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RESUMO

A malaria é uma doenca causada pelo Plasmodium spp e afeta milh6es de pessoas
todos os anos. A resposta imune exacerbada do hospedeiro desencadeia grande
producdo de citocinas inflamatérias, como IL-18 e TNFa, contribuindo para o
aparecimento dos sintomas da doenca. Durante a malaria murina, embora haja
ativacao de caspase-11, a via ndo canonica de ativagao do inflamassoma parece nao
contribuir para a patogénese da doenca, enquanto a caspase-1 desempenha papel
importante na producdo de IL-1B3. Nossos resultados mostram que ha ativacado de
caspase-8 em monaocitos do baco de camundongos infectados e a caspase-8 participa
da producdo de IL-1B e TNFa. Além disso, camundongos Ripk3/Casp8’ sé&o
parcialmente resistentes ao modelo de infeccdo e desafio com LPS e a maléaria
cerebral experimental, enquanto o0s camundongos Ripk3/Casp8/1/117 e
Ripk3/Casp8/Gsdmd”’ sdo altamente em ambos os modelos. Esses resultados
demonstram um papel complementar da caspase-8, porém independente a funcéo do
inflamassoma, para mediar a patogénese da malaria. Além disso, pacientes infectados
por P. falciparum ou P. vivax possuem GSDMD ativa e ativacao de caspase-4 e -8 em
monaocitos. Assim, esse trabalho sugere a importancia da caspase-8 durante a malaria

e seu potencial como possivel alvo de intervencéo terapéutica.

Palavras-chaves: Malaria. Inflamassoma. Caspase-8. IL-13. TNFa



ABSTRACT

Malaria is a disease caused by Plasmodium spp. parasites which affects millions of
people every year. Exacerbated immune response by the host triggers a large
production of inflammatory cytokines such as IL-18 and TNFa, contributing to the
symptoms of the disease. During mouse malaria, although there is caspase-11
activation, the non-canonical pathway of inflammasome does not seem to contribute
to the pathogenesis of the disease, whereas caspase-1 plays an important role on IL-
1B production. Caspase-8 is cleaved in splenic monocytes from infected mice and
caspase-8 participates in IL-18 and TNFa production. Moreover, Ripk3/Casp8” mice
are partially resistant to infection followed by LPS challenge and experimental cerebral
malaria and Ripk3/Casp8/1/117 e Ripk3/Casp8/Gsdmd~’ mice highly resistant in both
models. These results demonstrate a complementary, but independent, role of
caspase-8 and inflammasomes in mediating malaria pathogenesis. Besides, P. vivax
and P. falciparum infected patients display active GSDMD, caspase-4 and caspase-8
in monocytes. In conclusion, the present work suggests the importance of caspase-8

during malaria and its potential role as a possible therapeutical target.

Keywords: Malaria. Inflammasome. Caspase-8. IL-13. TNFa
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1. INTRODUCAO

1.1. Maléria: Aspectos Gerais

1.1.1. Epidemiologia

A maléria ainda é uma doenca de extrema importancia no mundo e um grande
problema de saude publica. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, em
2019 foram estimados cerca de 229 milhdes de casos de maléaria, oriundos de 87
paises, e 409 mil mortes, principalmente de criancas menores de 5 anos (WHO 2020).
A grande maioria dos casos de maléria ocorre na regido africana (94%), seguido do
sudeste asiatico com 3% (WHO 2020).

Na regido das Américas, o niumero de casos de maléria registrados em 2019
foi cerca de 900 mil, além de 551 mortes. Esses nimeros representam uma queda de
cerca de 40% quando comparado ao numero de casos e mortes desde o ano 2000.
Dentre esses casos, 76% deles foram atribuidos ao P. vivax, ao contrario do que é
visto mundialmente, onde somente cerca de 3% dos casos registrados de malaria sdo
causados por essa espécie. Essa baixa porcentagem mundial de casos de P. vivax se
deve basicamente a grande predominancia de casos de maléaria na regido africana,
sendo a maioria causada pelo P. falciparum (mais de 99% dos casos no continente),
influenciado principalmente pelo grande niumero de individuos Duffy negativos (WHO
2020; GETHING et. al. 2012).

No Brasil, a grande maioria das infecgcbes por malaria ocorrem na regiao
amazonica, sendo que em 2019 foram reportados 157.454 casos, uma reducéo de
19,1% em relag&o aos registrados em 2018 (Ministério da Saude, 2020). Em relacéo
aos casos autoctones no Brasil, cerca de 10,7% foram causados pelo P. falciparum e

a grande maioria, 89,3%, causada pelo P. vivax (Ministério da Saude, 2020).

1.1.2. Ciclo de vidado Plasmodium spp

O agente etiolégico da malaria é o protozoario do género Plasmodium,

pertencente ao filo Apicomplexa. Atualmente, sdo conhecidas seis espécies capazes



14

de infectar seres humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi
(SINGH et. al.,, 2004) e P. simium (BRASIL et. al.,, 2017). Seu ciclo é bastante
complexo e passa por etapas sexuadas no mosquito e assexuadas no homem (Figura
1).

A infeccdo pelo Plasmodium spp. se inicia durante o repasto sanguineo de
fémeas do mosquito do género Anopheles (BEIER et. al. 1992). Formas esporozoitas
sdo inoculadas na derme junto com a saliva do vetor e atingem vasos sanguineos e
linfaticos (AMINO et. al. 2006). Da circulagéo, alguns esporozoitos atingem o figado e
atravessam diversas células de Kipffer e hepatocitos até realizarem invasao com
formacdo de vacuolo parasitoforo, dando continuidade ao seu desenvolvimento
(MOTA et. al. 2001). Dentro do hepatdcito, cada esporozoito se divide dando origem
ao esquizonte hepatico, formado por milhares de merozoitos (PRUDENCIO et. al.
2006). Os merozoitos saem da célula dentro de vesiculas chamadas de merossomos
gue os liberam diretamente nos sinusoéides hepaticos (STURM et. al. 2006).

Na corrente sanguinea, oS merozoitos interagem com a membrana dos
eritrécitos por meio de diversas moléculas, como as proteinas ancoradas por GPI,
como MSP1, e iniciam o processo de invasdo (COWMAN e CRABB 2006). Dentro dos
eritrocitos realizam novamente a esquizogonia para a liberagcdo de merozoitos por
meio de rompimento da membrana das células parasitadas. Esses merozoitos
reiniciam o ciclo sanguineo, infectando novos eritrécitos, porém uma pequena por¢ao
da origem aos gametécitos, gametas masculinos (microgametas) e femininos
(macrogametas), que, quando ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguineo, dao
continuidade ao ciclo (COWMAN et. al. 2016).

Seguida a ingestdo dos gametdcitos pelo vetor, hd fecundagdo entre o
microgameta e macrogameta para formacdo do zigoto. A forma movel do zigoto,
chamada oocineto, se adere ao epitélio intestinal do mosquito onde se desenvolve em
oocisto. Ele sofre diversas divisdes dando origem aos esporozoitos, 0s quais rompem
0 oocisto e migram para a hemolinfa, de onde atingem a glandula salivar do mosquito
e estdo prontos para serem transmitidos durante o novo repasto sanguineo do vetor
(MATUSCHEWSKI 2006).

Infecgbes causadas pelo P. vivax e P. ovale podem gerar formas dormentes do

parasito nos hepatocitos, chamadas de hipnozoitos. Essas formas podem ser
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reativadas semanas ou até longos periodos apos a cura da parasitemia sanguinea e

sdo um dos motivos envolvidos nas recaidas da doenca (MULLER et. al. 2009).

Ciclo no Mosquito Ciclo em Humanos

_ Célula hepatica

Esporozoitos Hibnozoito
(glandula salivar) I 5.\ \/’k B
_ Y| = -©
Rompimento . 74 \}ﬁ \‘\\)'
do cisto 3 {1l -
D / (| _ Esquizonte hepatico
Oocisto: ( ¢l & maduro
“ W Merozoitos —-
s 3 ff; f\"j Eritrécito
ntestino do V| ,
Hogdiiita —</ Oocineto 8 O/\O,'Trofozmto
[ \
Zigoto/& g ] X J
\ 1 .
b Eritrécito -
bxl /@
Macrogameta/P\ ; rompido ®\Esqmzonte
1 .,@ eritrocitico
Microgameta @* -
Q./
Gametdcito

Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium spp. Adaptado de https://www.malariasite.com/life-cycle/.

1.1.3. Sintomas e diagno6stico

ApOs o periodo de incubacdo da doenca, que varia normalmente de 7-15 dias,
iniciam-se os sintomas fisicos. O principal e mais caracteristico deles é a febre
(paroxismo), e apos alguns dias de seu inicio, ela passa a ser sincronizada de acordo
com o ritmo de esquizogonia da espécie de Plasmodium: na malaria por P. vivax e P.
ovale, o paroxismo ocorre a cada 48 horas (malaria ter¢d), por P. falciparum pode ser
a cada 24 ou 48 horas, e por P. malariae é a cada 72 horas (malaria quartd)
(BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012; MINISTERIO DA SAUDE 2010).

Os sintomas iniciais da malaria costumam ser inespecificos, se assemelhando
aos apresentados durante a gripe. Além da febre, surgem calafrios, sudorese, mialgia,
tonturas, dores de cabeca, nauseas e vomitos (BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012;
TRAMPUZ et. al. 2003).

Na malaria complicada, causada pelo P. falciparum, os sintomas classicos

podem evoluir para maléaria cerebral, problemas respiratérios, falha renal e anemia.
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Para diagnostico da maléaria complicada, os sintomas clinicos devem ser associados
aos achados laboratoriais caracteristicos como: hiperbilirrubinemia, hiperlactatemia,
hipoglicemia, acidose metabdlica, hemoglobiniria e/ou hiperparasitemia
(BARTOLONI e ZAMMARCHI 2012; TRAMPUZ et. al. 2003).

Por serem inespecificos, os sintomas da malaria podem ser confundidos com
outras doencas febris agudas como dengue, febre amarela e leptospirose, portanto o
diagnostico diferencial é de extrema importancia. O padrdo ouro do diagndstico da
malaria € o exame microscopico da gota espessa, que consegue detectar espécie
(inclusive infecgdes mistas) e quantificar a parasitemia. E feita a puncédo digital no
dedo do paciente, confec¢cdo da lamina, que é corada por método de Giemsa ou
Walker, e exame por meio de microscopistas treinados (TANGPUKDEE et. al. 2009;
TRAMPUZ et. al. 2003).

1.1.4. Tratamento

No Brasil, o tratamento contra a malaria € distribuido gratuitamente pelo
Sistema Unico de Salde (SUS). A recomendac&o geral € a utilizacio de associagéo
de cloroquina e primaquina para tratamento da malaria por P. vivax ou P. ovale;
terapias combinadas a base de artemisinina ou associa¢ao entre quinina, doxiciclina
e primaquina para tratamento da maléria por P. falciparum.

Na maléaria grave, causada pelo P. falciparum, normalmente o tratamento é feito
em unidade hospitalar, com associacao de derivados de artemisinina e clindamicina
ou quinina e clindamicina (MINISTERIO DA SAUDE 2010). As diferentes
recomendacdes de tratamento seguem critérios como a espécie de Plasmodium,
idade do paciente, historico da doenca, gravidade da infeccdo, gravidez e presenca
de resisténcia aos antimalaricos na regido (WHO 2015; MINISTERIO DA SAUDE
2010).

1.2. Patogénese da maléaria
Os sintomas iniciais da malaria estdo associados a inflamacéo sistémica,

ocasionada pela ativacdo de células do sistema imune inato. Trés eventos

fisiopatoldgicos sao importantes na malaria: a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias,
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também chamada de tempestade de citocinas; a adesao de eritrcitos infectados aos
vasos sanguineos e a ruptura de eritrocitos infectados (GAZZINELLI et. al. 2014).

O baco tem papel importante na patogénese da malaria. Durante a infeccéo,
eritrécitos parasitados sao fagocitados e destruidos por macrofagos e mondcitos
locais. Como consequéncia, ha grande producao de citocinas pro-inflamatorias, que
contribuem para o surgimento dos sintomas caracteristicos como febre, nduseas e
fadiga (DEL PORTILLO et. al. 2012). Além disso, € descrito que a grande producéo
de IL-1B e TNF-a durante a malaria € um importante fator que desencadeia os ciclos
de paroxismo (PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-FADHLI et. al. 2014). A anemia
também surge como consequéncia da destruicdo de eritrocitos infectados pelo baco,
além da inibicdo da eritropoiese por citocinas inflamatérias, como TNF-a (AWANDARE
et. al. 2011; GAZZINELLI et. al. 2014)

Outro evento chave na patogénese da malaria € o sequestro de eritrécitos
infectados em 6rgaos como pulmdes, placenta, cérebro, figado e rins. A producéo de
citocinas inflamatérias durante a doenca leva ao aumento da expressao de moléculas
de adesao no endotélio, como CD36 e ICAM1, que interagem com moléculas do
parasito levando ao sequestro (KRAEMER e SMITH, 2006). Esse processo leva a
obstrucdo capilar, ativacdo da coagulacdo, disfuncdo endotelial e infiltracdo de
leucdcitos no parénquima do tecido. Quadros como a acidose metabdlica, malaria
cerebral e placentaria sdo consequéncias do sequestro parasitario nos capilares
(GAZZINELLI et. al. 2014).

1.3. Respostaimune inata na maléaria

Os Receptores do tipo-Toll (TLRs) e os receptores do tipo-Nod (NLRs) séao
alguns dos PRRs mais importantes na imunidade inata. Os TLRs detectam moléculas
na superficie celular e nas membranas endossomais, enquanto os NLRs estdo
localizados no citosol (KAWAI e AKIRA 2009). Durante a malaria, PAMPs e DAMPs
séo de grande importancia para a geracao da resposta imune inata do hospedeiro e
0s PRRs atuam no seu processo de reconhecimento (GAZZINELLI et. al. 2014).

Alguns dos PAMPs do Plasmodium reconhecidos pelo sistema imune inato
incluem ancoras GPI, hemozoina, RNA e DNA do parasito (GAZZINELLI et. al. 2014).

