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RESUMO

A esquistossomose € uma doenca parasitaria debilitante que afeta mais de 200 milhGes pessoas
em todo o mundo e causa aproximadamente 280.000 mortes por ano. Dentro de hospedeiro
definitivo, os ovos liberados pelo parasito Schistosoma mansoni se alojam no intestino e
especialmente no figado, onde induzem um processo inflamatério granulomatoso, que
ocasionalmente leva a fibrose. Os mecanismos moleculares relacionados a formagdo do
granuloma ainda ndo foram plenamente elucidados. A ativacdo da via de sinalizagcdo do
inflamassoma tem sido relatada como um evento molecular crucial na inducdo da patologia
hepatica, especialmente por intermédio do sensor NLRP3. Recentemente, outros sensores da
via do inflamassoma, como NLRP6, foram relacionados com doencas hepéticas e processos
fibréticos. No entanto, a contribuicdo desta molécula na patologia hepatica associada a
esquistossomose ainda ndo foi avaliada. No presente estudo, usando células dendriticas
derivadas de medula dssea, demonstramos que o sensor NLRP6 é importante para a producao
de IL-1p e para a ativacdo da caspase-1, em resposta a antigenos sollveis dos ovos (SEA). Além
disso, a auséncia de NLRP6 culminou em reducéo significativa na inflamacéo periovular, na
deposicao de colageno em granulomas hepaticos e nos niveis de mRNA de a-SMA e IL-13. Os
figados de camundongos NIrp67-apresentaram niveis reduzidos de CXCL1/KC, CCL2, CCL3,
IL-5 e IL-10, bem como de atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPO) e peroxidase
eosinofilica (EPO). Ademais, apés 6 semanas de infecgdo, a frequéncia das populacdes de
macrofagos e neutrofilos apresentaram-se diminuidas no figado de camundongos knockout para
NLRP6. Por fim, observou-se que a formacdo de granuloma hepético e a deposi¢éo de colageno
nessas estruturas também foi comprometida em camundongos Caspase-17-, IL-1R” e Gsdmd™
Nossos resultados sugerem que o inflamassoma NLRP6 desempenha papel chave na patologia
hepética associada a esquistossomose.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, imunopatologia, inflamassoma, NLRP6, fibrose



ABSTRACT

Schistosomiasis is a debilitating parasitic disease that affects more than 200 million people
worldwide and causes approximately 280,000 deaths per year. Inside the definitive host, eggs
released by Schistosoma mansoni lodge in the intestine and especially in the liver where they
induce a granulomatous inflammatory process, which can lead to fibrosis. The molecular
mechanisms initiating or promoting hepatic granuloma formation remain poorly understood.
Inflammasome activation has been described as an important pathway to induce pathology
mediated by NLRP3 receptor. Recently, other components of the inflammasome pathway, such
as NLRP6, have been related to liver diseases and fibrotic processes. Nevertheless, the
contribution of these components in schistosomiasis-associated pathology is still unknown. In
the present study, using dendritic cells, we demonstrated that NLRP6 sensor is important for
IL-1B production and caspase-1 activation in response to soluble egg antigens (SEA).
Furthermore, the lack of NLRP6 has been shown to significantly reduce periovular
inflammation, collagen deposition in hepatic granulomas and mRNA levels of a-SMA and IL-
13. Livers of NIrp6” mice showed reduced levels of CXCL1/KC, CCL2, CCL3, IL-5, and IL-
10 as well as Myeloperoxidase (MPQ) and Eosinophilic Peroxidase (EPO) enzymatic activity.
Consistently, the frequency of macrophage and neutrophil populations were lower in the liver
of NLRP6 knockout mice, after 6 weeks of infection. Finally, it was further demonstrated that
the onset of hepatic granuloma and collagen deposition were also compromised in Caspase-1-
- IL-1R” and Gsdmd™ mice. Our findings suggest that the NLRP6 inflammasome is an
important component for schistosomiasis-associated pathology.

Keywords: Schistosoma mansoni, immunopathology, inflammasome, NLRP6, fibrosis
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1. INTRODUCAO
1.1 Esquistossomose

Inicialmente descrita em 1851, pelo médico aleméo Theodor Bilharz (Farley, 2003), a
esquistossomose é uma doenca parasitaria humana resultante da infeccdo por parasitos
trematodeos do género Schistosoma (Sturrock, 2001). A doenca se apresenta como uma
enfermidade de carater cronico, gradualmente debilitante. Dados da Organizacdo Mundial de
Saulde a classificam como a segunda doenca de importancia socioecondmica no mundo, atras
apenas da malaria, e como a terceira doenca parasitaria de maior relevancia no que diz respeito
a saude publica (WHO, 2004).

A distribuicdo global da esquistossomose abrange 78 paises, localizados em diferentes
continentes como Africa, Asia e América do Sul (Figura 1). Estima-se que, mundialmente, haja
779 milhdes de pessoas sob risco de infeccdo e que mais de 250 milhGes encontram-se
infectadas. Dentre as regides acometidas, o continente africano é, notavelmente, o mais
prevalente, abrigando a grande maioria dos casos globais (Chitsulo et al., 2000; Engels et al.,
2002; Steinmann et al., 2006). Na América do Sul, o Brasil é o pais com maior prevaléncia de
esquistossomose, com aproximadamente 25 milhGes de pessoas morando em areas endémicas
e 3 milhdes de individuos infectados (Katz, Peixoto, 2000) .

Embora existam dentro do género Schistosoma cerca de 21 espécies, trés sdo
consideradas como mais relevantes a saude humana: o Schistosoma mansoni, Schistosoma
japonicum e o Schistosoma haematobium. As demais espécies como o Schistosoma guineensis,
Schistosoma intercalatum e o Schistosoma mekongi apresentam prevaléncia global pouco
expressiva (LoVerde, 2019). O clico de vida desses parasitos requer, obrigatoriamente, a
participacdo de um hospedeiro intermediario invertebrado (caramujo), onde ocorre um processo

de divisdo assexuada. Cada espécie de Schistosoma infecta seletivamente uma género de
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caramujo (S. mansoni - Biomphalaria / S. haematobium - Bulinus / S. japonicum - Oncomelania
(Sturrock, 2001), por esta razdo a distribuicdo geografica da doenca esta intimamente

relacionada a prevaléncia e disponibilidade do hospedeiro invertebrado ao redor do planeta.

- S mansoni

17] S haematabium

. S intercalatum

[ s japonicum

. S mekongi

| Mixed S haematobium/S mansoni
| | Greatrivers and lakes

Figura 1. Distribuicao global da esquistossomose categorizada por espécie. Fonte: (Shaker et al.,
2014).

As espécies de Schistosoma que comumente infectam os seres humanos apresentam
ciclos de vida semelhantes (Figura 2). O ciclo de vida desses parasitos se inicia quando seus
ovos alcancam a agua, através de urina ou fezes de individuos infectados. Apds o contato com
a agua, os ovos liberam larvas ciliadas de vida livre, denominadas miracidios, que infectam o
hospedeiro intermediario. Posteriormente a infeccdo, os miracidios se desenvolvem em um
estdgio conhecido como esporocisto. Os esporocistos, por sua vez, se reproduzem
assexuadamente dando origem a centenas de milhares de larvas, denominadas cercarias (Basch,
1991). Esse numero expressivo de cercarias (Tucker et al., 2014), produzidas a partir de apenas
um miracidio, demonstra como poucos caramujos infectados sao capazes de criar um foco ativo

de transmisséo.
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Do ponto de vista morfoldgico as cercarias sdo divididas em dois segmentos, uma cauda
bifurcada associada a uma regido denominada corpo. Extremamente muscular, a cauda propicia
a movimentacdo do parasito na dgua e auxilia, ainda, no processo de entrada do mesmo no
hospedeiro definitivo. O corpo, por sua vez, possui boa parte de seu volume constituido por
glandulas acetabulares, que secretam enzimas indispensaveis para a penetragdo do parasito na
pele (Collins 111 et al., 2011; Dorsey et al., 2002). Sob estimulo da luz solar, em condigdes
naturais, as cercarias sdo liberadas na dgua onde permanecem até encontrarem um hospedeiro
definitivo. Contudo, o tempo de meia-vida para esses parasitos no ambiente varia entre de 24 a
48 horas (Lawson, Wilson, 1980; LoVerde, 2019).

Apos localizar o hospedeiro definitivo, as cercarias o penetram, perdem sua cauda e se
transformam em esquistossomulos. Parte desses parasitos morrem na pele (Clegg, Smithers,
1968), enquanto os demais continuam o processo de infec¢do. Estudos demonstram que a
grande maioria dos esquistossdmulos de S. mansoni e S. haematobium se encontram na
epiderme nas primeiras 24 horas de infeccdo. Em seguida, esses parasitos vao para a derme e,
posteriormente, atingem os vasos dérmicos com aproximadamente 72 horas de infec¢do. Uma
vez nos capilares sanguineos, os esquistossdmulos sao transportados a por¢éo direita do coracéo
e, em seguida, aos pulmdes (Stirewalt, 1974; Stirewalt et al., 1983; Stirewalt, Hackey, 1956).
Os esquistossdmulos permanecem dentro dos capilares pulmonares entre 3-16 dias. Nesse
nicho, esses parasitos se transformam em organismos mais longos e delgados, essa morfologia
Ihes permite atravessar os finos capilares pulmonares em direcéo a porcao esquerda do coragdo
e, através da circulagdo sistémica, conseguem alcancar o figado (Georgi et al., 1987). Os
parasitos permanecem alojados no figado entre 4-6 semanas apos a infec¢do (Gryseels et al.,
2006). Nesse ultimo tecido, os mesmos se desenvolvem até atingirem a maturidade sexual

(LoVerde et al., 2004), se acasalam e migram para as veias mesentéricas superiores (S.



