quando comparados a animais do tipo selvagem. Camundongos C57BL/6 e IL-
1o foram infectados por via intraperitoneal com 1x10% UFC de B. abortus. Os camundongos foram
sacrificados 2 semanas apoés a infec¢do e os homogenatos de baco diluidos foram plaqueados em placas de
agar contendo meio BB para determinacdo de UFC. Os dados sdo a média + desvio padrdo de cinco
camundongos/grupo. O gréfico é representativo de dois experimentos independentes. ns: estatisticamente
ndo significativo.

Como observamos que os camundongos Gsdmd~- sdo mais suscetiveis a infeccéo
e que GSDMD esta envolvida na piroptose em resposta a B. abortus, decidimos investigar
0 mecanismo envolvido na suscetibilidade de camundongos deficientes em GSDMD.

Para isso, avaliamos se os camundongos deficientes em GSDMD e caspase-11
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apresentavam uma deficiéncia no recrutamento de populacdes de células imunes para o
bacgo. Os animais das linhagens C57BL/6, Casp11”- e Gsdmd-- foram infectados com B.
abortus e apos 2 semanas, eles foram sacrificados, seu baco foi extraido e foram
analisados os numeros de neutrofilos, macrdéfagos e células dendriticas no bago por
citometria de fluxo. Observamos um maior namero de neutrofilos, células dendriticas e
macrofagos no bago de camundongos C57BL/6 infectados com B. abortus em
comparagdo com camundongos ndo infectados (Fig. 20A-20C). No entanto, quando
analisamos essas populacdes de células no baco de camundongos Gsdmd” e Casp11™
infectados com B. abortus, observamos uma redugdo no nimero de neutrofilos, células
dendriticas e macréfagos em comparagdo com camundongos C57BL/6. Adicionalmente,
submetemos os homogenatos esplénicos de camundongos C57BL/6, Casp11” e Gsdmd-
" infectados com B. abortus a um ensaio de atividade de mieloperoxidase (MPO) e
dosagem da quimiocina KC para confirmar se camundongos deficientes em GSDMD e
Caspl1 apresentavam menor recrutamento de neutréfilos no bagco. Observou-se atividade
reduzida de MPO (Fig 20D) e diminuicdo dos niveis de KC (Fig. 21) nos homogenatos
esplénicos dos animais Gsdmd- e Casp11” infectados com B. abortus em comparagio
com homogenatos de camundongos C57BL/6. A fim de confirmar essa deficiéncia no
recrutamento de neutrofilos, realizamos a analise de microscopia confocal ex vivo do baco
de camundongos ap6s 72 h de infeccdo por B. abortus. Claramente, observamos um
influxo reduzido de neutré6filos nos bagcos marcados com anticorpo anti-Ly6G dos animais
Gsdmd e Casp11”- quando comparados com animais do tipo selvagem (Fig 20E). Estes
achados suportam a hipétese de que GSDMD e caspase-11 desempenham um papel no
recrutamento de neutrofilos em resposta a B. abortus. Para determinar se esses neutrofilos
estavam ativados, ndés medimos os niveis de expressdo de CD62L na superficie de células
Ly6G* encontrados no baco de camundongos Gsdmd” e Caspl1l” por citometria de
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fluxo. A CD62L € uma L-selectina marcadora da ativacdo de neutrofilos. A regulacao
negativa da expressdo de CD62L na superficie dos neutrofilos é caracteristica de ativacao
celular (Neufert et al., 2001). A partir das analises, observamos que o0s niveis de CD62L
nas células Ly6G* foram maiores nos animais infectados com Gsdmd”’- e Casp11”- em
comparagdo com os animais C57BL/6, o que sugere neutrofilos menos ativados (Fig.
20F). Adicionalmente, quantificamos o nmero de células Ly6G* expressando IL-17 em
bacos de camundongos. Duas semanas ap6s a infeccdo com B. abortus, os animais
Gsdmd- e Casp11”’- mostraram uma producéo reduzida de IL-17 dentro da populacdo de
células Ly6G" em comparacdo com os animais C57BL/6 (Fig. 22). Para determinar o
papel dos neutréfilos no controle da infeccdo por Brucella, tratamos 0s camundongos
selvagens C57BL/6 com anticorpo anti-Ly6G por uma semana. Como controle, tratamos
0s animais selvagens com anticorpo controle de isotipo. A deplecdo de neutrofilos em
animais do tipo selvagem infectados com Brucella tornou os camundongos mais
suscetiveis a replicagdo bacteriana in vivo em compara¢do com animais que receberam
tratamento com o anticorpo controle de isotipo (Fig 23A-23B). Tomados em conjunto,
estes dados sugerem que caspase-11 e GSDMD desempenham um papel na restrigdo da
infeccdo por B. abortus em camundongos e medeiam o recrutamento e ativagdo de