Ancoras de GPI sdo moléculas que ligam proteinas de superficie & membrana
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plasmética do Plasmodium. S&o reconhecidas principalmente via TLR2 e TLR4,
levando a producéo de citocinas e Oxido nitrico por macrofagos (TACHADO et. al.,
1996; KRISHNEGOWDA et. al., 2005). A hemozoina € outro potente estimulador do
sistema imune e é formada a partir da degradacdo da hemoglobina pelo parasito
(PANDEY et. al. 2003). A hemozoina é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3 em
células mieldides e leva a liberacéo de IL-13 (DOSTERT et. al. 2009). Além disso, a
hemozoina funciona como um carreador de DNA do parasito. Esse DNA ligado a
hemozoina também é capaz de gerar uma resposta pro-inflamatéria via ativacao de
TLR9 (PARROCHE et. al. 2007). Ja o RNA do Plasmodium é reconhecido via TLR7 e
leva a producao de IFN-I (BACCARELLA et. al. 2013). Entre os DAMPs reconhecidos
durante a malaria, estdo o &cido urico e o grupamento heme liberados das células
(GAZZINELLI et. al. 2014).

A producdo de citocinas pré-inflamatérias na maléria é consequéncia da grande
ativacao de receptores da imunidade inata. Durante o ciclo eritrocitico da malaria, sdo
produzidas grandes quantidades de citocinas como IL-12, TNF-a e IFNy (BAKIR et.
al. 2011). A terapia com IL-12 em camundongos gera a protecao contra a infeccao
com o Plasmodium de maneira dependente a producéo de TNF-a e IFNy (SEDEGAH
et. al. 1994; STEVENSON et. al. 1995). Além disso, o IFNy tem um papel importante
ao realizar o priming de células da imunidade inata na malaria (FRANKLIN et. al. 2006)

Em relacao ao inflamassoma, Ataide et. al. (2014) mostraram que ha ativacdo
de caspase-1 em camundongos infectados por P. chabaudi, de maneira dependente
a MyD88, NLRP3 e NLRP12. Além disso, pacientes infectados por P. vivax ou P.
falciparum também possuem caspase-1 ativa, originada principalmente de mondcitos.
Nesse mesmo trabalho, foi demonstrado que a malaria gera uma resposta exacerbada
apos estimulo secundario com agonistas de TLRs. Por esse motivo, camundongos
C57BL/6 infectados e desafiados com doses ndo-letais de LPS, sdo hipersensiveis e
morrem por choque séptico em decorréncia dos altos niveis de IL-13 produzidos.
Ademais, pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem
imunocomplexos associados ao DNA do parasito circulantes no soro. Quando
monacitos de doadores saudaveis sao expostos a imunocomplexos de pacientes com
malaria, ha um aumento da resposta pré-inflamatoria via NF-kB e ativacdo de
inflamassomas, visto na formagéo de agregados de NLRP3 e AIM2, além da ativagéo
de caspase-1 e producao de IL-1B8 (HIRAKO et. al. 2015).
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1.4. Maléaria cerebral

A infeccdo pelo P. falciparum € a maior responsavel pelos casos de malaria
severa e de mortalidade. A infec¢éo pode evoluir para manifestacdes graves, sendo a
malaria cerebral um dos quadros mais preocupantes. Embora adultos também
possam desenvolver o quadro, criancas de até 5 anos sdo as maiores vitimas da
malaria grave. A regido africana detém a grande maioria dos casos de malaria por P.
falciparum e mortalidade (WHO 2020).

De acordo com a OMS, a classificacdo de maléria cerebral depende da
confirmacédo de formas assexuadas do P. falciparum no sangue, além da presenca de
algum sintoma neuroldgico e exclusao de outras doencas que também possam causar
neuropatias. Além dos sintomas iniciais da doenca (descritos em 1.1.3), alguns dos
sintomas especificos da malaria cerebral incluem: coma, convulsées, perda de
consciéncia, retinopatias, edema cerebral e aumento da presséao intracraniana. Fora
0s sintomas neuroldgicos, outras manifestacfes podem estar associadas, como:
acidose metabolica, anemia, hipoglicemia e alteracdes respiratorias (WHO 2014).

Embora os mecanismos que promovam a patogénese da malaria cerebral
ainda sejam pouco elucidados, alguns eventos fisiopatoldégicos parecem ser
importantes, dentre eles, o sequestro de eritrocitos infectados na microsvasculatura
cerebral. O antigeno de superficie eritrocitario PfEMP-1 parece desempenhar papel
central na cito aderéncia ao endotélio ao se ligar as proteinas do hospedeiro, em
especial ICAM e CD36. Adicionalmente, hemacias ndo infectadas, leucécitos e
plaquetas também podem se aglutinar aos eritrocitos infectados (IDRO et. al. 2010;
BARNWELL et. al. 1989; BERENDIT et. al. 1989; BARUCH et. al. 1996). Esse
processo pode levar tanto a obstrugdo mecéanica do fluxo sanguineo local, que
contribui para a diminuicdo da perfuséo cerebral e de retina (BEARE et. al. 2009),
guanto a ativacdo endotelial com consequente rompimento da barreira
hematoencefélica (IDRO et. al. 2010). Além disso, a producdo de citocinas
inflamatodrias, como TNFa, pode contribuir para a inflamagéo cerebral e alteragbes
endoteliais (KWIATKOWSKI et. al. 1990; MARK e MILLER et. al. 1990). H4 também,
possivel infiltracdo de leucdécitos da circulagéo para o parénquima cerebral, incluindo
células CD4+, CD8+ e células dendriticas derivadas de mondcitos (BELNOUE et. al.
2008; HIRAKO et. al. 2016).
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Embora ndo exista um modelo murino que reproduza completamente as
caracteristicas vistas na malaria cerebral humana, o Plasmodium berghei ANKA é
muito usado como modelo de neuro inflamacdo. Linhagens de camundongo
susceptiveis a infeccdo apresentam sintomas neurolégicos e alteracdes
histopatologicas que podem ser extrapoladas para o estudo da malaria cerebral
humana (ENGWERDA et. al. 2005).

1.5. Inflamassoma

15.1. Aspectos gerais e ativacao

Martinon et al. (2002) identificaram pela primeira vez um complexo
multiproteico envolvido na ativacdo de caspase-1 e clivagem de IL-1B, o qual
chamaram de inflamassoma. Caspases sdo proteases envolvidas, entre outros
eventos, no apoptose, piroptose, necroptose e autofagia (SHALINI et. al. 2015). Ja os
inflamassomas séo sensores citosélicos do sistema imune inato que reconhecem e
respondem a PAMPs e DAMPs.

Os principais componentes dos inflamassomas incluem alguns membros da
familia dos NLRs (Receptores Tipo-NOD), a molécula acesséria ASC e a pro-caspase-
1. Ao reconhecerem certos estimulos, os inflamassomas se oligomerizam e
promovem a autoclivagem da caspase-1, que € capaz de clivar a pro-IL-13 e pro-IL-
18 em suas formas biologicamente ativas e induzir a morte celular especifica chamada
de piroptose (Figura 2). Entre esses inflamassomas, alguns dos mais estudados sao
NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (BROZ e DIXIT 2016).

O NLRC4 reconhece, principalmente, a flagelina de bactérias. Esse
reconhecimento se da por meio de moléculas de NAIP, como por exemplo NAIP5, que
se ligam diretamente ao estimulo e induzem a ativagdo do NLRC4 (FRANCHI et. al.
2006). Outro inflamassoma descrito € composto por proteinas da familia AIM2. O
AIM2 se liga diretamente ao DNA de dupla fita no citosol, tanto de virus e bactérias
citosolicas, quanto o DNA préprio, liberado na presenca de dano celular. Esse
reconhecimento leva ao recrutamento de ASC e o autoprocessamento de caspase-1
(JIN et. al. 2012). J&4 O NLRP1 responde a toxina letal do Bacillus anthracis (BOYDEN
et. al. 2006; BROZ e DIXIT 2016; SHARMA e KANNEGANTI 2016; GUO et. al. 2015).
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O NLRP3 pode ser ativado por diversos estimulos como ATP; cristais de silica,
colesterol e &cido dUrico; moléculas de diversos patégenos como bactérias,
protozoarios, fungos e virus, entre outros. Estimulos reconhecidos via TLRs, levam a
ativacao de NF-kB que atua no aumento da transcricdo de NLRP3 e funcionam como
um primeiro sinal de priming do inflamassoma. (BAUERNFEIND et. al. 2009).
Acredita-se que, devido ao grande numero de ativadores do NLRP3, ele possa
responder a um evento celular em comum, desencadeado por esses estimulos. Sendo
assim, alguns eventos como o efluxo de K+, ruptura lisossomal, producdo de ROS e
alteracdo nos niveis de calcio intracelulares sao estudados como possiveis sinais que
ativam diretamente o NLRP3 (BROZ e DIXIT 2016; SHARMA e KANNEGANTI 2016;
GUO et. al. 2015).

Atualmente, ja foram descritas diversas doencas cujas patogéneses envolvem
a ativacdo de inflamassomas. Entre elas, algumas doencas neurolégicas como
esclerose multipla, doenca de Parkinson e doenca de Alzheimer, além de outras
doencas como diabetes tipo Il, obesidade e aterosclerose (GUO et. al. 2015). Ha
também diversos trabalhos demonstrando o papel do NLRP3 no reconhecimento dos
cristais de urato e desencadeamento dos sintomas da Gota (TERKELTAUB et. al.
2009; YAGNIK et. al. 2000).

1.5.2. Vianao-candnica de ativacdo do inflamassoma

Kayagaki et al. (2011) demonstraram que a ativacdo de caspase-11 € critica
para que ocorra a ativacado de caspase-1 e liberacdo de IL-1B em macréfagos de
camundongos durante a infeccdo por bactérias Gram-negativas, como E. coli e C.
rodentium. A auséncia de caspase-11 levava a menor producéo de IL-13, IL-18 e IL-
1a, além de menor citotoxicidade. Além disso, no modelo de sepse induzida por LPS
in vivo, animais caspase-11"-foram mais resistentes a letalidade. Assim, esse trabalho
identificou uma via ndo-candnica de ativagéo do inflamassoma, na qual a ativacéo de
caspase-1 é dependente de caspase-11 na presenca de LPS intracelular (Figura 2).

Tendo em vista que o reconhecimento do LPS é feito via TLR4 (HOSHINO et.
al. 1999; RAETZ e WHITFIELD 2002), Rathinam et. al. (2012) identificaram a inducéo
e ativagcdo de caspase-11 dependente da via TLR4-TRIF-IFN-I por meio do

reconhecimento do LPS extracelular das bactérias. Porém, na ativagdo ndo-candnica
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do inflamassoma pelo LPS intracelular, seu reconhecimento é feito de maneira
independente ao TLR4 (KAYAGAKI et. al. 2013).

Como a caspase-11 é exclusiva de roedores, a ativacdo da via ndo-canoénica
do inflamassoma foi descrita em células humanas por meio da participacdo das
caspases 4 e 5. Apos estimulo com LPS ou infeccdo com bactérias Gram-negativas,
monaocitos humanos possuem ativacdo de caspase-4, caspase-5 e NLRP3, seguida
de inducdo de morte celular e liberacdo de IL-1B e IL-1a (VIGANO et. al. 2015; BAKER
et. al. 2015). O LPS se liga diretamente as caspases inflamatorias 11, 4 e 5 no citosol
de mondcitos, células dendriticas e algumas células epiteliais de maneira especifica
e leva a sua oligomerizacdo e ativacdo (SHI et. al. 2014; BAKER et. al. 2015). No
entanto, diferentemente da caspase-1, as caspases 11, 4 e 5 ndo estdo envolvidas
diretamente na clivagem de IL-18 e IL-18 (KAYAGAKI et. al. 2011; SHI et. al. 2014).

1.6. Gasdermina-D e piroptose

Sabe-se que a ativacao do inflamassoma leva a piroptose com secrec¢éo de IL-
18 (BROZ e DIXIT 2016), contudo os mecanismos ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Em 2015, alguns grupos identificaram a gasdermina-D (GSDMD)
como substrato das caspases inflamatérias e indutora da piroptose (SHI et. al. 2015;
KAYAGAKI et. al. 2015; HE et. al. 2015). As caspases 1, 11, 4 e 5 conseguem clivar
a GSDMD inativa de 53 kDa em duas subunidades: uma N-terminal (GSDMD-NT) de
31 kDa e outra C-terminal (GSDMD-CT) de 20 kDa, sendo o fragmento N-terminal o
executor da piroptose (Figura 2). Estimulos de ativacdo de via canénica (SHI et. al.
2015; KAYAGAKI et. al. 2015; HE et. al. 2015) e nao-canbnica do inflamassoma
(KAYAGAKI et. al. 2015) foram capazes de levar a clivagem de GSDMD. A auséncia
de GSDMD in vitro, acarreta prejuizo na secrecédo de IL-1 e diminuigcdo de morte
celular, indicada pela menor liberacdo de LDH (SHI et. al. 2015; KAYAGAKI et. al.
2015; HE et. al. 2015). Animais GSDMD- também foram mais resistentes ao modelo
de choque séptico induzido por LPS (KAYAGAKI et. al. 2015).

Posteriormente, foi descrito que ao contrario da GSDMD e GSDMD-CT, a
GSDMD-NT se oligomeriza na membrana celular e leva a formacgéo de poros (LIU et.
al. 2016; SBORGI et. al. 2016). Sua ligagdo a membrana esta restrita somente a

lipidios contidos na face interna da membrana celular, como fosfatidilinositol fosfatos
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e fosfatidilserina (LIU et. al. 2016). Além disso, a GSDMD-NT também se liga a
cardiolipina, presente em membranas bacterianas e € capaz de matar bactérias in
vitro (LIU et. al. 2016). A estrutura dos poros formados possui cerca de 15-20 nm, o
gue permitiria a passagem de IL-1f3 clivada gerada no processo da piroptose (LIU et.
al. 2016; SBORGI et. al. 2016). Ja a GSDMD-CT possui mecanismo de auto inibicao
ao se ligar ao fragmento GSDMD-NT e reduz a piroptose induzida por LPS in vitro
(SHI et. al. 2015).

PIROPTOSE

inflamassoma
ERS e ndo-candnico
- a=a caspase-11 © GSDMD Nterm
pro-caspase-11 ativa
pro-caspase-1
v / &OGSDMD
Patégenos,
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inflamatérios, caspgse-l\‘
dano de bz ativa
membrana o Filamento de
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. o) ®
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Figura 2: Ativacdo do Inflamassoma. Representacdo da ativagdo candnica e ndo-canbnica do
inflamassoma e clivagem de GSDMD. Adaptado de Sborgi et. al., 2016.

1.7. Caspase-8

A Caspase-8 € uma cisteino-protease sintetizada em sua pro-forma de cerca
de 55kDa. Sua ativacdo ocorre por autoclivagem promovida por sua dimerizacéo
(MARTIN et. al. 1998), dando origem as subunidades de 41/43kDa e em seguida
18kDa e 12KDa, que irdo clivar substratos especificos (KRUIDERING e EVAN 2000).