15

mansoni), para as veias mesentéricas inferiores (S. japonicum) ou para veias drenantes do ureter
(S. haematobium), dando inicio a ovoposi¢do (Papamatheakis et al., 2014).

Ap0s a ovoposicdo, 0s 0vos atravessam a parede dos vasos sanguineos até o limen do
intestino, ou da bexiga, e sdo liberados do hospedeiro atraves das fezes ou urina. Em contato
com a agua os ovos liberam os miracidios e o ciclo de vida do parasito € iniciado novamente
(Ross et al., 2002). Entretanto, mais da metade desses ovos ficam aprisionados no hospedeiro,
provocando reacOes inflamatdrias, que sdo a grande causa de morbidade e mortalidade

associada a doenca (Cheever, Andrade, 1967).
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Figura 2. Ciclo biol6gico de parasitos do género Schistosoma. Fonte: Adaptado de Centers for
Disease Control and Prevention. Disponivel em:
<https://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html>. Acesso em: abril. 2021.
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1.2 Patologia e aspectos clinicos

A progressdo do parasito dentro hospedeiro definitivo desencadeia diferentes
manifestagdes clinicas que estdo intimamente relacionados as formas evolutivas encontradas
no curso da doenca (Barsoum et al., 2013). Durante esse processo trés estagios, que se
sobrepGem, sdo identificados: o estdgio agudo, um estdgio intermediéario definido como

ativamente estabelecido e o estagio cronico/tardio (McManus, 2018).
1.2.1 Esquistossomose aguda

Apds penetrar na pele intacta, as cercéarias se transformam em esquistossémulos. Entre
outras modificacBes, os esquistossébmulos desenvolvem uma membrana lipidica interna e
externa com a finalidade de proteger o parasito, contudo, durante esse processo 0 mesmo se
torna vulneravel ao ataque do sistema imunoldgico (Butterworth et al.,, 1975). Os
esquistossomulos, mortos ou em processo de morte, desencadeiam uma reacdo de
hipersensibilidade imediata, que se apresenta clinicamente como um exantema maculopapular
pruriginoso, designado como dermatite cercariana (Appleton, Lethbridge, 1979; Kolafova et
al., 2013). Em seguida, os esquistossomulos sobreviventes entram na circulagdo venosa
sistémica visando alcancar a circulacéo arterial pulmonar para, posteriormente, se alojar em sua
vasculatura. Esse processo migratdrio induz um conjunto de sinais caracteristico do estagio
agudo da doenca, denominado como sindrome ou febre de Katayama. Tal sintoma decorre de
uma reacdo de hipersensibilidade sistémica e da geracdo de imunocomplexos, formados a partir
dos antigenos liberados pelos esquistossomulos (e, a posteriori, pelos ovos). Outras
manifestacdes clinicas dessa sindrome podem incluir dores de cabeca, mialgias e sintomas
respiratorios como tosse e dispneia (Kapoor, 2014; Ross et al., 2007).

E importante salientar que as manifestacBes clinicas supracitadas sio usualmente

observadas em individuos ndo residentes de area endémicas, que encontram o parasito pela



17

primeira vez. Essa observacdo tem sido associada ao processo de dessensibilizacdo no Utero,
que resulta em recém-nascidos com menor responsividade a antigenos do parasito, quando mées
(de areas endémicas) infectadas ddo a luz (King et al., 1998). Além disso, a exposi¢do repetida
a cercarias também se correlaciona a reducdo de responsividade, uma vez que essas podem
induzir a producéo de Interleucina-10 (IL-10) por células T CD4" presentes na pele (Sanin et

al., 2015).
1.2.2 Estégio de infeccéo ativamente estabelecido

A presenca dos vermes adultos nas veias mesentéricas e o inicio da ovoposi¢do
caracterizam o estagio de infeccdo ativamente estabelecido (McManus, 2018). Durante esse
periodo, os vermes ndo induzem inflamacao local e, assim, também néo provocam sintomas de
maneira direta. 1sso se deve, principalmente, a capacidade das células-tronco somaéticas do
parasito em revestir sua superficie com uma camada celular capaz de se ligar a antigenos
préprios, reduzindo assim o reconhecimento pelo sistema imunol6gico do hospedeiro (Collins
Il et al., 2013; Goldring et al., 1976).

Os ovos, por sua vez, passam ser detectados nas fezes (S. mansoni; S. japonicum) e na
urina (S. haematobium) e serdo responsaveis pelos sintomas tipicos do estagio em questdo.
Durante o processo de liberacdo, quantidades expressivas dos ovos sdo aprisionadas em érgédo
préximos aqueles onde os vermes realizam a ovoposi¢ao, como o intestino, o figado e bexiga.
A resposta inflamatéria ao redor dos ovos encontrados nos tecidos leva a formagdo de
granulomas (Wilson et al., 2007). Essa cole¢do de células imunes circundando os ovos é
responsavel pelos sintomas clinicos, orgao-especifico, observados no estagio de infeccéo

ativamente estabelecido.
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1.2.3 Esquistossomose cronica

A medida que a infecgio se estende, cronologicamente, individuos jovens provenientes
de areas endémicas tendem a desenvolver imunidade parcial contra novas infecgGes. Esse fato,
associado a morte natural dos vermes, reduz a carga parasitaria nesses individuos. Um reflexo
desse evento é a reducgdo da deposicéao e aprisionamento de ovos (Clarke, 1966; Wilkins et al.,
1984). A cronicidade na esquistossomose é definida a partir da décima segunda semana de
infecgdo, onde os granulomas tendem a ser resolvidos gradualmente & medida que 0s ovos em
seu interior morrem (Pearce, MacDonald, 2002).

Entretanto, as reacdes inflamatdrias ao redor dos ovos trazem, eventualmente, graves
consequéncias aos individuos infectados, o que caracteriza os sintomas clinicos da fase cronica.
A esquistossomose urinaria, causada pelo parasito S. haematobium, caracteriza-se pela
deposicédo de ovos na parede da bexiga e dos ureteres. As manifestacdes iniciais sdo marcadas
pela disuria, hematuria, proteinuria e leucocitdria. Os rins, bexiga e genitalias sdo seriamente
afetados ap0s a instalagdo da infecgdo cronica e, em casos graves, podem levar a carcinogénese
e insuficiéncia renal crénica (Barsoum, 2013; D Almeida et al., 2007). Na esquistossomose
intestinal, os ovos alojados na mucosa ou na submucosa do intestino causam les6es teciduais,
que podem se estender no limen intestinal como pseudopapilomas, polipose, ulceracdo e
formagéo de abscessos (Shaker et al., 2014; Weerakoon et al., 2015). Por sua vez, na forma
hepatoesplénica da esquistossomose, 0s ovos que residem no figado levam, eventualmente, a
formagé&o de fibrose continua do tecido periportal. Tal evento pode progredir e gerar obstrucéo
dos vasos portais, danificando assim, o parénquima hepatico. Esses danos levam a hipertensao
portal, esplenomegalia, ascite e varizes gastroesofagicas. A exsanguinacdo pelo sangramento
varicoso esofagico é a principal causa de morte pelo Schistosoma mansoni (Shaker et al., 2014;

Song et al., 2016).
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1.3 A relacdo imunoldgica parasito-hospedeiro na infec¢éo por Schistosoma

A interacdo entre o Schistosoma e o hospedeiro vertebrado é certamente complexa, do
ponto de vista imunoldgico. O parasito vive, em média, cinco anos dentro do hospedeiro e esse
tempo pode se estender a décadas (Markel et al., 1978). Para tanto, o Schistosoma exerce
notével capacidade de manipulacéo do sistema imunologico, que se evidencia também quando
seus antigenos sdo empregados em contextos patoldgicos alheios a propria infeccdo (Bafica et
al., 2012). A composicao antigénica de cada forma evolutiva do parasito varia e cada uma delas
induz respostas especificas e essenciais para que o curso da doenga aconteca de forma favoravel

ao parasito (McWilliam et al., 2013; Simpson, 1990).
1.3.1 A esquistossomose e 0 sistema imune inato

O principal processo patoldgico decorrente da infeccdo pelo Schistosoma - a formacao
do granuloma - € governado pela resposta imune adaptativa em seus diferentes mecanismos
efetores (discutido adiante). No entanto, o papel da resposta imune inata e de seus receptores €
fundamental para o estabelecimento de uma resposta imune adaptativa efetiva (Iwasaki,
Medzhitov, 2015), e por conseguinte, tém relevancia no curso da doenca. Os antigenos
liberados pelas diferentes formas evolutivas do parasito tém notavel capacidade de ativacéo de
Receptores de Reconhecimento de Padrdo (PRRs), como visto a seguir.