neutréfilos, macrofagos e células dendriticas.
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Figura 20: A GSDMD regula o recrutamento de células imunes inatas. (A-C) Células de baco de
camundongos C57BL/6, Gsdmd™ e Casp11” infectados foram marcadas ex-vivo para analise por citometria
de fluxo. As células foram avaliadas para CD11b* CDlIc* (A), CD11b* F4/80* (B) e CD11b* Ly6G* (C).
Os dados mostram a média + desvio padrao de cinco camundongos/grupo. (D) Os homogenatos esplénicos
de camundongos C57BL/6, Casp11’ e Gsdmd™ infectados com B. abortus foram submetidos ao ensaio de
atividade de mieloperoxidase (MPO). Os dados sdo média + desvio padrdo de cinco camundongos/grupo.
(E) Camundongos C57BL/6, Caspl1™ e Gsdmd™’ foram infectados com B. abortus, e 3 dias pos-infeccio
foram inoculados i.v. com o anticorpo anti-Ly-6G PE. Imagens representativas mostram imagens confocais
ex-vivo de 6rgaos inteiros de bacos de cada grupo. A porcentagem de pixels fluorescentes vermelhos por
area de 6rgdo também é mostrada. Barra de escala = 100 um. (F) Anélise do MFI (mediana da intensidade
de fluorescéncia) de CD62L em populagdes de células Ly6G* de camundongos C57BL/6, Caspll™ e
Gsdmd™, quando estimuladas com B. abortus ou meio isolado (NI). * p <0,05, comparado a camundongos
do tipo selvagem. Os gréficos sdo representativos de dois experimentos independentes. DCs: células
dendriticas; ns: estatisticamente ndo significativo; NI: ndo infectado.
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Figura 21: Producdo de KC em resposta a infecgdo por B. abortus em baco de camundongos.
Camundongos C57BL/6, Caspl1’ e Gsdmd’ foram infectados de forma intraperitoneal com 1x10® UFC
de B. abortus. Os camundongos foram sacrificados 2 semanas ap0s a infecgdo e os bagos foram coletados
e processados para extracdo da citocina. A concentracdo de KC nos homogenatos de baco foi medida por
ELISA. Os dados mostram a média + desvio padrao de cinco camundongos/grupo. *p<0,05 em comparagao
com camundongos do tipo selvagem.

300+
E M C57BL/6
2 % B casp11”
S @ 200 O Gsdmd™”
(]
S -
o i
2 T 100;
S
Z
0.

NI B. abortus

Figura 22: Expressao de IL-17 em células Ly6G* de baco de camundongos infectados por B. abortus.
Camundongos C57BL/6, Caspl1’ e Gsdmd™’ foram infectados de forma intraperitoneal com 1x10® UFC
de B. abortus. Os camundongos foram sacrificados 2 semanas apds a infeccdo, os bagos foram coletados e
foram isolados os esplendcitos. O nimero de células Ly6G* expressando IL-17 em 1x108 esplendcitos foi
determinado por citometria de fluxo. * p <0,05, comparado a camundongos do tipo selvagem.
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Figura 23: Camundongos selvagens tratados com anti-Ly6G sdo mais suscetiveis a infec¢do por B.
abortus. (A) Analise de UFC de Brucella em camundongos depletados em neutréfilos. Antes e durante a
infeccdo, os camundongos foram tratados com anticorpo controle de isotipo ou com anticorpo anti-Ly6G.
Os bacos foram retirados no dia 7 pés-infeccdo e a carga bacteriana foi avaliada. * p <0,05, comparado a
camundongos do tipo selvagem. Os gréficos sdo representativos de dois experimentos independentes. (B)
Camundongos WT receberam anticorpo para deplecdo anti-Ly6G (100 mg/animal) a cada 2 dias durante
sete dias. A deplecdo de neutrdfilos no bago foi medida por citometria de fluxo. n = 5 por grupo por
experimento. Os graficos de FACS séo representativos de 2 experimentos independentes.
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6 — Discussao
O LPS de bactérias Gram-negativas € o principal componente da membrana