A caspase-8 é conhecida pelo seu papel na apoptose, porém esta envolvida em outros
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tipos de morte celular como a necroptose, além de diversos eventos no contexto de
inflamacdes (ORNING e LIEN 2020).

Durante a apoptose extrinseca, estimulos extracelulares como TNF, FasL e
TRAIL sao reconhecidos por seus respectivos receptores: TNFR, CD95 e DR4/5. Em
seguida, ocorre o recrutamento das moléculas adaptadoras FADD ou TRADD e da
pro-caspase-8, formando o complexo de sinalizacao de inducéo de morte (DISC), que
também recruta RIPK1 e promove a autoclivagem de caspase-8, dando continuidade
a apoptose assim como inducdo de NF-kB (TUMMERS e GREEN 2017; SU et. al.
2005; ORNING e LIEN 2020). Apos sua ativacdo, a caspase-8 participa diretamente
da clivagem de caspase-3 e caspase-7, que clivam substratos como PARP e ICAD,
envolvidos nas modificacdes celulares da apoptose (STENNICKE et. al. 1998;
MCILROY et. al. 1999). A molécula cFLIP também se encontra no complexo DISC e
uma de suas funcdes é regular a apoptose ao inibir a clivagem da pro-caspase-8
(KRUEGER et. al. 2001). Além disso, a caspase-8 é capaz de clivar a proteina BID,
envolvida na apoptose intrinseca, sendo importante para o crosstalk que ocorre entre
ambas as vias (LI et. al. 1998). Pacientes com mutacdo no gene da caspase-8
possuem deficiéncia na apoptose e na ativacao de linfocitos T, B e NK, demonstrando
um perfil de imunodeficiéncia (CHUN et. al. 2002).

Alguns estimulos podem levar a célula a um tipo de morte inflamatoria por
necrose programada, a necroptose, como ativacao de receptores da superfamilia do
TNF, e os receptores TLR3 e TLR4 (HE et. al. 2009; HE et. al. 2011). Durante a
apoptose, RIPK1 recruta RIPK3 para o complexo e sdo substratos clivados pela
caspase-8 ativa. A inibicdo de caspase-8 ou FADD impede a clivagem de RIPK1 e
RIPK3 e a célula inicia a necroptose por meio da fosforilacdo de MLKL por RIPK3 (HE
et. al. 2009; CHAN et. al. 2015). O recrutamento de MLKL é importante para a
perfuracdo da membrana plasmatica por meio da formacéo de poros (DONDELINGER
et. al. 2014). Sendo assim, a caspase-8 € um importante regulador da necroptose.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o papel de caspases inflamatdrias durante a malaria.

2.1. Objetivos especificos

e Investigar a contribuicdo da via ndo candnica do inflamassoma na patogénese
da infeccéo por P. chabaudi;

e Avaliar a participacao da caspase-8 na patogénese da infeccao por P. chabaudi
e malaria cerebral experimental causada pelo P. berghei ANKA;

e Investigar o papel das caspases-1, -11 e -8 na producdo de citocinas pro-
inflamatorias;

e Verificar a contribuicdo da gasdermina-D para a producéo de IL-1( durante a
malaria;

e Avaliar a ativacdo de componentes do inflamassoma em amostras de pacientes

infectados por P. vivax e P. falciparum.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Modelo Experimental

3.1.1. Camundongos

Foram utilizados camundongos C57BL/6, 129S6, Caspll”, Caspl/117,
Caspl”/Caspl1' e Tnfr” sob licenca do Comité de Etica da Fundagio Oswaldo Cruz
- Fiocruz Minas (CEUA LW15/14 e LW16/18). Camundongos Gsdmd’, Ripk3”,
Ripk3/Casp8”, Ripk3/Casp8/1/117, Ripk3/Casp8/Gsdmd’ e Caspl” foram utilizados
sob a licenca IACUC/A-2371-15 da University of Massachusetts Medical School
(UMMS).

3.1.2. Infeccéo

Para a infeccdo dos camundongos, foram utilizadas as cepas Plasmodium
chabaudi chabaudi AS (malaria ndo-letal) e Plasmodium berghei ANKA (malaria
cerebral), mantidas em camundongos C57BL/6 por até dez passagens semanais.

No sétimo dia de infec¢cdo de camundongos infectados por P. chabaudi e sexto
dia de infeccdo dos camundongos infectados com P. berghei ANKA, foram feitos
esfregacos sanguineos de cada animal para contagem da parasitemia. Os esfregacos
foram corados e a parasitemia calculada pela contagem do numero de hemacias
infectadas em cerca de 700 heméacias totais. O animal com maior porcentagem de
parasitemia e menor nimero de parasitos fora das células teve o sangue utilizado para
a infeccao dos demais.

O sangue do animal escolhido foi retirado pela cauda e diluido em PBS 1x. O
namero de hemécias da solugéo foi contado em camara de Neubauer e a partir do
valor de parasitemia foi obtido o numero de hemacias infectadas na solucdo. A
concentracéo de hemacias infectadas foi ajustada para 108/mL e cada camundongo
foi infectado com 10° hemacias infectadas, por meio de injecéo intraperitoneal de

100pL da solucgéo.
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3.1.3. Eutanasia e processamento de bacos

Camundongos nao infectados e infectados foram sacrificados por overdose de
anestésicos ou em camara de CO2. E importante notar que os animais infectados com
P. chabaudi sempre foram sacrificados no oitavo dia pds-infeccdo, enquanto os
animais infectados com P. berghei ANKA sempre foram sacrificados no sexto dia pos-
infeccéo.

Os bacos dos animais foram coletados e macerados em 2mL de meio de
cultura. Apos centrifugacao a 300g por oito minutos, o sobrenadante do macerado foi
coletado e armazenado a 4°C. O pellet de células foi incubado por cinco minutos com
tampdo ACK para lise de hemacias e os esplendcitos restantes foram passados em
filtro de 100um para eliminagéo de restos celulares. Para os experimentos realizados
com esplendcitos, o pellet foi ressuspendido em tampéo RIPA (Sigma) associado a
um inibidor de proteases (Roche) para que ocorresse a lise celular. O lisado de
esplendcitos também foi armazenado a 4°C. Para experimentos com células CD11b",
o pellet de esplendcitos passou pela etapa de purificacdo com beads magnéticas
associadas a anticorpos anti-CD11b*.

3.1.4. Purificacdo de células CD11b+

As células do pellet de esplenécitos foram contadas e ressuspendidas em
Tampédo MACS (2mM EDTA e 0,5% BSA em 500 mL de PBS 1x) e anticorpos anti-
CD11b+ conjugados a microbeads magnéticas (MACS Miltenyi Biotec). As células
foram transferidas para uma coluna LS (MACS Miltenyi Biotec) dentro de um magneto
para a selecao positiva das células marcadas. Apos lavagens da coluna, o conteudo
de células CD11b+ foi eluido para um tubo de 15mL. As células foram contadas e
transferidas para um tubo de 1,5mL. A cada 2 x 108 foram usados 50uL de Tampé&o
RIPA com inibidor de proteases para a lise das células e esse lisado foi armazenado
a-20°C.

3.1.5. Eletroforese e Western Blot

Apbs o processamento dos esplendcitos e de células CD11b+, a quantidade de

proteinas das amostras foi quantificada por método de Bradford. As amostras foram
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misturadas a um tamp&o de amostra contendo SDS e agente redutor e foram
aplicadas quantidades iguais de proteinas em gel de 15% poliacrilamida SDS-PAGE.
A corrida foi realizada em uma cuba de eletroforese com aplicacdo de uma voltagem
de 80 a 110 V. ApGs a corrida, as proteinas do gel foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose por 2 horas a 300mA.

A membrana foi bloqueada por uma hora em agitacdo com uma solucéo de 5%
de leite desnatado em TBS Tween 0,1%. Depois do bloqueio, a membrana foi
incubada com os anticorpos primarios overnight a 4°C, com as seguintes diluices:
caspase-11, caspase-1 e pro-caspase-8 (1:1000), caspase-8 clivada (1:500) e actina
(1:3000). Apos a incubacdo com o anticorpo primario, a membrana foi incubada com
0 anticorpo secundario por 1 hora na diluicdo 1:25000. A revelacao foi feita por método

de quimioluminescéncia com o reagente ECLMax (Biorad).

3.1.6. Desafio com LPS/ Curva de mortalidade

No oitavo dia de infecgcdo, camundongos infectados com P. chabaudi foram
desafiados com 10ug de LPS (sorotipo: E. coli 055B5) diluidos em 100uL de PBS por
via endovenosa. Apds 8 horas de desafio, os animais foram eutanasiados e tiveram o
sangue coletado pelo plexo oftalmico com Pasteur de vidro e heparina. O sangue foi
centrifugado (5000 rpm por 10 minutos a 4°C) e o plasma coletado e armazenado a -
20°C.

Ja para avaliacdo da sobrevida, os animais foram monitorados nas 72 horas

seguintes ao desafio com LPS e os eventos de mortalidade contabilizados.

3.1.7. Quantificacao de citocinas

As citocinas IL-1B e TNFa foram quantificadas no plasma ou sobrenadante de
cultura pelo método de ELISA com o kit Mouse IL-18 ELISA Set optEIA (BD
Biosciences) e Mouse TNF-alpha DuoSet ELISA (R&D), seguindo as recomendacdes
do fabricante. Resumidamente, a placa foi sensibilizada com anticorpos de captura e
incubada overnight a 4°C. Em seguida, a placa foi incubada 1 hora com solucao de
bloqueio e depois 2 horas com as amostras. Os anticorpos de deteccao foram
aplicados e incubados por 1 hora, a enzima (peroxidase) por 30 minutos e solucao de
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substrato também por 30 minutos. Apos a adicdo de uma solucdo de parada, a
absorbancia dos pocos foi medida a 450 nm. Sempre que terminados os periodos de
incubacdo recomendados, a placa era lavada com PBS Tween 0,05% quantas vezes

o protocolo do fabricante indicasse.

3.1.8. Curvade mortalidade (malaria cerebral)

Para realizagcdo da curva de sobrevida, camundongos infectados com P.
berghei ANKA foram monitorados diariamente por 18 dias e as mortes contabilizadas.
E importante ressaltar que, caso um animal fosse encontrado com sintomas

neuroldgicos graves, como coma ou convulsdo, ele era submetido a eutanasia.

3.1.9. Ensaio com Azul de Evans

Camundongos nao-infectados ou infectados com P. berghei ANKA no 6° dia de
infecgdo foram injetados com 200uL de solucdo 1% de Azul de Evans em PBS1x por
via intravenosa. Apdés uma hora, os animais foram submetidos a eutanésia e perfusédo
com PBS1x foi realizada. O cérebro foi coletado e fotografado para comparacao visual

do extravasamento do corante.

3.1.10. RNAseq

Mondcitos (CD11b*F4/80*CD11c'DC-Sign"MHC-II") de camundongos C57BL/6
nao infectados e MO-DCs (CD11b*F4/80*CD11c*DC-Sign*MHCII*) do baco de
camundongos no quinto dia pos infeccdo por P. berghei ANKA foram isoladas por
meio de sorting no citdmetro ARIA (BD).

O RNA das amostras foi extraido usando o kit Qiagen RNeasy Mini Kit
(QIAGEN) e a biblioteca preparada usando o kit TruSeq Stranded mRNA Kit
(ILLUMINA). A biblioteca foi submetida ao sequenciamento no lllumina NextSeq 500
(Bauer Core Facility Harvard University). As leituras foram mapeadas usando o STAR
aligner (DOBIN et al. 2013) e as analises calculadas por meio do CUFFLINKS
(TRAPNELL et al. 2012).
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3.2. Estudo de amostras de pacientes

3.2.1. Pacientes infectados

Pacientes infectados por P. vivax e P. falciparum (diagnéstico confirmado por
microscopia de gota espessa) foram recrutados no Centro de Pesquisa em Medicina
Tropical (CEPEM) em Porto Velho, Rondbnia. Apds consentimento, 0s pacientes
doaram cerca de 100mL de sangue periférico. Individuos saudaveis e nao
pertencentes a areas endémicas de maléria também foram recrutados para doacao
de amostras de sangue, utilizadas como controle dos experimentos.

O estudo em pacientes com malaria foi aprovado pela Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP 15653) e pelo Comité de Etica em Pesquisas envolvendo
seres humanos do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEP-CEPEM
096/2009).

3.2.2. Purificacdo de células CD14+

A partir de amostras de sangue total, células mononucleares foram separadas
por meio de gradiente de densidade: o sangue, diluido em PBS 1x, foi aplicado,
cuidadosamente, sobre Ficoll-Paque Plus e centrifugado a 300g por 40 minutos, sem
freio e sem acelerac@o, em temperatura ambiente. O anel de células mononucleares
foi coletado e as células lavadas duas vezes em PBS 1x. Em seguida, o PBMC foi
ressuspendido em Tampao MACS (2mM EDTA e 0,5% BSA em 500 mL de PBS 1x)
e anticorpos anti-CD14 conjugados a microbeads magnéticas (MACS Miltenyi Biotec).
As células foram transferidas para uma coluna LS (MACS Miltenyi Biotec) dentro de
um magneto para a selecao positiva das células marcadas. Apos lavagens da coluna,
o contetudo de células CD14+ foi eluido para um tubo de 15mL. As células foram
contadas e transferidas para um tubo de 1,5mL. A cada 2 x 10° foram usados 50uL
de Tampéao RIPA com inibidor de proteases para a lise das células e esse lisado foi

armazenado a -70°C.

3.2.3. Avaliacao de caspase-4, caspase-8 e gasdermina-D
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Para realizacdo do western blot das amostras dos pacientes, cerca de 10uL de
cada uma foi aplicada em um gel industrializado NuPage 4-12% Bis-Tris Gel
(invitrogen). A corrida, transferéncia e bloqueio foram realizados da mesma maneira
gue descrito no item 4.1.4.

Os anticorpos primarios foram diluidos 1:1000 em solugdo 5% BSA em TBS
Tween 0,1%, tanto para caspase-4 (Cell Signaling), caspase-8 (Enzo) e gasdermina-
D (Sigma). Para Actina (Sigma), a diluicdo foi 1:3000. As membranas foram incubadas
overnight a 4°C. Posteriormente, a incubacdo com o anticorpo secundario foi realizada
por 1 hora na concentragdo 1:25.000 e a membrana revelada por

guimioluminescéncia.

3.3. Analises estatisticas

As analises dos dados foram feitas por meio do Software GraphPad Prism 7.