A sinalizacdo via PRRs € sabidamente fundamental para tracar o destino que células
imunes, especialmente inatas, terdo apds o encontro com um microrganismo, seja ele
patogénico ou comensal. Além disso, esses receptores podem reconhecer sinais de dano do
proprio organismo, o que também influencia no fenotipo que devem assumir e quais acgoes
realizardo (Franz, Kagan, 2017). Esses receptores podem ser categorizados em diferentes

classes e estdo distribuidos em compartimentos distinto na célula, como membrana plasmatica,
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membranas endossomais, associados a organelas ou dispersos no citosol (lwasaki, Medzhitov,

2015).
1.3.1.1 A ativacao de Receptores do tipo Toll (TLRs) por antigenos do Schistosoma

Os TLRs representam uma das classes de receptores imunes mais bem estudada, com
ativacéo e fungdes elucidadas em diferentes contextos. Em humanos séo encontrados dez tipos
de TLRs, ao passo que em camundongos séo relatados doze (Kawai, Akira, 2010). Uma grande
diversidade de células expressa esses receptores, como ceélulas epiteliais do trato
gastrointestinal e respiratério, miofibroblastos, astrécitos, linfocitos T e B, macrofagos e
Células Dendriticas (DCs) (Bsibsi et al., 2002; Cario et al., 2000; Hart et al., 2005; Otte et al.,
2003; Takeda, Akira, 2005). Os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 10 s@o expressos na membrana plasmética
e estdo envolvidos com o reconhecimento de Padrdes Moleculares Associados a Pat6genos
(PAMPs), como lipideos, proteinas e glicoconjugados lipidicos ou proteicos. Os TLRs 3, 7, 8
e 9 sdo receptores encontrados em compartimentos celulares como endossomos, lisossomos e
reticulo endoplasmatico. Esses Ultimos, por sua vez, reconhecem outra classe de PAMPS, como
os acidos nucleicos (Ashour, 2015). Resumidamente, a sinaliza¢do intracelular desencadeada
pela ativacdo de TLRs envolve a participacdo de moléculas adaptadoras denominadas Fator de
Diferenciacdo Mieloide 88 (Myd88) e o Indutor de Interferon-f contendo dominio TIR (TRIF),
que levam a ativacéo de fatores de transcricdo denominados como Fator Nuclear kappa B (NF-
kB), Proteina Ativadora 1 (AP-1) e Fator Regulador de Interferon 3 (IRF3). Toda essa
sinalizagdo culmina na transcricdo e expressdo de genes inflamatorios (Kawasaki, Kawali,
2014).

A resposta a helmintos mediada por TLRs pode ocorrer tanto de maneira direta (via
interacdo com antigenos do parasito) como de maneira indireta (resultado dos danos causados

pela atividade parasitaria). Estudos in vitro e in vivo demonstraram a relevancia de TLRs tanto
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em respostas iniciais a esquistossomulos, recém-penetrados na pele do hospedeiro, como na
fase tardia onde a patologia hepética é pronunciada. Os produtos secretados por
esquistossomulos (S. mansoni), cultivados por 3h, séo capazes de alterar a producado de citocinas
(IL-6 -, 1L-12p40, e 1L-10) em macrofagos primados por tioglicolato, de maneira dependente e
independente de TLR 4 (Jenkins et al., 2005). A alteracdo na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias nesse contexto especifico ocorre essencialmente por intermédio de carboidratos
secretados ativamente pelo parasito. Investigacdes in vivo também demonstram que na pele
(auricular) de camundongos deficientes para TLR 4, a producdo de IL-12, Interferon -y (IFN-
y) e IL-10 é reduzida, apds quatro dias de infeccdo. Em animais deficientes para TLR 2 o
fendtipo dessa mesma abordagem € o oposto (Zhang et al., 2011). Isso demonstra que TLR 4 e
TLR 2 podem estar relacionados a ativacdo e modulacdo, respectivamente, da resposta imune
local frente a esquistossomulos (S. japonicum).

O papel de TLR 2 no curso da doenca parece ser ainda mais relevante quando se analisa
outros parametros. A deficiéncia de TLR 2, em camundongos infectados com S. mansoni, cursa
com aumento da resposta de células T auxiliares tipo 1 (Th1) e comprometimento na expansao
de células T reguladoras (Tregs) (CD4'CD25*). Como consequéncia, constata-se nesses
animais reducao na carga de ovos, mas aumento no granuloma hepatico (Layland et al., 2007).
Além disso, a presenca de TLR 2 em DCs é fundamental para mediar a inducdo de células T
regs produtoras de 1L-10, quando as DCs sdo estimulas com liso-fosfatidilserina advinda de
ovos do parasito (van der Kleij et al., 2002).

Diferentemente do que se observa para patdgenos como virus, a ativacdo de TLRs
mediada por material genético ndo era esperada para ocorrer em infec¢fes por Schistosoma.
Contudo, o estimulo de DCs com ovos do parasito resulta, entre outras respostas, na expressao
de Genes Inflamatdrios induzidos por Interferon (ISG), caracteristicos de ativacéo por &cidos

nucleicos (Trottein et al., 2004). A partir disso, constatou-se que, especificamente, Acidos
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Ribonucleicos (RNA) dupla fita (dsRNA) advindo de ovos do parasito tem o potencial de ativar
TLR 3 em DCs (Aksoy et al., 2005).

Embora se observe a competéncia dos antigenos de Schistosoma em ativar receptores
TLRs, estudos relatam também notavel capacidade dos mesmos em regular negativamente a
sinalizacdo desencadeada por esses receptores, especificamente mediante acdo dos Antigenos
Soltveis de Ovos (SEA) (Correale, Farez, 2009; Kane et al., 2004). Em uma dessas
observacgdes, DCs co-estimuladas com Lipopolissacarideo (LPS) e SEA tém a expressao de
moléculas co-estimulatérias e a producdo de IL-12, IL-6 e do Fator de Necrose Tumoral-a.
(TNF-a) moduladas (van Liempt et al., 2007). Tais mecanismos representam umas das formas
pelas quais 0s ovos podem promover a transicdo da resposta sistémica (Thl para Th2) que

ocorre durante a esquistossomose.
1.3.1.2 Receptores de Lectina tipo C (CLRs) e suas funcgdes chave na esquistossomose

Constituindo uma familia de mais de 1000 membros, classificados em 17 grupos, 0s
CLRs representam uma classe de receptores de grande relevancia na esquistossomose
(Vazquez-Mendoza et al., 2013). Tais receptores/lectinas tem afinidade seletiva por
carboidratos e sdo proteinas amplamente distribuidas em plantas, animais e microrganismos.
Em animais, as lectinas desempenham papeis tanto em contextos fisiolégicos como patoldgicos
que incluem; o desenvolvimento embrionario, trafego intracelular, reconhecimento célula-
celula e/ou célula-matrix, endocitose, fagocitose, entre outros (Duverger et al., 2010).

Os fungos séo organismos que comumente ativam CLRs, devido & composicdo de sua
parede celular, rica em polimeros de carboidratos (van de Veerdonk et al., 2008). Por essa razéo,
também, sdo organismos nos quais as vias de sinalizacdo desencadeadas por esses receptores
estdo bem elucidadas. Os CLRs necessitam inicialmente de motivos intracelulares

(Imunoreceptor de Ativagdo Baseado em Tirosina - ITAM) para desencadear suas vias. Esses
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ultimos podem ser encontrados nos proprios CLRs ou em receptores acessorios, como 0
Receptor Fcy (FcRy), que se associa ao CLR para iniciar a cascata de sinalizagdo. A ativagéo
da enzima Cinase Esplénica (Syk) é parte fundamental da sinalizacdo via CLR. Entre outras
acoes, Sky promove a formacédo de complexos intracelulares que induzem a ativacdo de NF-xB
(CARD9-Bcl10-MALT1) e clivagem (CARD9-Bcl10-MALT1-ASC-Caspase 8) de pro-
citocinas inflamatérias (Gross et al., 2006; LeibundGut-Landmann et al., 2008; Rogers et al.,
2005; Tang et al., 2018). Além disso, a ativacdo de Syk induz a producédo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS), o que de maneira indireta ativa a via de sinalizagcdo do inflamassoma
(Mdcsai et al., 2010).

Os CLRs estdo envolvidos, amplamente, em infeccOes parasitérias, desde protozoarios
como Leishmania até trematddeos como Schistosoma, passando por nematodeos (Trichuris) e
cestddeos (Taenia) (Vazquez-Mendoza et al.,, 2013). Dentre os CLRs que participam
ativamente durante a esquistossomose relata-se o Receptor de Manose (MR), Dectina-1,
Dectina-2, CD209a e MGL (Lu et al., 2017; Paveley et al., 2011; Ponichtera et al., 2014; Ritter
et al., 2010; van Liempt et al., 2007). Alguns desses receptores tem participacdo decisiva em
fenotipos da doenca e sdo ativados essencialmente por glicoconjugados produzidos pelos ovos
do parasito.