externa bacteriana e € crucial para o reconhecimento de bactérias por células imunes
(Rosenfeld and Shai, 2006). Em algumas bactérias Gram-negativas, o LPS € reconhecido
pelo receptor TLR4, leva a inducdo de citocinas pro-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral (TNF-a) (Kawai et al., 1999) e atua como grande indutor de choque
séptico (Rosenfeld and Shai, 2006). No entanto, bactérias patogénicas desenvolveram
estratégias para escapar do reconhecimento pelo sistema imunoldgico que possibilitam o
estabelecimento de uma infeccdo no hospedeiro. Uma dessas estratégias é a modificacao
de seu LPS, dessa forma, evitando o reconhecimento efetivo pelo receptor TLR4 (Steimle
et al., 2016). Dentre as bactérias Gram-negativas, B. abortus é um exemplo de bactéria
que possui modificagdes em seu LPS. O LPS dessa bactéria possui &cidos graxos de
cadeia longa, 0 que contribui para um baixo poder imunoestimulatdrio, sendo essa
caracteristica importante como fator de viruléncia na tentativa de evasdo do sistema
imune (Moreno et al., 1981; Moreno et al., 1984; Rasool et al., 1992). Nesse contexto, a
molécula de caspase-11 surge como uma segunda barreira para o reconhecimento de LPS,
atuando como um receptor intracelular para promover a vigilancia citoplasmética (Hagar
et al., 2013; Kayagaki et al., 2013; Shi et al., 2014). Uma vez ativada, leva a piroptose e
ativacédo do inflamassoma de NLRP3 e consequente ativagdo de caspase-1 e liberacéo de
citocinas pré-inflamatorias, sendo fundamental para a imunidade inata contra bactérias
Gram-negativas (Aachoui et al., 2013; Hagar et al., 2013; Kayagaki et al., 2011; Kayagaki
et al., 2013). Portanto, neste estudo, investigamos se a B. abortus era capaz de ativar este
inflamassoma ndo-candnico de caspase-11. Aqui, demonstramos que caspase-11 é
importante para a ativacdo de caspase-1 e secrec¢do de citocinas como IL-1p e IL-1a em

resposta a B. abortus. Nds também avaliamos se o LPS da B. abortus atua como o PAMP
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responsavel pela ativacdo do inflamassoma néo-candénico. Observamos que o LPS da B.
abortus purificado é suficiente para conduzir a ativacdo do inflamassoma ndo-canénico
de caspase-11. Embora o LPS da B. abortus escape da vigilancia da superficie celular por
TLR4, ele ndo escapa do controle citoplasmatico da caspase-11. Esses achados sdo
distintos do observado para outras bactérias, como Francisella novicida, a qual modifica
seu LPS e escapa a vigilancia imunoldgica tanto por TLR4 quanto por caspase-11 (Hagar
et al., 2013). Assim, a via de caspase-11 parece ser importante para controlar a infeccédo
por B. abortus. O reconhecimento do LPS por caspase-11 ocorre quando esta molécula é
hexa-acilada (Kayagaki et al., 2013). O LPS de B. abortus possui acidos graxos de cadeia
longa, no entanto, hexa-acilados (Tsolis et al., 2008). Além disso, ja foi relatado que a
bactéria L. pneumophila, cujo LPS também é hexa-acilado com &cidos graxos de cadeia
longa, é capaz de ativar o inflamassoma nédo-canénico (Case et al., 2013), da mesma
forma que observamos aqui para a B. abortus. Embora tenhamos utilizado neste estudo
macrofagos pré-estimulados com o LPS de E. coli para demonstrar a ativacdo de caspase-
11 e a piroptose induzida por B. abortus, células ndo-primadas também mostraram
fendtipo similar. No entanto, uma vez que essas células sdo primadas antes do momento
da infeccdo, as proteinas do inflamassoma sdo altamente expressas, as células sdo
sincronizadas e ficam prontas para responder a um segundo sinal, induzindo niveis mais
altos de formacdo de poros e ativacdo de caspase-11 em comparacdo com células ndo
primadas. Em relacdo aos macréfagos transfectados com LPS de Brucella, foi necessario
o0 estimulo prévio com PAM3CSK para ativar a via de caspase-11/piroptose. Este fato faz
sentido, uma vez que durante a infeccdo por Brucella, outros PAMPs como as
lipoproteinas, podem fornecer o primeiro sinal para ativar a célula e, quando o LPS