Primeiramente, foi realizado o teste de Grubbs para avaliar possiveis
discrepancias entre os valores. Em seguida, para resultados paramétricos, foi
utilizado o teste t e resultados nao paramétricos o teste Mann-Whitney. Para analise
de multiplos grupos foi utilizado one-way ANOVA.

Para as andlises da curva de sobrevida foram realizados o teste estatistico
Log Rank (Mantel-Cox).

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05, sendo os valores de p indicados nos gréaficos ou na legenda das figuras.
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4. RESULTADOS

4.1. A infeccdo por P. chabaudi é suficiente para promover a

inducao de caspase-11

Como ja havia sido descrita a ativacdo de caspase-1 durante a infeccéo por P.
chabaudi (ATAIDE et. al. 2014), viu-se necessario investigar se também haveria
ativacao de caspase-11. A infeccdo por P. chabaudi € capaz de induzir e ativar a
caspase-11, uma vez que foi observada a presenca das bandas de pro-caspase-11
(subunidades p43 e p38) no lisado de esplendcitos e de caspase-11 ativa (subunidade
p30) no sobrenadante do baco de camundongos C57BL/6 infectados (Figura 3A)
Como esperado, camundongos 129S6 (naturalmente deficientes para caspase-11),
Caspll’” e Caspl/117 ndo apresentam caspase-11.

A clivagem de caspase-1 ocorreu maneira independente a caspase-11, ja que
camundongos Caspl1’ possuem bandas de caspase-1 ativas de maneira similar aos
camundongos C57BL/6. (Figura 3B).

A
C57BL/6 129S6 Caspll’ Casp1/11”
Pc - + + - + + - 4+ + - 4+ +

W — —
Lisado | = o Pro-Casp-11p43/p38

Sobrenadante - - Casp-11 p30

Lisado M Actina

B C57BL/6 Caspll” Casp1/11”
Pc - -+ ++ - - ++ - - + +

Pro-Casp-1 p50

Casp-1 p35

Actina

Figura 3: Ativacao de caspase-1 e caspase-11 durante a infec¢cdo por P. chabaudi. Camundongos
C57BL/6, 12956, Caspll” e Caspl/11- foram infectados com P. chabaudi e ap6s oito dias de infecgéo
tiveram o baco coletado, os esplendcitos lisados e o sobrenadante do tecido coletado para realizagéo

de western blot para caspase-11 (A) e caspase-1 (B).



33

4.2. A caspase-l é a principal responsavel pela producéo de IL-

1B circulante durante a infeccéo por P. chabaudi

O préximo passo foi avaliar se a caspase-11 desempenharia algum papel na
infeccédo in vivo. Para isso, a producéo de IL-1( foi avaliada durante a infec¢ao por P.
chabaudi e desafio com doses nao-letais de LPS. Foi visto que os niveis de IL-13
circulantes nos animais Caspll”’ estdo reduzidos quando comparados aos dos
animais C57BL/6 (Figura 4A). Porém, a concentracdo plasméatica de IL-1B reduz
drasticamente na auséncia de caspase-1 ou de ambas as caspases, COmo Visto nos
niveis apresentados pelos camundongos Caspl’/119 (Figura 4A) e Caspl1/117
(Figura 4B). Animais somente infectados com P. chabaudi ou somente desafiados
com LPS néo possuem niveis significativos de IL-13 no plasma.

Em concordancia com o perfil de producéao de IL-13, camundongos C57BL/6
infectados com P. chabaudi morrem devido ao choque endotéxico em cerca de 12h
apos o desafio com LPS. Embora apresentem um leve atraso na mortalidade em
comparacéo aos camundongos C57BL/6, animais Casp11”- também n&o sobrevivem
ao desafio com LPS (Figura 4C). Em oposic¢édo, camundongos Casp1/117 ou Caspl-

I infectados s&o parcialmente resistentes ao desafio (Figura 4C-D).
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Figura 4: Caspase-1 contribui para a producéo de IL-1B apés infeccdo por P. chabaudi e desafio
com LPS. Camundongos C57BL/6, Casp11’, Caspl/11/, Caspl’ e Caspl”/11'9 foram infectados com
P. chabaudi. No oitavo dia de infecgdo foram desafiados com LPS (10ug) e (A e B): apds 8 horas
tiveram o sangue coletado para obtencéo de plasma e quantificacdo de IL-13 por ELISA. C e D: Nas

72 horas seguintes ao desafio com LPS, os camundongos foram monitorados quanto a mortalidade.
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4.3. Gasdermina-D controla a liberagcdo de IL-18 durante a

infeccédo por P. chabaudi

Como foi demonstrada a participacao da proteina GSDMD na liberagéo de IL-
18 (LIU et al. 2016), viu-se necessario estudar seu papel no modelo de infeccao por
P. chabaudi. Camundongos Gsdmd” e C57BL/6 foram infectados e desafiados com
LPS e, apods oito horas, observou-se que os niveis de IL-1 circulantes no plasma de
camundongos Gsdmd” s&o significativamente menores quando comparados ao de
camundongos selvagens infectados (Figura 5A). Em contrapartida, camundongos
Gsdmd infectados ndo sobrevivem ao desafio com LPS, embora apresentem um
pequeno atraso na mortalidade. (Figura 5B).
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Figura 5: GSDMD participa da secrecdo de IL-18 durante a infec¢ao por P. chabaudi.
Camundongos C57BL/6 e Gsdmd- foram infectados com P. chabaudi e no oitavo dia de infecgéo foram
desafiados com LPS (10ug). Apds oito horas tiveram o sangue coletado para obtencao de plasma e

guantificacdo de IL-13 por ELISA (A) ou foram monitorados nas 72 horas seguintes ao desafio para
avaliagéo da letalidade (B).
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4.4. A infeccdo por P. chabaudi é suficiente para promover a

clivagem de caspase-8

Tendo em vista a participacdo da caspase-8 em diversos eventos inflamatorios

e de morte celular (ORNING e LIEN 2020), foi grande interesse estudar sua

participacdo na patogénese da malaria. Foi demonstrado que durante a infec¢ao por

P. chabaudi, ha clivagem de caspase-8 em células CD11b* isolada do baco de

camundongos C57BL/6, de maneira independente & caspase-1 e caspase-11 (Figura

6A). Em seguida, foi avaliado se camundongos nocautes para o receptor 1 de TNF

(aqui chamados de Tnfr’-) teriam alguma alteracdo na clivagem de caspase-8. Foi

observado que camundongos Tnfr’- ndo possuem clivagem de caspase-8 visto pela

auséncia da subunidade p18 e possuem menor inducédo de pro-caspase-8 (Figura

6B). Em contrapartida, eles ndo apresentaram alteracéo na clivagem de caspase-1 e

caspase-11 (Figura 6B).
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Figura 6: Ativacdo de caspase-8 durante a infec¢éo por P. chabaudi. (A) Camundongos C57BL/6,

Caspl/11' e Ripk3/Casp8” foram infectados com P. chabaudi e ap6s oito dias de infeccéo tiveram o

baco coletado e as células CD11b* isoladas e lisadas para realizagcao de western blot para caspase-8.

(B) Western blot para caspase-8, caspase-11 e caspase-1 em amostras de lisado de células CD11b*

de camundongos C57BL/6 e Tnfr.
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4.5. Caspase-8 participa da producéao de IL-18 e TNFa durante a

infeccédo por P. chabaudi

Camundongos nocautes para caspase-8 morrem durante a fase embrionéria,
porém essa letalidade é restaurada ao também se realizar o nocaute de Ripk3
(KAISER et. al. 2011), sendo camundongos Ripk3/Casp8~ viaveis e utilizados neste
trabalho. Com o objetivo de avaliar se a caspase-8 participa da producao de citocinas
pré-inflamatérias durante a malaria, esplenécitos de camundongos infectados foram
estimulados com LPS in vitro e a producéo de IL-18 e TNFa quantificada. Foi
observado que camundongos Ripk3/Casp8’” e Ripk3/Casp8/1/117 produzem
menores niveis de IL-1p (Figura 7A) e TNFa (Figura 7B) quando comparados aos
camundongos selvagens. Camundongos Casp1/117 e Ripk3” foram utilizados como
controles do experimento.

Além de apresentarem menor producdo de citocinas, camundongos
Ripk3/Casp8” sdo parcialmente resistentes a infecgdo por P. chabaudi seguida do
desafio com LPS, enquanto camundongos Ripk3/Casp8/1/117 e Ripk3/Casp8/Gsdmd-
I- sdo totalmente resistentes. Camundongos Ripk3” sdo susceptiveis ao desafio com

LPS, assim como os animais selvagens (Figura 7C).
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Figura 7: Caspase-8 participa da liberacdo de IL-1B e letalidade durante a infeccdo por P.
chabaudi e desafio com LPS. Camundongos C57BL/6, Caspl1/11+, Ripk3/Casp8, Ripk3/Casp8/1/11-
- e Ripk3” foram infectados com P. chabaudi e apds oito dias de infec¢do tiveram o bacgo coletado e
os esplendcitos estimulados com LPS (1ug/mL) in vitro por 24 horas. Apés a incubacao, o sobrenadante
foi coletado e (A) IL-1B e (B) TNFa dosados por ELISA. (C) Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8,
Ripk3/Casp8/1/117, Ripk3/Casp8/Gsdmd” e Ripk3” foram infectados e no oitavo dia de infeccéo foram

desafiados com LPS (10ug) para avaliagdo da mortalidade nas 72 horas seguintes.
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4.6. Aumento da expressdo génica e de niveis proteicos de

caspase-8 durante a infeccao por P. berghei ANKA

A infeccao por P. berghei ANKA induz a diferenciacdo de parte dos mondcitos
esplénicos em células dendriticas (MO-DC) que desempenham papel importante na
patogénese da doenca (HIRAKO et. al. 2016). Foi observado aumento da expressao
génica de diversos genes da familia das caspases apos analise por RNAseq de MO-
DCs purificadas (Figura 8A). Entre esses genes, foi visto aumento de expresséao de
caspase-8, -7, -12, -1 e -4. Condizente a esses dados, células CD11b* do baco de
camundongos C57BL/6 infectados por P. berghei ANKA possuem aumento da
expressdo e clivagem de caspase-8 (Figura 8B), assim como de caspase-1 e -11
(Figura 8C).
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Figura 8: Ativacao de caspase-8 durante a infeccao por P. berghei ANKA. (A) Mondcitos do bago
de camundongos C57BL/6 néo infectados (MO-NI) e MO-DCs do bago de camundongos infectados
com P. berghei ANKA foram purificados para realizacdo de RNA-seq. O heatmap mostra a comparacao
da expressdo de diversos genes entre as duas populaces celulares com base no z-score.

Camundongos C57BL/6 foram infectados com P. berghei ANKA e apés cinco dias de infec¢ao tiveram
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0 bago coletado e as células CD11b+ isoladas e lisadas para realizagdo de western blot para (B)

caspase-8 e (C) caspase-11 e caspase-1.

4.7. Caspase-8 participa do desenvolvimento da maléaria cerebral

experimental

Visto que ha ativacdo de caspase-8 em células do baco de camundongos
infectados por P. berghei ANKA, foi interesse avaliar se, assim como ocorre durante
a infeccédo por P. chabaudi e desafio com LPS (Figura 7A-B), a caspase-8 participaria
da producao de IL-1B e TNFa durante a malaria cerebral. Para isso, esplendcitos de
camundongos infectados foram estimulados in vitro com LPS e a producdo de
citocinas quantificada no sobrenadante. A auséncia de caspase-8, tanto no animal
Ripk3/Casp8’ quanto no Ripk3/Casp8/1/117, culminou na menor producdo e TNFa
(Figura 9A) e IL-1B (Figura 9B), quando comparados aos camundongos selvagens e
Ripk3-.

Camundongos selvagens infectados por P. berghei ANKA desenvolveram
sintomas neurologicos e morreram entre os dias 7-9 pés infeccdo. JA os nocautes
Ripk3/Casp8” demonstraram um atraso na mortalidade durante a malaria cerebral,
enquanto camundongos Ripk3/Casp8/1/117- e Ripk3/Casp8/Gsdmd”’- foram
significativamente mais resistentes (Figura 9C). A infeccdo, porém, foi letal em
nocautes para Casp1/117-, Gsdmd” e Ripk3™.

O Azul de Evans é um corante utilizado para avaliar a permeabilidade vascular
ao se ligar a albumina sanguinea. Em condicdes fisioldgicas, o endotélio vascular é
impermeavel a albumina, portanto, seu extravasamento para o tecido nervoso indica
possivel rompimento da barreira hemato-encefalica (RADU e CHERNOFF 2013).
Assim, foi observado grande extravasamento de corante no cérebro de camundongos
C57BL/6 infectado. De forma oposta, os cérebros de camundongos Ripk3/Casp8” e
Ripk3/Casp8/1/117 apresentaram menor extravasamento de Azul de Evans e,
portanto, menor permeabilidade vascular no local (Figura 9D).
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Figura 9: Caspase-8 contribui para o desenvolvimento da maldaria cerebral experimental causada
pelo P. berghei ANKA. Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8”, Ripk3/Casp8/1/117 e Ripk3” foram

infectados com P. berghei ANKA e ap0s seis dias de infeccao tiveram o baco coletado e os esplendécitos

estimulados com LPS (1ug/mL) in vitro por 24 horas. Apos a incubac¢éo, o sobrenadante foi coletado e
as citocinas (A) TNFa e (B) IL-1B dosadas por ELISA. (C) Camundongos C57BL/6, Ripk3/Casp8,
Ripk3/Casp8/1/11, Ripk3/Casp8/Gsdmd’, Ripk3’, Caspl/11’ e Gsdmd’ foram infectados e a

mortalidade contabilizada durante os 18 dias pos infec¢do. (D) Camundongos no sexto dia de infeccdo

foram injetados com 200uL de solugéo 1% Azul de Evans e, ap0s uma hora, o cérebro foi coletado para

andlise visual do extravasamento do corante. No painel A * p=0.0104 e ** p=0.0056 e em B ***

p<0.0001.
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4.8. Ativacdo de caspase-4, caspase-8 e GSDMD em pacientes

com malaria

Por ultimo, foi importante averiguar se, assim como no modelo murino,
pacientes com maléaria apresentariam ativacdo de caspase-4, homéloga a caspase-
11 (VIGANO et. al. 2015), caspase-8 e GSDMD. Assim, foi realizado western blot de
amostras de lisado de células CD14+ de pacientes infectados por P. vivax e P.
falciparum. Foi observada a ativagao ex vivo de caspase-4 (Figura 10A), GSDMD
(Figura 10B) e caspase-8 (Figura 10C) em mondcitos de pacientes infectados por P.
vivax. Adicionalmente, as amostras de pacientes infectados por P. falciparum
apresentaram perfil similar (Figura 10D-E)
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Figura 10: Expresséo e inducédo de caspase-4, caspase-8 e GSDMD em mondcitos de pacientes
infectados. Apés a obtencdo de PBMC de pacientes infectados, células CD14+ foram isoladas e
lisadas. Foi realizado western blot de amostras de pacientes com P. vivax para caspase-4 (A), GSDMD
(B) e caspase-8 (C) e de pacientes infectados por P. falciparum (D e E).
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5. DISCUSSAO

A malaria é uma doenca febril aguda causada pelo protozoario do género
Plasmodium, responsavel por milhdes de casos e milhares de mortes anualmente
(WHO 2020). A resposta imune inata do hospedeiro € responséavel por diversos
eventos que ocorrem durante a doenca (GAZZINELLI et. al. 2014) portanto, é um
campo de estudo de grande importancia para a patogénese da doenca. Sendo assim,
como a ativacdo do inflamassoma e de caspase-1 ja haviam sido descritas durante a
malaria (ATAIDE et. al. 2014; HIRAKO et. al. 2015), foi necessario explorar o papel da
caspase-11 e da via ndo-candnica de ativacdo do inflamassoma nesses modelos.
Além do mais, tendo em vista a participacdo da caspase-8 em diversos eventos
inflamatérios e de morte celular (ORNING e LIEN 2020), foi importante estudar sua
participacdo na patogénese da maléria.