Homologo ao receptor DC-SIGN humano, o receptor CD209a é expresso em
camundongos e nesses animais desempenha ndo so papel crucial na patologia hepética, como
também é molécula chave para explicar a diferenca entre as respostas, exacerbadas e
moderadas, desenvolvidas em camundongos CBA e C57BL/6, respectivamente. Em
camundongos CBA a patologia hepatica se apresenta mais severa, com granulomas maiores e
menos circunscritos, com participacdo indispensavel de respostas adaptativas Th1/Thl7. Em
animais C57BL/6, por outro lado, a patologia hepéatica é moderada, com granulomas

relativamente menores e bem definidos, onde as respostas Th1l/Th2 sdo mais relevantes
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(Rutitzky, Stadecker, 2011). Recentemente, constatou-se que o receptor CD209a € o principal
responsavel por esse comportamento divergente entre espécies, a expressao desse receptor é
dezoito vezes menor em células dendriticas de animais C57BL/6 quando comparados aos
animais CBA (Ponichtera et al., 2014). Essa expressao reduzida altera a capacidade de producéo
sustentada de IL-23 e IL-1 e, por conseguinte, a diferenciacdo em um perfil de resposta Th17,
0 que da lugar a um perfil Th2 menos severo — observado em animais C57BL/6. Ademais, em
camundongos (CBA) deficientes para CD209a s&o encontrados granulomas hepéaticos
significativamente reduzidos, os quais se assemelham aqueles caracteristicos de animais
C57BL/6 (Kalantari et al., 2018).

De maneira semelhante ao CD209a, o receptor Dectina-2 é descrito como fundamental
na resposta a antigenos dos ovos. Tal receptor licencia células dendriticas humanas a
promoverem respostas Th2, ap6s estimulo com SEA, por intermédio da producdo de
Prostaglandina E2 (PGE2), que age de maneira autdcrina nessas células. Coerentemente, em
animais C57BL/6 deficientes para Dectina-2, constata-se reducdo significativa na area de
granulomas hepaticos, devido a capacidade desse receptor em influenciar na resposta de células
T, especialmente Th2 (Kaisar et al., 2018).

Dado o exposto, evidencia-se a importancia dos CLRs no curso da doenca. Contudo,
esse papel pode ser ainda mais relevante quando se considera a conexao desses receptores com
via de sinalizacdo induzidas por receptores citosolicos, como sera discutido adiante na relacado
entre o inflamassoma e a esquistossomose.

1.3.1.3 A participagdo do adaptador STING e do Interferon do tipo I (IFN-I) na

esquistossomose

Durante as ultimas décadas, se tem ampliado o conhecimento acerca da capacidade do
sistema imune inato em reconhecer acidos nucleicos advindos de microrganismos. Tais

estimulos podem ser identificados na forma de Acidos desoxirribonucleicos (DNAs) e RNAs
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de fita dupla ou simples, hibridos de RNA-DNA ou ainda dinucleotideos ciclicos (Mankan et
al., 2014; Tan et al., 2018). Em se tratando especialmente de DNA, em 2013 um novo
mecanismo de reconhecimento foi descoberto envolvendo a enzima denominada Guanosina
(GMP)-Adenosina (AMP) Ciclico Sintase (CGAS) e a proteina adaptadora definida como
Estimulador de Genes de Interferon (STING) (Sun et al., 2013). Durante infec¢Ges bacterianas
ou por virus de DNA, parte desse material genético ativa a enzima cGAS que, por sua vez,
converte Guanosina Trifosfato (GTP) e Adenosina Trifosfato (ATP) em um produto
denominado cGAMP. Esse Ultimo é capaz de se associar e promover alteracdo conformacionais
na proteina STING, localizada no reticulo endoplasmatico. Em seguida, STING é translocado
para o complexo de golgi onde induz a ativacdo de proteinas cinases como TBK1 e IkB. Essas
cinases ativam fatores de transcrigdo como IRF3 e NF«B que, finalmente, induzem a produgio
de mediadores inflamatérios como TNF, IL-6 e especialmente IFN-B (Motwani et al., 2019).

Desde a sua descoberta, a via CGAS-STING foi descrita como envolvida em uma série
de contextos fisiologicos, como doencas autoinflamatérias (Liu et al., 2014), canceres (Foote
et al., 2017), infeccBes virais (Lio et al., 2016) e bacterianas (Wassermann et al., 2015).
Contudo, recentemente, n0s demonstramos que essa via também tem influéncia na infeccéo por
S. mansoni. Fibroblastos Embrionéarios de Camundongos (MEFs) transfectados com DNA do
parasito respondem induzindo a ativagdo de STING e a producédo de IFN-p. In vivo, a auséncia
de cGAS e STING em animais C57BL/6 resulta em resisténcia a infecgdo. Esse fenotipo, entre
outras razdes, esta associado ao aumento na producdo de INF-y no baco dos camundongos
knockout para essas moléculas (Souza et al., 2020).

Um dos principais produtos resultantes da ativacdo de receptores inatos por &cidos
nucleicos sdo os IFN-I. Essa familia de citocinas compreende treze subtipos parcialmente
homdlogos de IFN-o em humanos (quatorze em camundongos), apenas um tipo de IFN- e uma

série de outros produtos génicos pouco estudados. IFN- e todos os subtipos de IFN-a se ligam



26

e sinalizam através de um receptor heterodimérico constituido das subunidades denominadas
IFNAR1 e IFNAR2 (Pestka et al., 2004). O papel dessas citocinas é extensamente descrito em
contextos de infecgdes bacterianas (Rothfuchs et al., 2006) e principalmente virais (Koerner et
al., 2007). Entretanto, estudos pontuais demonstram que elas também estdo relacionadas a
respostas a antigenos do Schistosoma (Trottein et al., 2004; Webb et al., 2017). Populacdes
especificas de células dendriticas denominadas FLDCs respondem a antigenos dos ovos de S.
mansoni produzindo quantidade aprecidveis de IFN-a3 e IFN-B. Tal producdo foi também
observada mediante a estimulo com ovos mortos, porem, drasticamente reduzida quando frente
aos ovos Vvivos. A investigacdo de células FLDCs deficientes para a subunidade do receptor de
IFNAR1 mostra que a producéo e a sinalizagdo por IFN-1, mediante a estimulos com antigenos
dos ovos, é também fundamental para essas células migrarem para o linfonodo e induzirem uma

diferenciacédo para o perfil de resposta Th2 (Webb et al., 2017).
1.3.1.4 O relevante papel do inflamassoma nas infecgdes por Schistosoma

A via de sinalizacdo do inflamassoma resulta da ativacdo de receptores inatos
intracelulares, encontrados tanto em células da resposta imune (Awad et al., 2017) como em
células ndo imunes (Feldmeyer et al., 2007). Apos a ativacao, esses receptores geralmente
desencadeiam a formacéo do complexo inflamassoma (Martinon et al., 2002); uma plataforma
que consiste em uma molécula sensora (ou receptor), uma molécula adaptadora e uma efetora.
Dentre 0s principais sensores estdo os membros da familia de Receptores do tipo NOD (NLR),
como NLRP1, NLRP3 e NLRC4, e tambem receptores como a Proteina Ausente no Melanoma
(AIM-2). A proteina ASC atua comumente como adaptadora, levando o sinal recebido pelo
sensor/receptor a molécula efetora (protease caspase-1), induzindo sua ativacéo. Pro-IL-1p e
pro-1L-18 séo substratos para caspase-1, bem como a proteina Gasdermina-D (GSDMD). Como

consequéncia da ativacdo de caspase-1, as formas maduras das citocinas IL-1p e IL-18 séo
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produzidas (Figura 3) e o dominio N-terminal da GSDMD ¢é liberado no citosol (Broz, Dixit,
2016). A porcdo N-terminal de GSDMD é capaz de formar poros na membrana da célula e,
assim, induzir a morte celular em um processo denominado piroptose (Sborgi et al., 2016). De
maneira geral, a ativacdo do inflamassoma requer dois sinais: o primeiro € comumente obtido
por meio de TLRs ou por citocinas (TNF-a, IFN-y) que, entre outros consequéncias, promove
a transcricdo e a tradugdo de pro-I1L-1pB, pro-1L-18 e pro-caspase-1. A segunda etapa consiste
em inducdo do NLR especifico e montagem da plataforma do inflamassoma (Broz, Dixit, 2016).
A requisicdo de dois sinais representa um controle fisioldgico estratégico, que evita inflamacdes

desnecessarias na auséncia de infeccdo ou de moléculas nocivas (Zamboni, Sacks, 2019).
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Racionalmente, organismos patogénicos intracelulares sdo mais propensos a ativar ou
modular a via do inflamassoma, como tem sido demonstrado para bactérias (Gulati et al., 2018),
fungos (Gringhuis et al., 2012) e protozoérios (Carvalho, Zamboni, 2020). No entanto, até o
inicio do na ultima década, ndo havia evidéncias claras que sugerissem que organismos
multicelulares, como Schistosoma, pudessem ativar tal via, e como essa ativacdo seria
desencadeada. Uma vez que a entrada desses organismos em células hospedeiras é naturalmente
inconcebivel. No decorrer dos anos que se seguiram, porém, evidéncias surgiram demonstrando
que, de fato, antigenos do Schistosoma tinham a capacidade de ativar o inflamassoma e isso
poderia acontecer em diferentes contextos celulares. Todas essas evidencias foram
recentemente reunidas por nosso grupo em um estudo de revisdo, que abrange desde a
descoberta da participagdo do inflamassoma na esquistossomose até os achados mais recentes
sobre o tema (Sanches et al., 2020) (Anexo).