bacteriano é liberado no citoplasma, a caspase-11 ja esta pronta para reconhecé-lo.
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Pilla e colaboradores sugeriram que 0s GBPs do cromossomo 3 de camundongos
possivelmente agem em colaboracdo com caspase-11 no reconhecimento do LPS da L.
pneumophila que possui diferencas estruturais na porcdo do lipideo A (Pilla et al., 2014).
Além disso, Santos e colaboradores, confirmaram que as proteinas GBP®" facilitam a
interacdo do LPS com caspase-11 (Santos et al., 2018). Além disso, estudos prévios
incluindo um de nosso grupo demonstraram que os GBPs podem se associar com
vacuolos contendo patdgenos, contribuindo para sua lise e resultando na liberagdo de
PAMPs bacterianos no citoplasma (Costa Franco et al., 2018; Meunier et al., 2014). Aqui
observamos que as proteinas GBPs do cromossomo 3 sdo necessarias para a ativacéo de
caspase-11 e piroptose na infeccdo de macrofagos com B. abortus ou transfectados com
0 seu LPS purificado. Assim, nossos dados suportam a ideia de que os GBPs contribuem
para a lise do BCV, como previamente demonstrado pelo nosso grupo, mas essas
moléculas também podem contribuir para o reconhecimento do LPS bacteriano por
caspase-11. Além disso, Santos e colaboradores demonstraram que o papel das proteinas
GBP®® mediando a interacio do LPS com a caspase-11 é principalmente observado
quando o LPS € incorporado em membranas lipossdmicas (Santos et al., 2018). De fato,
aqui usamos o reagente FUGENE®HD nas transfeccdes, o qual incorpora o LPS em
vesiculas lipossdmicas que mimetiza as membranas contendo LPS. Além disso, a fim de
determinar qual dos GBPs de camundongos estaria envolvido na detec¢do do LPS da
Brucella por caspase-11, nos silenciamos os GBP1, GBP3, GBP4, GBP5, GBP7
utilizando siRNA em macréfagos C57BL/6 e usamos células deficientes em GBP2. Vale
ressaltar que embora o GBP4 nédo esteja contido no cromossomo 3, mas sim no
cromossomo 5, optamos por silencia-lo, uma vez que ele foi o que apresentou maior
aumento na expressdo de mRNA quando BMDMs foram transfectados com o LPS de B.
abortus. E de fato, a falta da expressdo de GBP4 e GBP5, mas ndo de outros GBPs,
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resultou na redugéo da secregédo de IL-1p e reducdo na liberacdo de LDH em macrdfagos
transfectados com o LPS de Brucella. Estas descobertas sugerem que 0os GBP4 e GBP5
possuem papel colaborativo no reconhecimento do LPS de Brucella por caspase-11. De
fato, Pilla e colaboradores (2014) ja haviam sugerido um papel colaborativo entre as
GBPs na via ndo candnica em resposta a Legionella (Pilla et al., 2014). Além disso, mais
recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou que o miR-21a-5p levou a reducédo da
expressdao de GBP5 em macrdfagos infectados com Brucella e aumentou a carga
bacteriana nessas células (Corsetti et al., 2018). Este estudo destaca a importancia da
regulacdo de GBP5 por um miRNA na suscetibilidade de macréfagos a infeccdo por
Brucella.