Diversos trabalhos realizados com camundongos caspase-17- para estudo do
inflamassoma ja foram publicados. Ataide et. al. (2014), por exemplo, demonstraram
que animais Caspl”, apds infeccdo com P. chabaudi e desafio com LPS, possuem
baixos niveis de IL-13 no plasma, além de maior resisténcia ao choque endotdxico.
Contudo, posteriormente foi descrito que essa linhagem foi gerada a partir de
background em camundongos 129ES, que naturalmente possuem mutacdo no gene
da caspase-11, ndo havendo producéo da proteina (KAYAGAKI et. al. 2011). Sendo
assim, os camundongos antigamente referidos como caspase-17- na verdade s&o
caspase-1/11 duplo-nocautes. Por isso, foi importante elucidar se a caspase-11
também contribuiu para os fenétipos observados.

Neste trabalho, foi mostrado que a infec¢éo por P. chabaudi é suficiente para
induzir e clivar a caspase-11. Em contraste com o que foi descrito na ativagdo nao-
candnica do inflamassoma (KAYAGAKI et. al. 2011), no modelo de infeccdo
apresentado neste trabalho, a caspase-11 esta ativa independentemente de LPS e
nao participa da ativagao de caspase-1. Em conjunto, nossos dados indicam que a
caspase-11 contribui para os niveis de IL-1B3, porém a caspase-1 parece ser mais
importante nesse processo. Isso se da provavelmente ao fato de a caspase-1 ser a
responsavel direta pela clivagem de IL-18 (MARTINON et al. 2002), enquanto a
caspase-11 (assim como as caspases homoélogas 4 e 5) ndo sédo capazes de clivar
essa citocina (KAYAGAKI et. al. 2011; SHI et. al. 2014). Assim, como a caspase-11
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esta envolvida na regulacao dos niveis de IL-13 durante a malaria ainda precisa ser
melhor esclarecido.

A GSDMD é clivada pelas caspases-1, -4, -5 e -11 e a subunidade clivada NT
regula a secrecao de IL-13 por meio da formacé&o de poros na membrana (SHI et. al.
2015; LIU et al. 2016). Durante a infec¢éo por P. chabaudi, a auséncia de GSDMD
acarretou reducdo extrema de IL-1B8 circulante, indicando papel importante na
secrecédo de IL-1B durante a malaria. Sendo assim, a importancia da caspase-1 e da
GSDMD durante a infeccdo por P. chabaudi se relaciona tanto aos picos de febre
associados a IL-1B8 (PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-ADHLI et. al. 2014), quanto aos
mecanismos pelos quais ocorre a hipersensibilidade a infeccbes bacterianas
secundarias a malaria. O desenvolvimento desse fenbmeno estd associado
principalmente a bactérias Gram-negativas, como a Salmonella ndo-tifoide e pode
ocasionar 6bito, especialmente na Africa (MABEY et. al. 1987; BERKLEY et. al. 1999;
SCOTT et. al. 2011; WERE et. al. 2011).

Por outro lado, a infec¢éo por P. chabaudi e P. berghei ANKA foi suficiente para
promover a clivagem de caspase-8 em células CD11b+ do baco. O TNF desempenha
um papel importante na maléria e aqui demonstramos que a clivagem de caspase-8
durante a malaria murina é dependente de TNFa. A sinalizacao via TNF esta envolvida
na ativacdo de caspase-8 durante a apoptose extrinseca (ORNING e LIEN 2020)
portanto, é possivel que a infeccdo por Plasmodium possa induzir células do baco a
apoptose, com a participacdo da caspase-8. Além disso, durante a malaria cerebral,
h&d clivagem de caspase-3 e apoptose em neurbnios e células endoteliais.da
microvasculatura cerebral (POTTER et. al. 2006; LACKNER et. al. 2007; PUNSAWAD
et. al. 2013). Células CD8+ se acumulam no cérebro e estdo envolvidas no
desenvolvimento da maléaria cerebral, sendo a expressao de Granzima-B (GzmB)
importante nesse processo (HAQUE et. al. 2011; BARRERA et. al. 2019). Assim, é
importante verificar se, durante a infec¢cdo por P. berghei ANKA, h& ativacdo de
caspase-8 no cérebro, possivelmente promovida pelas vias de células CD8+/GzmB
ou TNFa, e se ela também esta participando dos processos de apoptose local e
neurodegeneracao.

A ativacdo de NLRP3 e IL-1B8 parece ndo desempenhar papel importante
durante a malaria cerebral experimental (REIMER et. al. 2010; KORDES et. al. 2011).

De maneira similar, camundongos Caspl/117 e Gsdmd s&o susceptiveis a infeccéo
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por P. berghei ANKA. Entretanto, camundongos Ripk3/Casp8/1/11" e
Ripk3/Casp8/Gsdmd”’- possuem resisténcia significativamente maior. Esse perfil
também pode ser visto durante a infeccdo com P. chabaudi e desafio com LPS, no
gual a auséncia de caspase-8 promove resisténcia parcial a doencga, enquanto os
nocautes Ripk3/Casp8/1/117- e Ripk3/Casp8/Gsdmd’- s&o resistentes. A letalidade
nesse modelo nédo é explicada somente pela IL-1B, visto que Casp1/117- e Gsdmd’
séo parcialmente resistentes ao choque endotoxico. Sendo assim, foi observado que
a caspase-8 desempenha um papel importante em ambas os modelos de infeccao,
porém, de maneira independente do inflamassoma.

Sabe-se que citocinas proé-inflamatérias podem causar perturbacdes no
endotélio (IDRO et. al. 2010; MARK e MILLER et. al. 1990) portanto, a diminuicdo da
permeabilidade ao Azul de Evans nos camundongos Ripk3/Casp8’ e
Ripk3/Casp8/1/117- pode indicar menor inflamac&o local. Durante a malaria cerebral,
diversas citocinas se encontram aumentadas no plasma e cérebro, dentre elas, TNFa
e IL-18 (BROWN et. al.1999; LYKE et. al. 2004). Sendo assim, além de participar da
resposta inflamatdria no baco, a caspase-8 pode também estar mediando a producao
de citocinas pro-inflamatorias por células localizadas na circulacdo e/ou parénquima
cerebral. Em certas ocasifes, a caspase-8 contribui para a ativacdo de NF-kB
(LEMMERS et. al. 2007; SU et. al. 2005) e para a translocacéo de c-rel para o nucleo
(DELANEY et. al. 2019). Além disso, ja foi mostrado que a caspase-8 contribui para a
inducdo e secrecao de IL-1B nas infec¢cdes por Salmonella (MAN et. al. 2013) e
Paracoccidioides brasiliensis (KETELUT-CARNEIRO et. al. 2018). Portanto, além de
averiguar se a producdo de citocinas, tanto no baco quanto no cérebro, estaria
relacionada a atividade da caspase-8, seria interessante avaliar se isso ocorre por
atuacao direta da caspase-8 na via de NF-kB.

Os ciclos de paroxismo sao eventos caracteristicos da malaria, sendo
relacionados a producdo de citocinas, com destaque para IL-18 e TNFa
(PICHYANGKUL et. al. 1994; AL-ADHLI et. al. 2014). Neste trabalho, foi demonstrado
gue mondcitos de pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem
caspase-4, caspase-8 e GSDMD ativas. Esses dados demonstram uma possivel
ativacao do inflamassoma em mondcitos, o que pode estar envolvido na producéo de
IL-1B. Além disso, a presenca de caspase-8 clivada indica que também pode estar

envolvida na producédo tanto de IL-18 quanto TNFa.
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Embora a terapia com anticorpos anti-TNF contribua para diminuic&o da febre,
o bloqueio de TNFa néo é suficiente para inibir o desenvolvimento da malaria cerebral
humana (KWIATKOWSKI et. al. 1993; VAN HENSBROEK et. al. 1996). Em
camundongos, o tratamento com o antagonista de IL-13, Anakinra, ndo impediu o
desenvolvimento da maléria cerebral experimental (KORDES et. al. 2011). Tendo em
vista que o bloqueio individual de IL-1B e TNFa ndo reduz o desenvolvimento da
malaria cerebral, o efeito sinérgico entre ambas as citocinas pode ser um dos
responsaveis pela patogénese da doenca. Como a caspase-8 parece regular os niveis
de IL-1B e TNFa e promover uma resisténcia a doenca, € interessante explorar 0os
mecanismos pelos quais a caspase-8 participa do desenvolvimento da malaria

cerebral e assim, abrir caminho para possiveis novos tratamentos contra a doenca.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados desta dissertacédo, concluimos que a infecgéo por
P. chabaudi é capaz de induzir e ativar a caspase-11. Entretanto, a via ndo candnica
de ativacdo do inflamassoma parece nao ter grande influéncia no modelo estudado,
sendo a caspase-1 a mais importante para mediar a producao de IL-1p3, cuja liberac&o
parece ser dependente de GSDMD. Além disso, a infec¢do por P. chabaudi e P.
berghei ANKA ¢é suficiente para promover a clivagem de caspase-8. A caspase-8
participa da producdo de IL-1B e TNFa in vitro e contribui para a letalidade nos
modelos de infeccdo por P. chabaudi e desafio com LPS assim como a malaria
cerebral experimental. De maneira semelhante ao observado em camundongos,
mondcitos de pacientes infectados por P. vivax ou P. falciparum possuem ativacéo de
caspase-4, caspase-8 e GSDMD clivada, indicando uma possivel participacdo na
producdo de IL-18 e TNFa durante a malaria humana. Assim, como a caspase-8
parece regular duas citocinas importantes na patogénese da malaria, ela pode ser um

futuro alvo terapéutico para intervencéo durante doenca.
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Earlier studies indicate that either the canonical or non-canonical pathways of inflammasome
activation have a limited role on malaria pathogenesis. Here, we report that caspase-8 is a
central mediator of systemic inflammation, septic shock in the Plasmodium chabaudi-infected
mice and the P. berghei-induced experimental cerebral malaria (ECM). Importantly, our
results indicate that the combined deficiencies of caspases-8/1/11 or caspase-8/gasdermin-
D (GSDM-D) renders mice impaired to produce both TNFa and IL-1p and highly resistant to
lethality in these models, disclosing a complementary, but independent role of caspase-8 and
caspases-1/11/GSDM-D in the pathogenesis of malaria. Further, we find that monocytes from
malaria patients express active caspases-1, -4 and -8 suggesting that these inflammatory
caspases may also play a role in the pathogenesis of human disease.
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alaria is a major public health problem in >90 countries,
M and according to the World Health Organization affects

>200 million people and kills over 400,000 children
each year. The rupture of parasitized red blood cells (RBCs)
release pathogen and danger-associated molecular patterns such
as DNA, RNA, hemozoin and glycosylphosphatidylinositol (GPT),
and uric acid! that activate Toll-like receptors (TLRs)?3, Nod-like
receptors (NLRs)*7, and the cyclic GMP-AMP (cGAS) syn-
thase®. The activation of pattern-recognition receptors leads to
inflammatory priming and secretion of pyrogenic cytokines, such
as interleukin-1p (IL-1p) and tumor necrosis factor-a (TNFa)
that are responsible for signs of disease, such as high fever, chills,
and rigors. Malaria priming also leads to an exquisite sensitivity
to secondary bacterial infection, in particular non-typhoidal sal-
monellosis, that often associates with severe disease?~!2. Hence, a
better understanding of the mechanisms that arm the innate
immune cells to overreact during malaria is critical for the clinical
management and prevention of severe disease.

IL-1B processing and release are tightly controlled. After
translation, a pro-IL-1P inactive protein is cleaved by caspase-1
that is activated in an inflammasome-dependent process'>.
Inflammasomes are multiprotein complexes assembled by the
oligomerization of NLRs and AIM2. The activation of caspase-1
requires an inflammasome assembly that is under the control of
two signaling checkpoints. First, TLR signaling leads to enhanced
transcription of inflammasome components, pro-caspase-1 and
pro-IL-1p genes'4!5. Then, a second signal triggered by NLRs or
AIM2 activation promotes inflammasome assembly!6. This sec-
ond signal is induced by many stimuli, including DNA for AIM2,
urate crystal, ATP, oxy$en reactive, as well as microbial infections
that activate NLRP3!0.17,

When challenged in vitro with hemozoin, monocytes release
IL-1B dependent on inflammasome and caspase-1 activation®?.
Importantly, it was demonstrated that hemozoin binds to P.
falciparum nucleic acids and traffics into the lysosomal com-
partment and the cytosol of host cells, where parasite DNA
activates TLR9®. Furthermore, it was demonstrated that mono-
cytes from febrile malaria patients express high levels of NLRP3,
NLRP12, and AIM2 inflammasome specks, as well as active
caspase-11819, While experimental cerebral malaria (ECM)
develops in an inflammasome-independent manner, caspase-1
activation mediates hypersensitivity to endotoxin or super-
infection with Salmonella typhimurium, and this is attenuated in
P. chabaudi-infected NLRP3, NLRP12, or ASC knockout mice!$.