Dentre a grande variedade de antigenos produzidos pelo parasito, aqueles secretados
pelos 0s ovos (SEA) sdo descritos como os principais ativadores da via do inflamassoma. Em
Células Dendriticas Derivadas da Medula Ossea (BMDCs), esses antigenos promovem a
ativacdo de caspase-1 e a producdo de IL-1B, de maneira dependente do receptor citosolico
NLRP3 (Ritter et al., 2010). Esse receptor possui a caracteristica marcante de responder a uma
grande variedade de estimulos e eventos celulares resultantes, ou ndo, da presenca de patdgenos
como por exemplo a producdo de ROS, o efluxo de potéssio, a liberacdo de catepsina B por
lisossomos, entre outros (Sutterwala et al., 2014). A interacdo dos antigenos dos ovos com
BMDCs promove aumento na produgdo de ROS e também o efluxo de potassio, culminando,
portanto, na ativacdo do inflamassoma de NLRP3 (Ritter et al., 2010). De maneira similar, em
fibroblastos, como as Celulas Hepaticas Estreladas (HSCs), o SEA induz a ativacdo do
inflamassoma de NLRP3 porém, nesse contexto os eventos cruciais sdo a producdo de ROS e

a liberacéo de catepsina B (Lu etal., 2017). Ressalta-se ainda que upstream a todo esse processo
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encontram-se receptores CLRs como Dectina-1 e Dectina-2, com os quais os antigenos dos
0Vvos interagem e sem 0s quais a ativacdo do inflamassoma € comprometida (Ferguson et al.,
2015; Ritter et al., 2010).

Atualmente, tem-se consolidado o conhecimento acerca do potencial dos antigenos dos
ovos do parasito em induzir processos de senescéncia e de apoptose em células do hospedeiro
(Chen et al., 2016; Wang et al., 2014). Entretanto, outros processos como a piroptose sao
achados recentes no contexto da esquistossomose e, portanto, ainda ndo compreendidos
plenamente. A ativacédo de caspase-1, conforme definido anteriormente, pode levar a piroptose.
Mas a inducdo ndo candnica de caspase-11 (ort6loga da caspase-4 em humanos), por LPS
situados intracelularmente, também culmina nesse processo (Aglietti et al., 2016). Ambas
caspases clivam a gasdermina-D, e o fragmento N-terminal (N-GSDMD) resultante promove a
formacdo de poros na membrana plasmatica (Figura 4), apenas quando estes fragmentos se
encontram situados no interior da célula (Liu et al.,, 2016). O resultado compreende
hiperpermeabilizacdo, turgidez celular e liberacdo de contetdo citoplasmatico (Fink, Cookson,
2007; Shi et al., 2014). Estudos indicam que a piroptose induzida por antigenos do S. mansoni
pode ocorrer em Eosindfilos Derivados da Medula Ossea (BMDE), bem como é detectada em
eosinofilos isolados do figado de camundongos infectados com o parasito (Palacios-Macapagal
etal., 2017). Por outro lado, em contextos de inducdo por antigenos de S. japonicum, os relatos
demonstram a ocorréncia de piroptose em células HSCs (in vitro) (Kong et al., 2019) e o
aumento da expressdo de N-GSDMD no figado de camundongos acometidos pela doenga (Liu
etal., 2019).

Os achados relacionando a esquistossomose a via do inflamassoma ndo sdo apenas
intrigantes pelo ineditismo, mas especialmente pela constatacéo de que os receptores dessa via
desempenham papel importante na patologia desencadeada pela doenca. Em infeccGes por S.

mansoni o receptor NLRP3 e 0 adaptador ASC participam da formag&o do granuloma hepaético,
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visto a reducédo da reacdo inflamatoria periovular em animais deficientes para tais moléculas
(Ritter et al., 2010). Dados semelhantes sdo descritos em infeccdo por S. japonicum, porém
nesse contexto relata-se ainda a participagéo direta de NLRP3 na ativacgéo de fibroblastos e, por
conseguinte, na deposicao de coldgeno na estrutura dos granulomas (Lu et al., 2017; Meng et
al., 2016). De fato, a via de sinalizacdo do inflamassoma como um todo parece estar ligada ao
processo patolégico hepético associado a esquistossomose, incluindo receptores nunca antes

relacionados a esses eventos, como sera apresentado adiante no presente manuscrito.
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1.3.2 Aspectos fundamentais da resposta imune adaptativa durante a esquistossomose

Do ponto de vista sistémico, desde a migracao do esquistossémulo até o estabelecimento
do casal de vermes adultos nas veias mesentéricas, a resposta imune predominante é do tipo
Th1l moderada (Stadecker et al., 2004). As observa¢des em humanos demonstram que, entre
outros aspectos, essa resposta € caracterizada pelo aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias circulantes como TNF-a, IL-1, IL-6 e IFN-y, produzidas majoritariamente por
Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs). Tais células quando provenientes de
individuos em fase aguda liberam, espontaneamente, maiores quantidades de TNF-a e IFN-y
em relacdo as advindas de individuos em fase crénica (Jesus et al., 2002).

Uma vez que as fémeas adultas do parasito iniciam a deposi¢cdo de ovos, entre 5-6
semanas pos-infeccdo, o perfil sistémico da resposta imune se altera. Isso porque 0s antigenos
secretados ativamente pelos ovos, nos tecidos em que estes se encontram retidos, sdo capazes
de modular negativamente o perfil Thl predominante. O novo ambiente resultante é
caracterizado pelo aumento expressivo das citocinas IL-4, IL-5, 1L-10 e IL-13 (Pearce et al.,
1991; Wynn et al., 1993). Esse novo perfil, Th2, apresenta um pico aproximadamente na oitava
semana pos-infecgdo, depois da qual essa resposta sofre uma modulacdo (Montenegro et al.,
1999).

A transicdo entre as respostas Thl e Th2 na esquistossomose mansonica € um evento
fundamental para sobrevivéncia do parasito e do hospedeiro, e reflete claramente uma relagéo
coevolutiva. A regulacdo negativa da resposta Thl se deve ao aumento significativo de IL-10
que atua modulando os niveis de IFN-y (Sadler et al., 2003). Quando animais deficientes para
IL-4 e IL-10 foram infectados, a importancia dessa modulagédo ficou evidente, uma vez que a
polarizagdo Thl resultante culminou em elevada hepatotoxicidade e morte dos animais

(Hoffmann et al., 2000). Além disso, o pico de producéo de IL-4, decorrente da transicdo entre
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as respostas, é fundamental para que os ovos do parasito atinjam a luz do intestino e sejam
excretados (Fallon et al., 2000).

A modulacdo da resposta Th2, que ocorre apés a oitava semana de infecgdo, € também
decorrente da acdo de IL-10 (Montenegro et al., 1999). Esse evento é tdo importante quanto a
modulagéo de Thl. O estudo de Hoffman e colaboradores (2000), mencionado anteriormente,
também demonstrou que a infeccdo de animais duplo-knockout para IL-10 e IL-12 resulta em
uma polarizagcdo Th2 com consequéncias letais para o hospedeiro, caracterizada por aumento
expressivo no tamanho dos granulomas hepaticos e ocorréncia de fibrose (Hoffmann et al.,
2000).

A modulagéo de ambos perfis de resposta (Th1 e Th2), ocorre em grande parte por meio
da acdo Tregs (Baumgart et al., 2006). Tais células podem ser categorizadas em Tregs naturais
(nTregs) e Tregs induziveis (iTregs), a depender da expressdo de marcadores especificos e da
sua origem (Jonuleit, Schmitt, 2003). A expressdo de ambos perfis de células Tregs se elevam
durante o curso da esquistossomose, com 0s antigenos dos ovos sendo considerados 0s mais
potentes indutores desses tipos celulares (Hesse et al., 2004; McKee, Pearce, 2004; Singh et al.,
2005; Taylor et al.,, 2006). N&do surpreendentemente, camundongos deficientes para a
recombinase Rag-1 ao receberem células T CD4*CD25" desenvolvem maior dano hepatico e
mortalidade, associados a infeccao pelo Schistosoma (Hesse et al., 2004). Parte dos mecanismos
empregados pelas Tregs para regular processos associados a doenca passam pelo controle da

proliferacdo de células T CD4* (McKee, Pearce, 2004).
1.3.3 O granuloma hepético

A patologia da esquistossomose, como mencionado anteriormente, decorre do
aprisionamento de ovos do parasito em 0rgdos como intestino e figado. Quando maduros, 0s

ovos secretam ativa e continuamente antigenos, em sua maioria glicoconjugados, que
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promovem a migracdo de células imunes para os sitios da infecgdo e resulta na formagéo de
granulomas periovulares (Cheever, Andrade, 1967). A principal funcdo dos granulomas,
durante a esquistossomose, € evitar que os antigenos dos ovos exercam sua atividade citotoxica,
principalmente sobre os hepatocitos (Abdulla et al., 2011). Entretanto, recentemente
demonstrou-se que a formacéo de granulomas no intestino é, também, condi¢&o sine qua non
para que os ovos sejam liberados nas fezes (Takaki et al., 2021). Por outro lado, a deposicéo de
colageno, caracteristica do processo, pode promover a fibrose e contribuir para o0 aumento do
volume do granuloma, eventualmente obstruindo o fluxo sanguineo e gerando graves
consequéncias ao hospedeiro (Bloch et al., 1972).