Nos ultimos anos, grande progresso na compreensao do mecanismo envolvido na
piroptose foi alcangado. Estudos demonstraram que uma vez que a caspase-11 é ativada,
ela cliva GSDMD em dois dominios: um dominio p20 C-terminal e um dominio p30 N-
terminal capaz de oligomerizar e se inserir na membrana formando um poro (Gaidt and
Hornung, 2016; He et al., 2015; Kayagaki et al., 2015; Shi et al., 2015). Como a agua
pode entrar nas células através destes poros, um desequilibrio osmaético é criado levando
a morte celular (Gaidt and Hornung, 2016). No caso da Brucella, relatos anteriores
estabeleceram que Brucella lisa virulenta inibe a morte celular de macréfagos, enquanto
a cepa rugosa atenuada induz a apoptose via ativagao de caspase-2 (Chen et al., 2011;
Chen and He, 2009; Pei et al., 2014; Pei et al., 2008). Em contraste, outro estudo observou
que B. melitensis lisa induziu apoptose em linhagens de macréfagos Raw264.7 via
producdo de ROS (Li et al., 2016). Adicionalmente, varios estudos observaram que a cepa
lisa 2308 da B. abortus induziu a morte celular apoptética em células dendriticas,
astrocitos e linfocitos T (Garcia Samartino et al., 2010; Li and He, 2012; Velasquez et al.,
2012). Em nosso estudo, observamos a formacao de poros e confirmamos a morte celular
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utilizando o ensaio de liberacdo de LDH, sugerindo que B. abortus desencadeia a
piroptose dependente de caspase-11/GSDMD. Aqui, nds infectamos BMDMs com B.
abortus opsonizada a fim de aumentar a fagocitose e sincronizar a infeccdo, um protocolo
diferente do utilizado por outros pesquisadores que trabalham com a bactéria Brucella.
Essa estratégia € a que melhor mimetiza a infeccdo in vivo e tem sido amplamente
utilizada em outros estudos envolvendo outros patégenos e piroptose (Cerqueira et al.,
2015; Cunha et al., 2015; Cunha et al., 2017; Marim et al., 2010; Mascarenhas et al.,
2017). Assim, pode ser utilizada para explicar essas discrepancias observadas em nosso
estudo em comparagéo com relatos anteriores. Mais recentemente, Lacey e colaboradores
estudando o papel dos inflamassomas na artrite induzida por Brucella concluiu que a cepa
da Brucella lisa induz a piroptose em macrdfagos via caspase-1/caspase-11, confirmando
nossos resultados (Lacey et al., 2018). Além disso, 0 processo de piroptose também
parece estar fortemente relacionado a restricdo da infeccdo in vivo. Observou-se que
camundongos deficientes em caspase-11 e GSDMD que estdo envolvidos na piroptose
sd80 mais susceptiveis a infeccdo por Brucella em comparagdo com animais de tipo
selvagem, sugerindo que B. abortus desencadeia piroptose e este evento é importante para
controlar a infeccdo. Recentemente, outros trabalhos relataram que a piroptose leva a
secrecdo de moléculas, como IL-1pB, IL-1a e eicosanoides, 0s quais recrutam neutrofilos
para o local da infeccdo, promovendo a fagocitose das células infectadas e contribuindo
com a restricdo da infeccdo (Jorgensen et al., 2016a; Jorgensen et al., 2016b). De fato,
aqui observamos menor recrutamento de neutréfilos, macréfagos e células dendriticas no
baco de camundongos Caspl11”- e Gsdmd~ infectados com B. abortus. Nossa hipotese é
que esse recrutamento celular e a deficiéncia de ativacdo poderiam ser um dos
mecanismos para explicar o0 aumento da carga bacteriana observada em camundongos
Caspll” e Gsdmd”’ em resposta a essa bactéria. Para confirmar isso, depletamos
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neutrofilos de animais selvagens infectados e nossos resultados demonstraram que a
deplecdo de neutrdfilos aumentou a suscetibilidade de camundongos a infec¢do por
Brucella. Portanto, especulamos que a piroptose dependente de caspase-11/GSDMD
contribui para o recrutamento e ativacdo de células imunes em resposta a B. abortus e
este processo pode promover o controle de infeccdo em camundongos, embora a
validagdo formal ainda seja necessaria. Além disso, em um estudo anterior do nosso
grupo, demonstramos que a falta de IL-1R torna os camundongos mais suscetiveis a
infeccdo por Brucella (Gomes et al., 2013). Assim, a secre¢édo reduzida de IL-1p em
camundongos Casp11’- e Gsdmd” é outro mecanismo possivel que contribui para o
aumento da suscetibilidade & infecg&o. A liberagdo de IL-1a também tem sido relacionada
ao recrutamento de neutréfilos e controle de infeccdo em resposta a outras bactérias, como
L. pneumophila (Casson et al., 2013). No entanto, embora tenhamos observado que
BMDMs Caspl11” liberaram niveis reduzidos de IL-1a, os camundongos deficientes em
IL-1a ndo mostraram aumento da carga bacteriana apds 2 semanas de infec¢cdo quando
comparados aos animais selvagens em resposta a B. abortus. Dessa forma, a citocina IL-
la ndo parece estar ligada ao controle de infec¢do em resposta a B. abortus. Em resumo,
a suscetibilidade dos animais deficientes em caspase-11 e GSDMD a infecgdo por
Brucella é desencadeada por uma resposta inflamatéria multifacetada contra essa
infeccdo bacteriana.