A noncanonical inflammasome pathway that regulates TL-1p
production was also described?®2!. Caspase-11 in mice and the
homolog caspase-4 in humans lead to the processing of pro-IL-1p
and promotes the pyroptosis by gasdermin-D (GSDM-D) clea-
vage, independent of inflammasome activation?223, The N-
terminal product of GSDM-D binds to lipid and oligomerizes
in cell membranes to form pores?*. Then, these pores promote
Ca?™ unbalance, the pyroptosis, and IL-1p release, as a
consequence?>26, Yet another member of this family of proteases
that plays an essential role in programmed cell death, caspase-8,
has recently been shown to promote NF-kB activation and induce
the synthesis of pro-IL-1p2~2%. The role of Caspase-8 on IL-1f
release seems to be more complex as it is also involved in GSDM-
D cleavage”. However, their role in malaria pathogenesis has not
been addressed.

Here, we demonstrate that in vivo Plasmodium infection is
sufficient to activate caspases-11 (or caspase-4) and 8, both in
Plasmodium-infected mice and malaria patients. Our awards
indicate that while caspase-11 is dispensable, both caspase-1 and
caspase-8 are important mediators of IL-1p and TNFa secretion,
hypersensitivity to septic shock as well as the development
of ECM.

2

Results

Expression and activation of caspase-11 in P. chabaudi infec-
tion. Plasmodium infection induces pro-inflammatory priming
leading to hypersusceptibility to septic shock. To study the
importance of this pro-inflammatory priming on malaria
pathogenesis, we used a low-dose Lipopolysaccharide (LPS)
challenge in Pc-infected mice!®31:32. Previous studies demon-
strate that in Gram-negative bacterial infection, caspase-11 is
involved in caspase-1 activation upstream of inflammasome?..
The immunoblot using splenocytes reveals that pro-caspase-11
(p43 and p38 subunits) is induced in Pc-infected C57BL/6 mice.
The cleaved subunit of caspase-11 (p30) was found in the sple-
nocyte supernatants. As expected, we did not find caspase-11 in
samples from 12956 (caspase-11 mutant mice), Caspl1~/~, and
Casp1/11~/~ mice (Fig. 1a). Splenocytes from Caspl~/~/11¢ mice
showed regular induction and activation of caspase-11, indicating
that cleavage of caspase-11 does not require caspase-1 (Fig. 1b).
We also performed an immunoblot developed with an anti-
caspase-1 antibody in splenocyte lysates from CaspIl~/~ mice.
We found the p35 caspase-1 subunit in splenocytes from Pc-
infected mice, indicating that caspase-1 is cleaved by a caspase-
11-independent mechanism (Fig. 1¢).

Expression of caspase-11 is dependent on IFNy and NAS-TLRs.
Different studies also demonstrate that pro-caspase-11 is induced
by Type I IFN as well as TLR agonists, such as LPS, Poly IC, or
PAMCys334-37, Priming with TLR agonists or IFNs induces pro-
caspase-11 expression, but require a second challenge with LPS to
activate caspase-11. In these models, LPS-induced lethality does
not require Toll-like receptor 4 (TLR4)3%35, We found that the
induction of pro-caspase-11 and cleavage of p30 caspase-11
subunit in splenocytes from Pc-infected was independent of TLR4
(Supplementary Fig. 1a). However, the high levels of circulating
IL-1B and IL-1p produced by splenocytes from infected Tlr4—/~
mice stimulated with LPS were very low when compared to
infected C57BL/6 mice (Supplementary Fig. 1b). When we eval-
uated splenic CD11b* cells from infected Tlr4~/~ mice chal-
lenged with LPS, we observed lower intracellular levels of pro-IL-
1B in TIr4~/~ than in C57BL/6 mice (Supplementary Fig. 1c).
Furthermore, infected Tlr4~/~ mice were resistant to LPS chal-
lenge (Supplementary Fig. 1d).

Plasmodium is a potent activator of TLR7, TLRY, and other
cytosolic receptors that sense nucleic acids>631:38-40_ In addition,
IFN-priming of innate immune cells is a hallmark of both human
and murine malaria?23%%0. Hence, we investigated the levels of
caspase-11 in mice lacking functional NAS-TLRs, IFNy (Ifng), or
IFNa/B receptor (Ifnarl) genes. Consistent with previous
studies?>3741, we found that both IFNy and Type I IFNs are
key cytokine-priming differentiated monocytes for caspase-11
expression. The results presented in Supplementary Fig. 2a show
that in vitro, TFNy, and TFN Type I are sufficient to induce
caspase-11 expression, and that caspase-11 p30 subunit is only
detected when bone marrow-derived macrophages (BMDMs)
were stimulated with iRBC. Expression of caspase-11 and its
active form was not affected in total splenocytes from single TIr3-,
Tlr7-, and TIr9-deficient mice infected with Pc (Supplementary
Fig. 2b-d). Nevertheless, we found that the expression of pro-
caspase-11 was highly impaired in splenocytes from Pc-infected
Tlr3/7/9~/=, Ifng™/~, or Ifnar1~/~ mice (Fig. 1d). Expression of
pro-caspase-1 was not impaired, whereas cleavage and generation
of active caspase-1 were affected in total splenocytes from Pc-
infected Ifng~/~, but not Ifnarl~/~ mice (Fig. le).

Caspase-1 has a dominant role in mediating IL-1p release in Pc
infection. A high proportion of circulating monocytes become
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mice. All results presented in this figure were obtained from mice either uninfected or at 8 days after

infection with Pc, as indicated. a, b Splenocyte lysates and supernatants were obtained from C57BL/6, 12956, Casp11 /=, Caspl/1 /=, and Caspl /-/1n9
mice, and analyzed by western blot using an anti-caspase-11 antibody. ¢ Splenocyte lysates from C57BL/6, Casp11—/—, and Caspl/11—/— mice were analyzed
by western blot using an anti-caspase-1 antibody. d Splenocyte lysates obtained from C57BL/6, TIr3/7/9~~, Ifng~/—, and Ifnar~— mice were analyzed by
western blot using an anti-caspase-11 antibody. e Splenocyte lysates were obtained from C57BL/6, Ifng~/~, and Ifnar~/~ mice and analyzed by western
blot using an anti-caspase-1 antibody. Blots developed with an anti-p-actin were used as loading controls. All blots are representative of two to three

different experiments with similar results.

activated during malaria!$4243, In rodent malaria, most splenic
monocytes differentiate into inflammatory monocytes (iMOs,
CD11b7F4/807CD11c"MHC II7), and monocyte-derived den-
dritic cells (MO-DCs, CD11b+F4/80TCD11¢*MHC T17)4 and
the differentiated cells are the main source of active caspase-1 and
IL-1p at 8 days post infection with Pc!8. To investigate whether
expression of pro-1L-1p is affected in Caspl1~/~ or Caspl/11~/~
mice, we performed intracellular staining for IL-1p in iMOs and
MO-DCs from spleens of control and Pc-infected mice, before
and 2 h after LPS challenge (Supplementary Fig. 3 and Fig. 2a).
We found the similar intensity of fluorescence of IL-1p in cells
from either infected C57BL/6, Caspl1~/~, or Caspl/11~/~ mice.
We then accessed the role of caspase-11 on IL-1f. Lower levels of
IL-1p were found in culture supernatants of LPS-stimulated
splenocytes from infected Caspll~/~ mice when compared to
infected C57BL/6 mice. However, the IL-1{ levels in splenocytes
from Caspl1~/~ were significantly higher than those from
Caspl=/~/11% or Caspl/11~/~ mice (Fig. 2b). In addition, when
compared to infected C57BL/6 mice challenged with a low dose of
LPS, lower levels of circulating IL-1B were observed in the plasma
of infected Casp1/11~/=, but not from Casp11~/~ mice (Fig. 2c).
Hence, the Caspl™/~/11%¢ phenocopied the Caspl/11~/~ and
not the Caspl11~/~ mice infected with Pc. The plasma IL-1p levels
in both control and infected mice not challenged with LPS
were below the limit of detection. Altogether, our results suggest
that in Pc-infected mice challenged with low-dose LPS, the
canonical pathway of caspase-1 activation has the predominant
role in TL-1 release. Consistently, deficiency of caspase-1 and not
caspase-11 resulted in a small, but the significant increment of
resistance to the low-dose LPS challenge in Pc-primed mice
(Fig. 2d). Furthermore, opposite to Ifng™/~ mice??, the Ifnarl~/~
mice that are defective on caspase-11, but not on caspase-1
expression, were still highly susceptible to the low-dose LPS
challenge (Fig. 2e).

GSDM-D is cleaved by caspase-11 and caspase-1, generating
the p30 polypeptide, which polymerizes and forms pores in the
cell surface membrane of activated monocyte/macrophages. The
GSDM-D pores allow the release of IL-1p and also lead to
pyroptosis?2-2445, Consistent with the hypothesis of a dominant
role of the canonical pathway of caspase-1 activation, Pc-infected
Gsdmd~/~ mice phenocopied the Caspl~/~ rather than
Caspl1~/~ mice. Despite the severe impairment of IL-1p release
(Fig. 2f), as observed in the Casp1/11~/~ and Caspl~/~ mice, the
Gsdmd~/~ mice were only partially resistant to the low-dose LPS
challenge (Fig. 2g).

Caspase-8 mediates IL-1B release in Pc-infected mice. The
Casp8~/~ mice are not viable, but the viability is rescued in the
double Ripk3~/—/Casp8~/~ mice, suggesting that unregulated
necroptosis is the main cause of embryonic lethality in the
caspase-8-deficient mice. Therefore, we used Ripk3~/~ mice as
controls. The results are shown in Fig. 3a (top panel) indicate that
in vivo Pc infection leads to pro-caspase-8 expression (p55) and
cleavage of caspase-8 (p18) in monocytes. These results were
confirmed using a different anti-caspase-8 antibody that recog-
nizes caspase-8 p43- and pl8-cleaved polypeptides in CD11b™
cells Fig. 3a (bottom panel). The cleavage of caspase-8 was
independent of both caspase-1 and caspase-11. In addition, our
results show that caspase-8 is not necessary for cleavage of either
caspase-1 or caspase-11 (Fig. 3b-d). Consistently, cleavage of
caspase-8 was unimpaired in Ifag~/~ mice infected with Pc
(Fig. 3e), which are defective on caspase-1 cleavage and caspase-
11 expression.

Caspase-8 mediates TNFa-induced cell death and also
promotes NF-kB activation and production of pro-
inflammatory cytokines?6, including TNFa2%$29, which is an
important biomarker of severe malaria?”48, To evaluate the
importance of TNFa on caspase-8 activation, we used mice
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Fig. 2 C 1-d dent rel of IL-1B in Pc-infected mice challenged with LPS. a Splenocytes were stimulated with 1pg/mL of LPS and used for

intracellular pro-IL- lﬁ staining by flow cytometry. The pro-IL-1p MFI quantification was assayed in live (live/dead—) monocytes (CD11b*F4/80%, left panel)
and dendritic cells (CDTIc™MHC IIt, right panel). For MOs: C57BL/6 n =9, Caspl/11~~ (control n =5, + LPS n = 4; infected n = 6), and Casp11~/~
(control n = 6, +LPS n = 8; infected n = 7, +-LPS n = 8). For monocyte-derived dendritic cells (MO-DCs): C57BL/6 n =9, CaspI/ﬂ*/’ (control n=7, +LPS
n=4; infected n=9, +LPS n=6), and Casp11~/~ (control n=6, +LPS n=8; infected n=7, + LPS n=8). b Splenocytes were stimulated in vitro with
1ug/ml of LPS and 24 h later IL-1p measured by ELISA in supernatants. Left panel: C57BL/6 (control n =5, infected n = 6) and Caspl/11~/~ n=>5. Right
panel: n= 3. ¢ Mice were inoculated intravenously with 10 pg/mice of LPS, and 8 h later, plasma was collected and circulating IL-1p measured by ELISA.
Left panel: C57BL/6 (non-challenged n = 6, LPS-challenged n = 5) and Caspl/11~/~ (non-challenged n = 5, LPS-challenged n = 3). Right panel: n = 3 for all
groups, except Caspl/~ /119 (infected n = 2; infected +LPS n=4). d C57BL/6, Casp11~/~, Caspl/11~/~ (top panel), as well as C57BL/6 and Caspl~/~
(bottom panel) were inoculated intravenously with 10 pg/mouse of LPS, and survival followed for 72 h. e C57BL/6, Ifng /=, and Ifnar 7~ were inoculated
intravenously with 10 pg/mouse of LPS and survival followed for 72 h. f, left panel: Splenocytes were stimulated in vitro with LPS (1 pg/ml) and IL-1B
measured by ELISA in 24 h supernatants. For all groups, n= 3. f, right panel: C57BL/6 and Gsdmd /"~ mice were inoculated i.v. with 10 pg/mouse of LPS
and plasma collected to measure the levels of IL-1p at 8 h post-challenge. C57BL/6 (n =9, except infected +LPS n=7) and Gsdmd 7~ (control n = 2 and
control +LPS n=7; infected n =3 and infected +LPS n=8). g C57BL/6 and Gsdmd—~ mice were challenged with 10 pg/mouse of LPS and followed for
survival. In a, b, ¢, and f, mean * s.e.m of two-three different experiments are shown; statistical analysis by parametric or nonparametric t test and one-way
ANOVA. Survival curves were analyzed by log-rank test.

deficient in the TNFp55 receptor gene Tnfrsfla (here identified as
Tnfr—/=). Our results show that cleavage of caspase-8 was not
observed in lysates from CD11b* cells derived from the spleen of
Pc-infected Tnfr~/~ mice (Fig. 3f). In contrast, expression and
cleavage of either of caspase-1 or caspase-11 were not affected
(Fig. 3f).

4 NATURE COMMUNICATIONS

The results presented in Fig. 4a show that the levels of
circulating IL-1B  on Ripk3~/~/Casp8~/~ or Ripk3~/~/
Casp8/1/11~/~ mice are very low when compared to C57BL/6
mice infected with Pc and challenged with low-dose LPS.
Likewise, IL-1p release by splenocytes (Fig. 4b) and pro-IL-1p
expression by CDI11b™/F4/80" iMOs/MO-DC populations
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Fig.3 C 8 in Pc-inf d mice. All results presented in this figure were obtained from mice either uninfected or at 8 days after infection

with Pc. C57BL/6, Caspl/11/~, Ripk3~/~/Casp8/~, Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~, Ifng~/~, and Tnfr 7/~ mice were used in different experiments, as indicated.
CD11b™ cells purified from splenocytes were lysed in RIPA buffer to prepare the lysates. Alternatively, splenocytes were spin down 400 x g for 5min to
prepare supernatants. Lysates from CD11b™ cells isolated from spleens of control and Pc-infected mice were analyzed by western blot using either a two
distinct anti-caspase-8; b anti-caspase-1 and anti-caspase-11; ¢ anti-caspase-1; d anti-caspase-11; and e anti-caspase-8 antibodies. b, d Alternatively,
splenocytes supernatants were used to detect active caspase-11 (p30) by western blot using an anti-caspase-11 antibody. f Lysates of CD11b™ cells from
uninfected and infected C57BL/6 and Tnfr—/— mice were analyzed by western blot with anti-caspase-8, anti-caspase-1, and anti-caspase-11 antibodies.
Blots revealed with anti-B-actin were used as loading controls. Blots are representative of two to three different experiments with similar results.