A formacéo do granuloma hepatico é fundamentalmente mediada por linfocitos T CD4*
especificos para antigenos do ovo, visto que a génese dessa estrutura é comprometida em
animais atimicos, animais deficientes para o Complexo Principal de Histocompatibilidade
classe Il (MHC classe 117), para o Receptor de Células T (TCRop”) e para a Recombinase-1
(Rag-17") (Hernandez et al., 1997; lacomini et al., 1995; Phillips et al., 1977). A relevancia de
cada subpopulacdo de linfocitos T CD4* (Thi, Th17 e Th2) no processo varia de acordo com o
background genético do hospedeiro e do parasito. Camundongos CBA, infectados com S.
mansoni, apresentam patologia mais severa, com granulomas maiores e menos circunscritos,
nos quais a participacdo de Th1l/Th1l7 é mais decisiva para o fenétipo (Rutitzky, Stadecker,
2011). Ao passo que animais C57BL/6, infectados com S. mansoni, apresentam patologia
moderada, com granulomas relativamente menores e bem definidos, no quais as respostas
Th1/Th2 demonstram ser mais relevantes (Cheever et al., 1987; Fanning et al., 1981). Por outro
lado, em animais C57BL/6 infectados com S. japonicum, a resposta Thl7 tem papel
fundamental na formac&o do granuloma (Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2015).

Diante da acéo citotoxica dos antigenos dos ovos, as celulas residentes do figado (HSC;

hepatdcitos; células de kupffer e células epiteliais sinusodides) secretam quimiocinas capazes
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promover a infiltracdo de leucdcitos (Chuah et al., 2014). Esses ultimos, juntamente com células
residentes do tecido, compde a estrutura granulomatosa. A constitui¢éo basica dos granulomas
¢ dada por macrdfagos epitelidides e células gigantes multinucleadas, circundadas por
linfocitos. No entanto, granulomas esquistossomoticos possuem também outras populagdes
leucocitérias, como neutréfilos, eosindfilos, macréfagos e células dendriticas (Figura 5)

(Giorgio et al., 2020).

i S. japonicum
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Figura 5. Granulomas hepaticos caracteristicos de infeccdes por S. mansoni e S. japonicum e suas
constituic@es celulares. Fonte: (McManus et al., 2018).

Os neutrofilos estdo primordialmente associados a constituicdo de granulomas
induzidos por S. japonicum, embora participem também da constituicdo de granulomas de S.
mansoni (Li Hsu et al., 1972). Essas células sdo em geral recrutadas por quimiocinas pro-

inflamatorias como CXCL1 e CXCL2 (Fu et al., 2012; Seki et al., 2012). Em infeccdes por S.
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japonicum, os neutréfilos aparentam ter papel dual na patologia hepética, onde no centro dos
granulomas produzem citocinas pro-inflamatdrias e causam danos teciduais, ao passo que na
periferia dos granulomas essas células secretam proteinas que degradam colageno (Chuah et
al., 2013). Os eosindfilos, por sua vez, sdo usualmente encontrados em granulomas induzidos
por S. mansoni (Moore et al., 1977). Relata-se que células necroticas hepaticas possuem
especificidade para o recrutamento de eosindfilos, o que ndo se observa para esplendctios
necréticos, por exemplo (Palacios-Macapagal et al., 2017). Os eosindfilos sdo capazes de
produzir citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 no contexto hepatico da infecgdo por S. mansoni, o
que contribui para o ambiente de citocinas Th2 e influencia de forma direta e indireta na
deposicao de colageno e fibrose (Rumbley et al., 1999).

As HSCs representam as células residentes do tecido que constituem também os
granulomas esquistossomoticos, sdo a fonte primordial de colageno e Componentes da Matrix
Extracelular (ECM), quando transdiferenciadas. Estas células respondem tanto a estimulos do
parasito (antigenos glicoconjugados) (Anthony et al., 2013) como do hospedeiro (IL-13) (Liu
etal., 2011). Além disso, interagem indiretamente com macréfagos alternativamente ativados,
utilizando prolina secretado por essas células para a sintese de colageno (Hesse et al., 2001).

Os macrofagos exibem extrema versatilidade funcional dentro do contexto
granulomatoso. Desempenham papeis inflamatdrios classicos no inicio da formacdo do
granuloma, agem na deposicdo de colageno e fibrose, quando alternativamente ativados e,
ainda, tem papeis moduladores da resposta Th2 e da fibrose (Chuah et al., 2014). Essa fungéo
moduladora associada aos macrdfagos ocorre por meio da producdo de Metaloproteinase 9
(MMP9), capaz de induzir apoptose em HSC (Zhou et al., 2004) e da expresséo do Receptor
IL-13 (IL-13Ra2), que inibe a sinalizagdo promovida por IL-13 (Mentink-Kane et al., 2004).

Juntamente com a génese da estrutura granulomatosa ocorre a transicdo de resposta

imune sistémica, como citado na se¢do anterior, contexto no qual as células dendriticas
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desempenham papel chave. DCs pulsadas com antigenos dos ovos induzem o desenvolvimento
de resposta Th2, quando injetadas em camundongos, comportamento que depende
essencialmente da capacidade do animal receptor em produzir IL-4 (MacDonald, Pearce, 2002).

Dado todo o exposto até aqui, se faz evidente a importancia da resposta granulomatosa
hepatica no curso da esquistossomose mansonica, bem como se evidencia a relevancia de certas
vias de sinalizacdo celular nesse contexto. Como ja discutido, dentre essas vias esté a via do
inflamassoma que, através do sensor NLRP3, influencia a formac&o do granuloma e a deposi¢éo
de colageno nessa estrutura. Porém, a capacidade de desempenhar papel em doencas hepéaticas
ndo é exclusividade deste receptor. Estudos recentes apresentam fortes evidéncias da
participacdo do sensor NLRP6 em contextos dessa natureza. Logo, nosso estudo buscou
compreender a possivel participacio de NLRP6 na patologia hepéatica associada a

esquistossomose.
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2. JUSTIFICATIVA

A esquistossomose é uma doenca tropical negligenciada, de carater crénico. O agente
causador pode viver dentro do hospedeiro definitivo por décadas e desencadear processos
patologicos devido a presenca de ovos do parasito em 6rgdos como intestino e figado (Wilson
et al., 2007). Tais processos patolégicos se resumem a respostas inflamatérias periovulares,
denominadas granulomas. Os granulomas hepéaticos, em especial, sdo estruturas que se
modificam em tamanho e composi¢do com o passar do tempo e podem culminar em inducéo
de fibrose tecidual (Hams et al., 2013; Silva et al., 2000). Dessa maneira, os granulomas estao
intimamente relacionados a morbidade e mortalidade associadas a doenca.

Para obter sucesso e sobreviver durante anos no interior do hospedeiro definitivo, o
Schistosoma desenvolveu, como outros helmintos, a capacidade de regulagdo do sistema imune
(Zakeri et al., 2018). Diversas classes de receptores imunes, sobretudo inatos, sdo descritas
como alvo de antigenos do parasito. Os receptores NLRs, entretanto, tém se mostrado relevantes
no contexto da esquistossomose, devido ao papel que desempenham na formacéo do granuloma
hepatico, sobretudo o receptor NLRP3 (Lu et al., 2017; Ritter et al., 2010).

A familia de receptores NLR é composta por mais de vinte membros, que apresentam
uma ampla diversidade funcional e inimeras formas de ativacdo (Broz, Dixit, 2016). Além do
NLRP3, tido como o componente mais bem estudado dessa familia, o receptor NLRP6 tem
ganhado notoriedade devido as distintas funcdes que executa (Levy et al., 2017). Dentre elas,
destacam-se nos ultimos anos, a participacdo em processos fibroticos hepaticos relatados em
humanos e camundongos, bem como a participacdo na ativacao e proliferacdo de fibroblastos
(Mehta et al., 2014; Zhu et al., 2018).