No geral, nossos resultados levam a um modelo no qual B. abortus é fagocitada
por macréfagos e estabelece seu BCV (vacutolo contendo Brucella) para se replicar. As
proteinas GBPs, principalmente GBP4 e GBP5, contribuem para o reconhecimento do
LPS de B. abortus por caspase-11, levando a ativacéo celular. Uma vez ativada, a caspase-
11 cliva GSDMD em suas formas p20 e p30. A subunidade p30 de GSDMD promove a
piroptose levando ao efluxo de K* que contribui para a ativacdo do inflamassoma de
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NLRP3 desencadeando a ativagdo de caspase-1 e secrecdo de IL-1B. Além disso, o
processo de piroptose possivelmente contribui para a secrecdo de moléculas pro-
inflamatorias que desencadeiam o recrutamento e a ativacdo dos neutréfilos, células
dendriticas e macrofagos, que participam na restricdo da infeccdo por B. abortus em

camundongos (Fig. 24).
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Figura 24: Modelo esquematico proposto para ativagédo do inflamassoma n&o-canbnico em resposta
a infeccdo por B. abortus. B. abortus fagocitada secreta proteinas efetoras no citosol dos macréfagos e
estabelece o seu BCV (vacuolo contendo Brucella). O reconhecimento do LPS de B. abortus pela caspase-
11 ocorre com a participacdo das proteinas GBP4 e GBP5. A caspase-11 ativa cliva GSDMD em suas
formas p20 e p30. Uma vez clivada, a subunidade p30 de GSDMD desencadeia piroptose que promove 0
efluxo de K* contribuindo para a ativacdo do inflamassoma de NLRP3. Essa ativacdo do inflamassoma
culmina na ativagdo da caspase-1 e na secre¢do de IL-1B. Além disso, a piroptose induzida por GSDMD
libera outras citocinas como IL-10 e KC que podem contribuir para o recrutamento de células imunes como
neutrofilos, células dendriticas e macréfagos que podem participar da restricdo da infeccéo por B. abortus
em camundongos.
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7 — Consideracdes finais

A brucelose € uma doenca que atinge tanto os animais domésticos quanto o
homem. Ainda hoje, essa enfermidade causa inimeros prejuizos na pecuaria, alem de ser
um sério problema de satde publica. Os dados apresentados nesse trabalho avangam na
compreensdo dos mecanismos da imunidade inata envolvidos na resposta a esse patdgeno.
Observamos que embora o LPS de B. abortus ndo seja um forte ativador de TLR4, ele é
capaz de desencadear a ativacdo intracelular de caspase-11 e, consequentemente, da via
nédo-candnica do inflamassoma. Observamos que B. abortus desencadeira piroptose em
macrofagos de forma dependente de GBPs e GSDMD. Além disso, os GBP4 e GBP5 se
mostraram importantes no reconhecimento do LPS de Brucella por caspase-11
desencadeando a liberagdo de LDH e secregdo de IL-1B. Por fim, avangamos na
compreensdo de mecanismos envolvidos no controle da infecgc@o dessa bactéria, visto que
observamos que 0 processo de piroptose dependente de caspase-11/GSDMD
desencadeado por B. abortus € importante para a restri¢cdo da infeccdo in vivo, uma vez
que contribui para o recrutamento e ativacao de células imunoldgicas como os neutrofilos,
macrdfagos e células dendriticas. A partir da deplecdo de neutrofilos, os dados sugerem
uma importancia dos neutrofilos para o controle da infeccdo dessa bactéria. Portanto, as
informacdes obtidas a partir desse trabalho complementam o modelo de ativacdo da
resposta imune inata por B. abortus e sugerem possiveis alvos terapéuticos a serem

utilizados no combate a infeccdo desse patogeno.
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