(Fig. 4c) from both Pc-infected Ripk3~/~/Casp8~/~ and
Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~ mice were impaired. As observed for
IL-1B, TNFa production by splenocytes from Pc-infected mice
was impaired in mice with various gene deficiencies (Fig. 4d).
Consistently, the release of IL-1p was highly impaired in Pc-
infected Tnfr—/~ mice, which are also resistant to LPS challenge
(Supplementary Fig. 4a, b). Importantly, while the Pc-infected
Ripk3~/=/Casp8~/~ mice were only partially resistant,
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the infected Ripk3~'~/Casp8/1/11~/~ and Ripk3~/'~/Casp8/
Gsdmd =/~ mice were highly resistant to the low-dose LPS-
induced lethality (Fig. 4e). The results obtained from Ripk3
single-knockout mice were identical to C57BL6, showing that
the deletion of this gene did not contribute to the phenotype
observed in the double Ripk3~/~/Casp8~/~ or the quadruple
Ripk3~/=/Casp8/1/11~/~-deficient mice. These results also indi-
cate a loop of amplification that involves TNFa induction by
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from mice either uninfected or at 8 days after infection with Pc. C57BL/6, Casp]/ﬂ*/‘, Ripk3’/‘, Ripk3*/“/Casp8‘/‘, R{pk3‘/’/Casp8/7/11‘/‘, and
Ripk3—/~/Casp8—/~/Gsdmd—/—. a Uninfected and Pc-infected mice were inoculated intravenously with 10 pg/mouse of LPS, and 8 h later plasma was
collected to measure the levels of circulating IL-1p. C57BL/6 (n=7), Ripk3—/~/Casp8~/— (n=4), Ripk3~/—/Casp8/1/11~/~ (n= 4) and Ripk3—~/~ (n=3).
*P=0.01. b Splenocytes from uninfected controls and Pc-infected mice were stimulated in vitro with 1pg/ml of LPS, and 24 h later the levels of

IL-1p measured in culture supernatants by ELISA. For uninfected mice: C57BL/6 (n = 4), Ripk3 7~ /Casp8 7/~ (n=5), Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~, and
Caspl/11~/= (n=2). For infected mice: C57BL/6 and Ripk3~—/Casp8~— (n=6), Ripk3—~/—/Casp8/1/11~/=, and Caspl/11~/~ (n= 3). ¢ Splenocytes from
uninfected and infected mice were stimulated with 1 pug/mL of LPS, and 2 h later used for intracellular staining of pro-IL-1. The pro-IL-1p quantification in
live (live/dead~) monocytes (CD11b + F4/80 + ) was performed by flow cytometry. For all groups: n = 2, except infected C57BL/6 (n = 3). d Splenocytes
from uninfected controls and Pc-infected mice were stimulated in vitro with 1pg/ml of LPS, and 24 h later the levels of tumor necrosis factor (TNF)a
measured in culture supernatants by ELISA. For uninfected mice: C57BL/6 (n=5), Ripk3—/—/Casp8~~ (n =6), Ripk3~~/Casp8/1/11~/~ (n=2). For
infected mice: C57BL/6 (n=8), Ripk3*/*/(.'asp8*/* (n=10), Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~ (n = 3), Caspl/11~/~ (n=5), and Ripk.?*/* (n = 2). e Uninfected
and Pc-infected mice were inoculated intravenously with 10 pg/mouse of LPS and survival followed for 72 h. Mean + s.e.m of two to three different
experiments are shown; statistical analysis by unpaired t test and one-way ANOVA. The survival curve was analyzed by log-rank test.

caspase-8, TNFa-induced caspase-8 cleavage, and consequent
activation of IL-1B. Hence, our results indicate that the
deleterious role of caspase-8 in the hypersensitivity to septic
shock in this malaria model may also involve the induction of
TNFa expression.

A neuroinflammation gene signature in MO-DCs from PbA-
infected mice. In our earlier studies, we found that MO-DCs are
an important source of active caspase-1, IL-13 and have a
pathogenic role in ECM and acute respiratory distress syndrome
in malaria (MA-ARDS) models!8:444%, To address the importance
of inflammatory caspases in ECM, RNA was extracted from MO-
DCs (CD11b"F4/807CD11c*DC-Sign *TMHC II, purity >97%)

6 NATURE COMMUNIC

highly purified from spleens of control and infected mice (Sup-
plementary Fig. 3). The MO-DCs were purified at day 5 post
infection, since in this model, mice become very sick by days 6-7
post infection. The bar graph presented in Fig. 5a shows the main
inflammatory pathways that were enriched in MO-DCs from
PbA-infected mice. We found that three pathways were highly
relevant to our study, i.e., maturation of dendritic cells, neu-
roinflammation signaling, and NFkB signaling, which is pro-
moted by caspase-8. Importantly, the connectivity diagram shows
that both TNFa and IL-1B genes were involved in all three
pathways (Fig. 5b). In addition, we found that caspase-1, caspase-
11, and caspase-8 genes were all upregulated in splenic MO-DCs
from PbA-infected mice (Fig. 5¢).
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(Fig. 6a), and -8 (Fig. 6b) proteins. Consistent with the results

Caspase-8 mediates P. berghei ANKA (PbA)-induced ECM.
obtained with Pc-infected mice, we found that IL-1p and TNFa

Different studies have shown that double Caspl/11~/~ mice are

still highly susceptible to ECM induced by PbA infection"°1, In
contrast, we found that caspase-8 contributes to the development
of ECM. Consistent, with the gene expression analysis, our
ex vivo results show that splenic CD11b* cells from PbA-infected
mice express high levels of pro- and active caspases-1, -11

produced by splenocytes stimulated with LPS were impaired
both in PbA-infected Ripk3~/~/Casp8~/~ and Ripk3~/~/Casp8/1/
117/~ mice (Fig. 6¢). Importantly, we observed a delay lethality of
Ripk3~/~/Casp8~/~ infected with PbA, whereas Ripk3~/~/Casp8/
1/117/= and Ripk3~/=/Casp8~/=/Gsdmd—/'— mice were highly
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resistant to ECM (Fig. 6d). In contrast, Ripk3_/_, Gsdmd ==, or
Casp1/11~/~ mice were as susceptible to ECM as the C57BL/6
mice. The clinical signs of disease correlated with the lethality
curves (Fig. 6e). The images presented in Fig. 6f show the Evans
blue staining of C57BL/6 mice, but not Ripk3~/—/Casp8~/~ or
Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~ infected with PbA. Pro-inflammatory
cytokines are known to promote blood-brain barrier perme-
ability, leading to leak and infiltration of mononuclear cells
contributing to ECM. Hence, these results are consistent with the
hypothesis that the defective cytokine response is contributing to
Casp8 knockout mice resistance to ECM. However, consistent
with the results from Pc-primed mice, caspase-8 also has an
important role in mediating ECM, which seems to be indepen-
dent of GSDM-D cleavage and IL-1p release. These results indi-
cate that caspase-8 and caspase-1 and -11 also have a
complementary role in the pathogenesis of ECM.

Expression of caspases-4 and -8 in monocytes from malaria
patients. Our previous studies show that infection with either P.
vivax or P. falciparum prime circulating monocytes to express an
inflammasome gene signature, form AIM2, NLRP3, and
NLRP12 specks, express active caspase-1, and produce high levels
of IL-1p, when challenged with LPS!81932 We now evaluated the
expression and activation of the inflammatory caspases-4 and -8
as well as GSDM-D in monocytes from malaria patients. It is well
established that cytokinemia and fever coincide with the syn-
chronized burst of infected red blood cells and the consequent
release of parasites!. Hence, blood samples from febrile malaria
patients were collected for peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) isolation. Western blots of monocytes purified of
PBMCs from P. vivax-infected patients showed active caspase-4
(p32 subunit) (Fig. 7a). In addition, infection with P. vivax
induced expression and cleavage of caspase-8 in circulating
CD14" monocytes (Fig. 7b). Furthermore, we found that GSDM-
D is cleaved in monocytes from P. vivax-infected individuals, and
not in monocytes from HD (Fig. 7c). A similar pattern of cas-
pase--8, GSDM-D and caspase-4 activation was observed in
monocytes from P. falciparum-infected patients (Fig. 7d, e).
Altogether, we provide evidence that P. vivax and P. falciparum
infection leads to induction and activation of caspases-4 and -8 as
well as GSDM-D in monocytes, which may contribute to the
overall amount of TL-1 and pathogenesis of malaria.

Discussion

Plasmodium infection results in activation of NLRs, inflamma-
some oligomerization, and caspase-1 via the canonical pathway in
circulating and splenic monocytes. Upon secondary stimuli, these
armed cells produce extremely high levels of TL-1pB, which is
thought to be a key cytokine-mediating high peak of fever as well
as high sensitivity to endotoxic shock induced in bacterial
superinfection-®18:19, However, the role of caspase-11 and the
noncanonical inflammasome activation?! has not been taken into
consideration. Furthermore, different studies demonstrate the
role of caspase-8 on IL-1p synthesis and host cell death in bac-
terial and fungal infections?’~30, Here, we report that caspase-11
and the homologous inflammatory human caspase-4, as well as
caspase-8, are highly activated during Plasmodium infection, both
in mouse and malaria patients. We found that while caspase-11
has a limited role, caspase-8 is essential for IL-1p release and to
mediate hypersensitivity to septic shock and cerebral disease in
ECM model.

Catalyzing the formation of B-hematin crystals (hemozoin) is a
key strategy to detoxify the heme released from hemoglobin
digestion by Plasmodium parasites®. Different studies have
reported that phagocytosis of hemozoin results in caspase-1

activation and IL-1pB secretion by monocytes/macrophages, and
that this process is dependent on AIM2, NLRP3, and ASC oli-
gomerization*®. Indeed, it was found that DNA bound to
hemozoin is essential to this process by activating TLR9 and
inducing expression of inflammasome components as well as pro-
IL-1B, whereas hemozoin crystals translocate to the cytoplasm of
phagocytic cells and promote inflammasome assembling®. In
addition, studies performed in our laboratory'® and elsewhere>?
have shown that immunocomplexes-containing DNA present in
plasma of malaria patients as well as opsonized infected RBCs
also trigger the formation of inflammasome specks in human
monocytes. However, most of the early studies that evaluated the
role inflammasome in rodent malaria used a mouse strain that is
double deficient for caspase-1 and caspase-11. Importantly, it was
found in other infectious disease models that caspase-11 is
involved in induction of pyroptosis, alarmin as well as IL-1p
secretion, in a process that is independent of the canonical acti-
vation of inflammasome?!5455, Hence, we revisited this question
to evaluate the contribution of the noncanonical pathway on IL-
1P release during malaria.

The inflammasome activation through the noncanonical
pathway requires as starting point caspase-11 activation in the
mouse. Once activated, these inflammatory caspases are thought
to promote potassium efflux, NLRP3, and ASC oligomerization
and consequently, caspase-1 activation that amplifies cleavage of
pro-IL-1p°0-38, Different studies also demonstrate that pro-
caspase-11 is induced by Type I IFN as well as TLR agonists,
such as LPS, Poly IC, or PAMCys334-37, Recent studies have
demonstrated that, like caspase-11, cytosolic LPS is an agonist
for the noncanonical inflammasome in humans and revealed
that the inflammatory caspase-4 is a direct sensor of bacterial
endotoxin?257:59,

We also found that in vivo Plasmodium infection was sufficient
to activate caspase-11 in mice. As TLRs have been shown
necessary in the process of priming for induction of pro-caspase-
11 and TLR7 as well as TLR9 are strongly activated by infection
with malaria parasites’16061, we investigated the role of NAS-
TLRs on activation of the noncanonical inflammasome pathway.
Importantly, activation of NAS-TLRs during malaria is important
to trigger IL-12, which is necessary for maximal IFNy response
during acute infection with malarial,324462, We found that
expression of pro-caspase-11 was diminished both in triple TIr3/
7/9 as well as Ifng knockout mice infected with P. chabaudi.
Importantly, our in vitro experiments indicate that whereas IFNy
is required to induce pro-caspase-11, activation with infected
erythrocytes promoted cleavage of pro-caspase-11. Indeed, it has
been demonstrated that a combined activation by NAS-TLRs and
IFNY results in high expression of pro-caspase-11 in the host cell
cytoplasm®l, which initiates the process of self-cleavage®?.

It has also been shown that caspase-11 needs a secondary sti-
mulus with cytosolic LPS to be activated and promote endotoxic
shock in a process independent of TLR43435, Tt is established that
LPS binds to the caspase-11 CARD domain and is required to
promote caspase-11 activation. However, our in vivo and ex vivo
experiments indicate that caspase-11 was not necessary to cleave
caspase-1 and had a limited role in secretion of IL-1p or sus-
ceptibility to the low-dose LPS-induced shock. Different from the
bacteria models described above, Plasmodium infection was suf-
ficient to induce and activate caspase-11, and TLR4 was required
to induce pro-IL-1, the release of IL-1p, and lethality induced by
LPS challenge.

In addition to caspase-1 and caspase-11, caspase-8 has also
been shown to play a key role in regulating IL-1f secretion in
bacterial and fungal infections?’~2%, These studies indicate that
caspase-8 mediates the synthesis of pro-IL-1B by activating NF-
kB. Unlike caspases-1 and -11, the role of caspase-8 does not
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(PBMCs) from healthy donors (HD) and malaria patients (P. vivax), lysed with RIPA buffer and analyzed by western blot. a Western blot was performed
with an anti-caspase-4 antibody. The levels of caspase-4 p32 expression were analyzed by densitometry and shown in the bottom panel (HD n=7 and P.
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(p55) and cleaved caspase-8 (p18) detected using an anti-caspase-8 antibody. The levels of caspase-8 p18 expression were analyzed by densitometry and
shown in the bottom panel (HD n = 4 and P. vivax n = 9). ¢ Western blot was performed with CD14+ monocytes lysates from HD as well as P. vivax malaria
patients and revealed with an anti-GSDM-D antibody. The levels of cleaved GSDM-D p30 expression were analyzed by densitometry and shown in the
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seem to be IL-1p specific, since its deficiency also impairs the
synthesis of other cytokines, such as TNFa and IL-6%°. Con-
sistently, we found that the release of both IL-1p and TNFa was
highly impaired in the caspase-8-deficient mice infected with Pc
or PbA.