Dessa forma, considerando a natureza fibrética da patologia associada a
esquistossomose e as funcbes recentemente descobertas, e supracitadas, para o receptor

NLRP6, se faz necessario investigar a participacdo que tal receptor tem no contexto em questao.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos geral

Avaliar o papel do sensor NLRP6 na patologia hepética associada a infeccdo pelo

parasito Schistosoma mansoni em modelo murino.
3.2 Objetivos especificos

i. Verificar se a producdo de IL-1p e ativagdo de caspase-1 em células dendriticas
derivadas da medula 6ssea (BMDCs), estimuladas com antigenos do parasito, é influenciada
por NLRPG6;

ii. Avaliar se o sensor NLRP6 modula parametros patoldgicos hepaticos e a carga
parasitaria em camundongos;

iii. Estimar a frequéncia de populacdes de células ndo parenquimais hepaticas, bem
como os niveis de quimiocinas no figado de camundongos C57BL/6 e NIrp6”-apds a infeccao;

iv. Medir os niveis de citocinas produzidas por esplendcitos de camundongos C57BL/6
e NIrp6™ reestimulados com antigenos do parasito;

v. Avaliar se a via do inflamassoma, através das moléculas NLRP3, Caspase-1, GSDMD
e IL-1R, influencia nos parametros patoldgicos e carga parasitaria em camundongos deficientes

infectados.
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4. METODOS

4.1 Animais e parasitos

O estudo foi conduzido utilizando-se camundongos de seis a dez semanas de idade. Os
Animais Selvagens (WT) foram obtidos do Biotério Central, localizado na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os camundongos deficientes (NIrp3”, Nlrp6™, Casp-17,
IL-1R"e Gsdmd™") foram, por sua vez, provenientes do biotério do Laboratério de Imunologia
de Doengas Infecciosas (LIDI). Durante a realizagdo dos ensaios experimentais 0S animais
foram acondicionados em microisoladores forrados com maravalha e todos os procedimentos
realizados no biotério do LIDI. A alimenta¢do dos camundongos consistiu em uma dieta a base
de &gua e racdo estéreis e aacomodacdo feita em condi¢cdes adequadas de higiene e temperatura.
A execucio dos experimentos foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG, protocolo de permisséo: 367/2017.

Para infeccdo dos camundongos foram utilizadas cercérias da cepa LE, do parasito
Schistosoma mansoni. Tais organismos foram adquiridos da Fundagdo Oswaldo Cruz — Centro
de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ — Belo horizonte). Antes da infec¢do, a viabilidade e o
namero de cercéarias foram verificados com auxilio de um microscopio com lupa

estereoscopica.

4.2 Preparo de antigenos (Ovos, SEA e SWAP)

Os ovos foram obtidos a partir do figado de camundongos Swiss infectados por 50 dias,
tais animais foram provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO), UFMG. Resumidamente,
o figado foi processado em liquidificador em solucéo salina fria (2% NaCl) por 2 min. Em
sequida, o material foi decantado em calice de vidro por 35 min, em baixa temperatura. Parte
do sobrenadante da decantagdo foi descartado e o restante foi lavado com solugéo salina fria
(2% NaCl). A lavagem por decantacao foi repetida até a obtencdo de uma solucdo translicida

e os ovos foram recuperados por filtracdo. Para a preparacdo de Antigenos Soluveis dos Ovos
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(SEA), os mesmos foram processados (em macerador de tecido) por 40 min a baixa
temperatura, empregando Tampéo Salina-Fosfato (PBS — pH 7,2). Em seguida, 0 homogenato
foi centrifugado a 100.000 x g por 1 h a 4 °C. O sobrenadante resultante foi congelado a -80
°C. Os Antigenos Soluveis de Verme Adulto (SWAP) foram obtidos por maceracdo mecanica
de vermes em PBS (pH 7,2) frio. Ap6s a centrifugacdo (13.000 x g - 7 min), o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -80 °C. A concentracdo proteica de SEA e SWAP foi determinada

utilizando-se kit de dosagem BCA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos).

4.3 Diferenciagéo e estimulo de BMDCs

Para obtencéo de Células Dendriticas Derivadas de Medula Ossea (BMDCs), células da
medula foram cultivadas em meio RPMI contendo Soro Fetal Bovino (FBS - 10%), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e GM-CSF murino recombinante (20 ng/mL)
(Peprotech, Ribeirdo Preto, Brasil). Placas de Petri contendo 1x10” células foram incubadas a
37 °C em 5% de CO>. No terceiro dia de incubacéo, foram adicionados 5 mL de meio completo
com GM-CSF. Posteriormente, no quinto e no sétimo dia, 5 mL de meio foram substituidos por
igual volume de meio suplementado contendo GM-CSF. No décimo dia, as células ndo
aderentes foram obtidas e transferidas para placas de 24 pogos (5x10° células/poco).
Inicialmente, as BMDCs foram incubadas com 1 pg/ml de PamzCys (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, Estados Unidos) por 5 h e, entdo estimuladas com 50 pg/mL de SEA por 17 e 24 h. Como
controle positivo de ativacdo do inflamassoma, as células foram incubadas com 1 pg/ml de
PamsCys (5 h) ou 1 pg/ml de LPS (4 h) e estimuladas com ATP (5 mM - 50 min) ou nigericina
(20 mM - 50 min). Os sobrenadantes de cultura foram coletados e as células foram lisadas com
reagente de extracdo de proteina de mamifero M-PER (Thermo Fisher Scientific),

suplementado com mistura de inibidores de protease 1:100 (Sigma-Aldrich).
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4.4 Western Blotting

Os lisados celulares e sobrenadantes da cultura BMDCs foram submetidos a anélise por
SDS-PAGE e Western blotting. As proteinas foram resolvidas em um gel SDS-PAGE 15% e
transferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia). As
membranas foram bloqueadas por 1 h em TBS Tween (0,1% Tween-20, 5% leite em po
desnatado) e incubadas com anticorpos primarios a 4 °C, por 18 horas. Foi utilizado anticorpo
primario monoclonal, de camundongos, contra a subunidade p20 da caspase-1(Adipogen, San
Diego, CA, Estados Unidos). Anticorpo monoclonal contra p-actina (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, Estados Unidos) foi usado como controle de expresséo (1: 1.000).
As membranas foram lavadas por trés vezes com TBS Tween 20 (0,1%), com duragéo de 10
minutos cada lavagem. Em seguida, as membranas foram incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase HRP (1:1.000). Por fim, as
membranas foram lavadas novamente TBS Tween 20 (0,1%) e as bandas foram visualizadas,

em fotodocumentador, através do uso do substrato Luminol (Millipore).

4.5 Cultura de esplendcitos

Os esplendcitos foram obtidos a partir da maceracdo dos bacos de camundongos
C57BL/6 e NIrp6™ infectados por seis semanas. Redes de metal estéreis foram utilizadas para
auxiliar a maceracdo dos orgdos. As células foram lavadas com salina (0,9% NacCl),
centrifugadas a 270 x g por 10 min a 4 °C, e o sobrenadante descartado. Os eritrocitos foram
lisados com uma solugdo hemolitica (155 mM NH4CI, 10 mM KHCOs, pH 7,2) por 5 min e,
posteriormente, 0 processo interrompido pela adigdo de salina (0,9% NaCl). As células foram
entdo filtradas, centrifugadas novamente a 270 x g por 10 min a 4°C e ressuspendidas em meio
RPMI (10% soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina). Um total de
1x108 células foram cultivadas por poco, em placas de 96 pogos, e estimuladas com SWAP

(200 pg/mL), SEA (20 pg/mL), Ovos (50 /poco), concanavalina A (ConA) (5 pg/mL) ou meio
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RPMI. Os sobrenadantes da cultura foram coletados ap6s 24 h para dosar IL-5 e ap6s 72 h para

dosar IFN-y, IL-10 e IL-13, as dosagens foram feitas por ELISA.

4.6 Processamento hepético

O lobo direito do figado de animais C57BL/6 e NIrp6™", infectados por seis semanas, foi
coletado e 1 mL de solugéo de extracdo de citocina (0,4 M NacCl, 0,05% Tween 20, 0,5% BSA,
0,1 mM PMSF, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM EDTA e aprotinina 20 KI) foi adicionado
a cada 100 mg de tecido. O homogeneizador de tecidos (Ultra-Turrax) foi usado para processar
0s 6rgdos em solucdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a
4°C.

Para analise de citometria de fluxo, o lobo esquerdo dos camundongos foi utilizado.
Para tanto o tecido foi removido sem perfusdo, cortado em pequenos pedagos com auxilio de
bisturi, incubado (40 min) em meio RPMI [contendo 30 pg/ml de Liberase TM (Roche) e 20
U/ml de DNAse | (GE)]; e, por fim, filtrado por um poro de 70 um. Apds centrifugacao (270 x
g, 10 min, 4°C), as células foram ressuspendidas em PBS contendo 2% de FBS e 5 mM EDTA.
Centrifugacbes de baixa velocidade (50 x g - 5 min) foram usadas para remover células
parenquimatosas. Os eritrdcitos foram lisados com uma solugdo hemolitica (155 mM NH4CI,
10 mM KHCO3, pH 7.2). Apds centrifugacdo (270 x g, 10 min, 4°C), as células nédo

parenquimatosas restantes foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI.

4.7 Citocinas e quimiocinas

As analises de citocinas/quimiocinas (IL-5, IL-10, IL-13, IFN-y, TNF-a, IL-1p, CCL2,
CXCL1/KC, CCL3 e CCL11) foram realizadas utilizando kits de ELISA Duoset (R&D
Diagnostic, Minnesota, EUA). Para essa finalidade, foram seguidas as instru¢des fornecidas

pelo fabricante.
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4.8 Ensaios de atividade MPO e EPO

Os ensaios de atividade das enzimas Peroxidase Eosinofilica (EPO) e Mieloperoxidase
(MPO) foram realizados conforme descrito por Cancgado e colaboradores, 2011 (Cangado et al.,
2011). O lobo direito do figado foi processado, os eritrocitos foram submetidos a lise hipoténico
e as células hepéaticas restantes submetidas a lise com detergente e ciclos de
congelamento/descongelamento. O ensaio enzimatico foi realizado usando o0s substratos
adequados e o resultado foi medido em um leitor de microplaca no comprimento de onda
apropriado (492 nm para EPO e 450 nm para MPO). O resultado foi expresso em unidades de

absorbancia.