Caspase-8 was also shown to be involved in GSDM-D clea-
vage?. However, in our experiments, caspase-8 was not required
for caspase-1 or caspase-11 cleavage. Importantly, the Pc-infected
Gsdmd '~ phenocopied the Caspl~/~ mice, which were slightly
more resistant to the LPS-induced shock. Intriguingly, Plasmo-
dium-infected Gsdmd /'~ mice showed severe impairment of IL-
1B release, but remained susceptible to the low-dose LPS chal-
lenge or ECM. Therefore, the lethality in these models cannot be

10 NATURE COMMUNIC

explained solely based on cleavage and release of IL-1B. Fur-
thermore, either Casp1/11=/=50°1 or Gsdmd—/— mice were
highly susceptible to ECM. Nevertheless, like Ripk3~/~/Casp8/1/
117/=, the Ripk3~/~/Casp8~/~/Gsdmd~/~ mice were highly
resistant to ECM. Together, these results indicate that while
redundant in these malaria models, the role of caspase-8 is
complementary but distinct from the canonical inflammasome
that involves caspases-1 and GSDM-D activation.

Infection with P. vivax elicits high fever and paroxysm thought
to be dependent on IL-1f, whereas P. falciparum infection is the
most lethal species and the cause of cerebral malaria in humans,
which is dependent on TNFa?’. Hence, we evaluated whether
inflammatory caspases and GSDM-D are activated in monocytes
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from malaria patients. We have previously shown that AIM2 and
NLRP3 inflammasomes, as well as caspase-1, are activated in
monocytes from malaria patients'S. Here, we found that in vivo
infection with either P. vivax or P. falciparum is sufficient to
activate caspase-4 and cleave GSDM-D in monocytes without
exposure to LPS. In addition, we found that monocytes from
patients infected with Plasmodium spp. process caspase-8, indi-
cating their potential role in IL-1p release and pathogenesis of
malaria.

In conclusion, our results demonstrate that caspase-1, caspase-
8, the mouse caspase-11, and its human ortholog caspase-4 are all
activated in monocytes from P. vivax and P. falciparum malaria
patients and mouse malaria models. The important role of the
canonical activation of the inflammasome is revealed in caspase-
8-deficient mice. While redundant, our data indicate that in these
malaria models the mechanism by which caspases-1/11 promotes
IL-1P release involves GSDM-D, whereas caspase-8 seems to
mediate expression of pro-IL-1f and TNFa. As caspase-8 controls
the release/expression of two key cytokines on Plasmodium-
induced disease, it should be considered a potential target for
therapeutic intervention in malaria patients.

Methods

Ethics statement. The Ethical Committee on Human Experimentation from
Centro de Pesquisas em Medicina Tropical (CEP-CEPEM 096/2009), the Brazilian
National Ethical Committee (CONEP 15653) from Ministry of Health and the
Institutional Review Board from the University of Massachusetts Medical School
(UMMS, TRB-TD11116) approved this study performed with malaria patients.
Experiments with mice were conducted according to institutional guidelines for
animal ethics and approved by the Institutional Ethics Committees from Oswaldo
Cruz Foundation (Fiocruz-Minas, CEUA/LW15/14, and LW16/18) and UMMS
(IACUC/A-2371-15), respectively.

Malaria patients. Healthy donors volunteers (n = 8) from Porto Velho or Belo
Horizonte were used as negative controls. Symptomatic febrile patients with acute
uncomplicated P. vivax (n =9) and P. falciparum malaria (n = 6) were recruited at
CEPEM, an outpatient malaria clinic in Porto Velho, an endemic malaria arca in
the Amazon region of Brazil. Written informed consent was obtained before
enrollment of all subjects. Up to 100 mL of peripheral blood was collected
immediately after confirmation of P. vivax or P. falciparum infection by a standard
thick blood smear. Peripheral blood was also collected from healthy donors living
in an endemic area.

Experimental infections. All mouse lineages used in this study have been back-
crossed for at least ten generations into the C57BL/6 genetic background.
Caspl1~/=, Caspl=/=/11'¢, and Gsdmd—/~ were provided by Dr. Vishva Dixit from
Genentech (San Francisco, CA). Caspase-1~/~/11-/~ and TIr3 "/~ mice were
provided by Dr. Richard Flavell from Yale University (New Haven, CT). The
Caspl’/* mice were provided by Dr. Devi Kanneganti Thirumala from St. Jude
Children’s Research Hospital (Memphis, TN). Ripk3~/~, Ripk3~/~/Casp8 /-, and
Ripk3~/~/Casp8/1/11~/~ were provided by Egil Lien. The 11r9~/~, Tlr4~/~, and
Tir7~/~ mice were provided by Dr. Shizuo Akira from Osaka University (Osaka,
Japan). The Ripk3~/~/Casp8~/~/Gsdmd~'~ and 11r3/7/9~/~ mice were generated
in our laboratory by genetic crosses. The C57BL/6, Ifng™/~, Tnfr~/~, Ifnarl~/~,
and 12956 were originally obtained from Jackson Labs. All mouse lineages men-
tioned above were bred and maintained in microisolators at Fiocruz-Minas and
UMMS on a 12 h dark/light cycle, temperature range was 68-79 °F, and humidity
between 30 and 70%. Female and male mice between 6 and 10 weeks old were used
in all experiments.

The P. chabaudi chabaudi AS and P. berghei ANKA strains were used for
experimental infection and kept in our laboratory as previously described®! %4,
Briefly, P. chabaudi and P. berghei strains were maintained in C57BL/6 mice by
passages once and twice a week, respectively. For experimental infection, wild-type
and various knockout mice were infected i.p. with 107 infected red blood cells
diluted in PBS 1x. In some experiments, mice 0 (uninfected controls) and 8 days
post i ion with P. chabaudi were chall d with LPS (serotypes 055:B55 or
0111:B4 from E. coli —Sigma and InvivoGen, respectively) and plasma collected
8 h later. LPS was used at a concentration 10 pg/mouse, as indicated. In
experiments with P. berghei ANKA, mice were followed daily for survival and to
score clinical symptoms. ECM signs included ruffled fur, abnormal postural
responses, reduced reflexes, reduced grip strength, coma, and convulsions. Mice
that demonstrated complete disability in all parameters or died between days 7 and
12 post infection were considered as having ECM3144,

Human monocyte lysates. PBMCs were isolated from whole blood on Ficoll-
paque Plus (GE Healthcare). Monocytes were purified from PBMCs of P. vivax and
P. falciparum-infected patients or healthy donors by using immunomagnetic beads
for positive selection of CD14% cells (Miltenyi Biotec). Cells were lysed with RIPA
buffer (Sigma) solution with a protease inhibitor cocktail (ThermoFisher).

Splenocytes and CD11b* cells. Splcens from control and infected mice were
passed through a 100-um nylon cell strainer. After the first centrifugation (5 min
400 x g), tissue supernatant was collected. Erythrocytes were then lysed, washed,
and splenocytes resuspended in RPMI 1640 medium supplemented with penicillin,
streptomycin, and 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco, ThermoFisher). In some
experiments, splenocytes (2 x 106 cells) were stimulated in vitro with 1 pg/ml of
LPS for 24-48 h. For experiments with CD11b ™ cells purified from splenocytes,
immunomagnetic beads for positive selection of CD11b™ cells (Miltenyi Biotec)
were used.

Bone marrow-derived monocytes (BMDMs). Bone marrow cells from C57BL/6
mice were cultured in DMEM (Corning) with 10% EBS, 10 mM L-glutamine
(Gibco, ThermoFisher), and 20% 1.929 supernatants. After 7 days 2 x 10° BMDMs
were cultured in 48-wells plate in 300 pl of medium without FBS. The BMDM were
stimulated with 1:5 of red blood cells (RBC) or infected RBCs (iRBC), 40 ng/ml of
IFNy (Sigma), and 500 U/ml of IFN-I (Pbl Assay Science), as indicated in the figure
legends. Between 16 and 24 h of in vitro stimulation, BMDMs were lysed with
RIPA buffer (Sigma) solution. Culture supernatants were collected, and the soluble
proteins were precipitated using chloroform (25% of supernatant volumes) and
methanol (same supernatant volumes). After centrifugation at 20,000 x g for 10
min at 4 °C, the proteins pellet was dried in 56 °C and suspended in sample buffer.

Western blotting. Total of mouse splenocytes, CD11b* cells, BMDM, or mono-
cytes from patients were lysed with RIPA buffer solution with a protease inhibitor
cocktail. After 15 min on ice, lysates were centrifuged at 13,000 x g for 10 min at
4 °C. The proteins were separated in a 12%-acrylamide (caspase-11 and caspase-8)
or 4-12% acrylamide (caspase-1/caspase-4/GSDM-D) NUPAGE Bis-tris Protein
gels (Invitrogen) and transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes
were incubated with caspase-11 (Novus Biologicals, 1:1000), caspase-1 (Adipogen,
1:1000), caspase-4 (Cell Signaling, 1:1000), anti-mouse and anti-human caspase-8
(Enzo Life Science, 1:1000), anti-mouse cleaved caspase-8 (Cell Signaling, 1:500),
anti-GSDM-D (sigma, 1:1000) and B-actin (Sigma, 1:2000) specific antibodies, then
incubated with HRP-conjugated secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch,
1:25,000) and detected with Clarity Max ECL Substrate (Biorad) using ImageLab
Touch Software V6.0.1 (Bio-Rad). Bands quantification was performed with
ImageStudio V5.2. Uncropped western blot is available in the Supplementary
Information file (Supplementary Figs. 5-11).

Cytokine measurements. Measurements of mouse I1-1f and TNFa in plasma or
supernatant of splenocyte cultures were performed using commercially available
ELISA Duoset kit (ThermoFisher). Absorbance was read with SOFTmaxPRO
V4.3.1 LS.

Flow cytometry. Splenocytes (5 x 10° cells) from mice at 0 (uninfected controls)
and 8 days post infection were harvested 2 h after challenge with LPS and stained
with fluorescein-labeled monoclonal antibodies (mAbs) specific for cell surface
markers or cytokines. The following flow cytometry mAbs specific were used:
CDl11c-Alexa fluor 700 (1:100), MHC II-APCCy7 (1:200), F4/80- APC (Biolegend,
1:200), CD11b-PECy7 (1:4000), pro-IL-1B-FITC (eBioscience, 1:100), and AmCyan
(Live/Dead kit, ThermokFisher). The intracellular fixation and permeabilization
buffer set of eBioscience (ThermoFisher) were used to perform pro-IL-1p stain.

Cell sorting. Spleens from the C57BL/6 control uninfected and PbA-infected mice,
at 5 days post infection, were harvested, and splenocytes stained with Ly6G (FITC,
1:400) CD11b (PECy7, 1:4000), F4/80 (PECy5, 1:200), CD11c (Alexa fluor 700,
1:100), MHC II (APCCy7, 1:200), and DC-SIGN (APC e-fluor 660, 1:800) and
then submitted to purification by using a cell sorting ARTA (BD). These cells were
first gated on FSC-H/FSC-A, to avoid doublets. Next, we gated on Ly6G—, then
CD11b"F4/80%. Cells from noninfected controls were then gated on MHC II' DC-
SIGN" and from infected mice on MHC T1high DC-SIGNM8E, The gated cells were
sorted, collected into fresh new tubes, the MO-DCs were confirmed to be CD11¢™
and then used for RNA extraction and RNA-Seq.

RNA-Seq samples and library preparation. RNA-seq was performed in biological
replicates (three mice per group). Monocytes and MO-DCs were purified from
splenocytes using a cell sorting ARIA (BD). Since PbA infection leads to severe
cerebral symptoms and death after the 6th day of infection, MO-DCs (CD11b"F4/
801CD11c"DC-Sign™MHC IT*) were collected from PbA-infected C57BL/6 mice at
day 5 post infection and monocytes (CD11b~F4/80+CD11c~DC-Sign"MHC 117)
collected from noninfected mice. The total RNA was extracted using the Qiagen
RNeasy Mini Kit (Qiagen), and was cleaned and treated with DNase I (Qiagen).
RNA-seq libraries were prepared using the TruSeq Stranded mRNA Kit (ILLUMINA)
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following the manufacturer’s instructions. The total RNA and library quality were
verified by fragmentation analysis (Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer) and
submitted for sequencing on the Illumina NextSeq 500 (Bauer Core Facility Harvard
University).

RNA-Seq analysis. Reads previously trimmed with Trimmomatic (Bolger et al.®®)
were mapped to the Genome Reference Consortium Mouse Build 38 patch release
5 (GRCm38.p5) using STAR aligner (Dobin et al.%) and the Fragments Per
Kilobase of transcript per million mapped read (FPKM) values and the differential
analysis were calculated with CUFFLINKS (Trapnell et al. 7). Genes which were
differentially expressed in response to the infection with fold change = 1. 5 were

. Martinon, F., Burns, K. & Tschopp, J. The inflammasome: a molecular

platform triggering activation of inflammatory caspases and processing of

. Bauernfeind, F. G. et al. Cutting edge: NF-kappaB activating pattern

recognition and cytokine receptors license NLRP3 inflammasome activation
by regulating NLRP3 expression. J. ImmunoL 183, 787-791 (2009).

by Strep U
pyogcncs requn'e‘; streptolysin O and NF-kappa B activation hul proceeds
and P2X7 receptor. J. Immunol. 183,

Lalz, E, Xiao, T. S. & Stutz, A. Activation and regulation of the
L. 13, 397-411 (2013).

analyzed for pathway enrichment and network analysis with TPA- T
Pathway Analysis from Qiagen (USA); and graphs were done in R stamhcal
environment, version 3.4.3 (R Core Team, 2019) and Cytoscape software (Shannon
et al.%8),

and . Please sce S itary Table 1.

'PP

Statistical analysis. All data were analyzed using Graphpad Prism V7.0 Software.
The differences between two groups were verified using ¢ test or the
Mann-Whitney test for parametric or nonparametric data, respectively, at 95%
confidence interval (CI). For analysis of multiple groups, we used one-way or two-
way analysis of variance (ANOVA) with additional Bonferroni’s test at 95% CIL.
Differences were considered statistically significant when the P <0.05.

Reporting summary. Further information on research design is available in the Nature
Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

All data generated or analyzed during this study are included in this published article
(and its supplementary information files). RNA-seq data are available at the Gene
Expression Omnibus Database, GEO accession number is: GSE126381. All data from this
study are available in figshare with the identifier: https://doi.org/10.6084/m9.
figshare.12751163.v1. Source data are provided with this paper.
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