4.9 Citometria de fluxo

Esplendcitos e células hepéaticas ndo parenquimatosas foram marcadas utilizando
anticorpos anti-CD11b, CD11c, Ly6G, F4/80, CD3 e CD4. Resumidamente, em placas de 96
pocos, as células foram incubadas por 20 min com anticorpo anti-CD16/32 (BD Biosciences)
em tampdo FACS (PBS, 1% FBS, 1 mM NaN3) para bloqueio dos receptores Fc. Em seguida,
foi adicionado PBS (0,5% BSA) e as placas submetidas a centrifugacdo a 204 x g por 7 min,
4°C. Apds descartar o sobrenadante e homogeneizar o pellet, foram adicionados, e incubados
por 20 min ao abrigo da luz, os anticorpos para marcadores de superficie [anti-CD11b-APC-
Cy7 (1:200, M1/70; BD Biosciences), anti-CD11c-FITC (1:100, HL3; BD Biosciences), anti-
Ly6G-PE (1:200, 1A8; BD Biosciences), anti-F4/80 biotinilado (1:200, BM8; BD Biosciences),
anti-CD3-PE-Cy7 (1:100, BD Biosciences) e anti-CD4-APC (1:200, BD Biosciences)].
Controles de isotipo também foram empregados. Em seguida, as células foram lavadas,
centrifugadas novamente (204 x g, 7 min, 4°C) e incubadas por 20 min a 4°C, ao abrigo da luz,
com estreptavidina conjugada com PerCP-Cy5.5 (1:200 BD Biosciences). Por ultimo, as células

foram lavadas e ressuspendidas em PBS. Empregou-se o citometro de fluxo Attune (Applied
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Biosystems, Waltham, MA, Estados Unidos) para coleta dos eventos, e os dados foram
analisados utilizando o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR, Estados Unidos).

A fim de avaliar a polarizagdo dos macrofagos, células hepéaticas ndo parenquimatosos
foram marcadas como descrito acima, utilizando anticorpos anti-CD11b-APC-Cy7 (1:200,
M1/70; BD Biosciences), anti-F4/80 biotinilado (1:200, BM8; BD Biociéncias), anti-CD197-
BB700 (1:200, 4B12 BD Biosciences), anti-CD80-FITC (1:200, 16-10A1, BD Biosciences),
anti-CD163-PE (1:200, TNKUPJ, eBioscience) e anti-CD206-APC (1:200, MR5D3, BD

Biosciences).

4.10 PCR em tempo real

O lobo médio do figado de animais C57BL/6 e NIrp6™", infectados por seis semanas, foi
utilizado para extracdo de RNA. O tecido foi homogeneizado em TRIzol (Invitrogen) e 0 RNA
total foi isolado de acordo com as instrugdes do fabricante. A transcri¢éo reversa do RNA total
foi realizada e o PCR quantitativo em tempo real (RT-PCR) foi conduzido em um volume final
de 20 pL contendo: SYBR Green (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos),
oligo-dT cDNA como template da PCR e 2,5 mM de primers. A reagdo de PCR foi realizada
no equipamento QuantStudio3 (Applied Biosystems). Os primers utilizados para amplificar
fragmento especifico (100-120 bp) dos genes alvo foram: 18S Forward (50-CGTTCC
ACCAACTAAGAACG-30) e 18S Reverse (50-CTCAACACGG GAAACCTCAC-30); o-
SMA Forward (50-GTCCCAGACATCAGGGAGTAA-30) e a-SMA Reverse (50-
TCGGATACTTCAGCGTCAG-30); 1L-13 Forward (50-CCTGGCTCTTGCTTGCC- 30) e
IL-13 Reverse (50-GGTCTTGTGTGATGTTGCTCA- 30). Todos os dados foram

apresentados como unidades de expressdo relativa apos a normalizagdo para o gene 18S.
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4.11 Infeccdo e carga parasitaria

Camundongos selvagem e deficientes, de seis a oito semanas de idade, foram
anestesiados com solugéo salina (NaCl 0,9%) contendo cetamina (5%) e xilazina (2%) e, entéo,
infectados com 100 cercérias através da exposi¢do percutanea da pele abdominal por 1 h. Apds
seis semanas de infeccdo, animais foram sacrificados e perfundidos (solucdo salina 0,9%,
citrato de sodio 1,5%) a partir da veia porta, os vermes recuperados foram contados e avaliado

0 numero médio por grupo de camundongos.

4.12 Parametros patoldgicos

O nimero de ovos do parasito foi avaliado no lobo médio do figado dos animais. O
tecido foi pesado e digerido em uma solu¢do aquosa de KOH (5%) por 16 h a 37 °C.
Posteriormente, os ovos foram lavados em solucéo salina (0,9%) e centrifugados por duas vezes
a 270 x g por 10 min. Por fim, a amostra foi ressuspendida em PBS contendo 10% de
formaldeido e os ovos contados usando um microscopio Optico. O numero de ovos calculados
foi corrigido considerando a massa do tecido, resultando em nimero de ovos por grama de
figado.

O lobo esquerdo, por sua vez, foi fixado em PBS contendo 10% de formaldeido. A partir
deles foram feitos cortes histolégicos de 6 um que, em seguida, foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) ou azul de masson. Para medir o tamanho do granuloma e a
deposicdo de colageno, uma cadmera JVC TK-1270/RBG, anexada ao microscéopio (lente
objetiva 10x), foi usado para obter as imagens. As anélises foram realizadas usando o software
ImageJ (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, Estados Unidos). O tamanho do

granuloma foi medido em pm? para todos os granulomas encontrados nos cortes do figado.
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4.13 Analises estatisticas

Os testes estatisticos empregados compreenderam o teste t de student, o one-way e 0
two-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni para comparacgao entre grupos. Valores de
p <0,05 foram considerados significativos. A anélise estatistica foi realizada com o programa

GraphPad Prism 8 (La Jolla, CA, Estados Unidos).

5. RESULTADOS

5.1 A producéo de IL-1p e a ativagdo de caspase-1 em células dendriticas estimuladas com
Ovos/SEA séo parcialmente dependentes de NLRP6

Durante a infeccdo por S. mansoni as células dendriticas desempenham um papel
crucial, principalmente na resposta a antigenos dos ovos do parasito. Tais células participam,
por exemplo, da alteracéo do perfil de resposta imune sistémico (Th1 para Th2) que ocorre ap6s
a ovoposi¢cdo. Ademais, o primeiro relato da ativacdo do inflamassoma por antigenos de S.
mansoni se deu em Células Dendriticas Derivadas de Medula Ossea (BMDCs). Dessa forma,
nos decidimos iniciar nossa investigacdo avaliando o comportamento de BMDCs frente ao
estimulo com diferentes antigenos do parasito, especialmente no que concerne a producédo de
IL-1B e ativagdo de caspase-1. Considerando a necessidade de um estimulo prévio para ativagdo
da via do inflamassoma, as células foram inicialmente estimuladas com agonista de TLR2
(PamzCys). A Figura 6A demonstra que 0s ovos do parasito e seus antigenos soluveis (SEA)
possuem notéavel capacidade em induzir a produgdo de IL-1p e que tal produgao ¢ parcialmente
dependente do receptor NLRP6. Nota-se ainda que, os ovos induzem producdo expressiva de
IL-1B sem a necessidade de pré-estimulo com PamsCys. Em contra partida, o SWAP
apresentou-se como um conjunto de antigenos com baixo potencial em induzir a ativacéo do
inflamassoma. A producgéo de TNF-a, por sua vez, ndo se alterou quando se comparam os dois

grupos celulares, WT e knockout (Figura 6B).
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Figura 6. NLRP6 regula a producéo de IL-1p e a ativacio de caspase-1 induzida por SEA. BMDCs
(WT ou NIrp6™) foram pré-tratadas PamsCys (1 ug/mL — 5 h) e estimuladas com SEA (50 pg/mL — 17
h, 24 h), ovos (100 ovos/pogo — 24 h), SWAP (200 pg/mL — 24 h) o ou ATP (5 mM — 50 min). Para o
controle com nigericina (20 uM), as células foram pré-tratadas com LPS (1 pg/mL — 4 h) e estimuladas
por 50 min. (A) IL-1B e (B) TNF-a foram dosados por ELISA. A ativagéo de caspase-1 foi avaliada por
western blot no lisado celular (C) e no sobrenadante (D,) usando anticorpo contra a subunidade p20.
Asterisco denota diferenca significativa entre NIrp6” e WT (p < 0,05).
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Uma vez o SEA demonstrando ser suficiente para induzir a producdo de IL-1B, nds
empregamos este estimulo par avaliar o papel de NLRP6 na ativacao de capase-1. A Figura 6C
e D evidenciam que o SEA induz ativacdo de caspase-1 em células dendriticas WT e que tal

processo foi claramente inibido em células dendriticas provenientes do animal NIrp6™".
5.2 O NLRP6 influencia a formacéo do granuloma e a deposi¢édo de coldgeno no figado

Considerando que o figado € o principal érgdo onde ovos do parasito ficam alojados e
uma vez observada a participacdo do NLRP6 frente, sobretudo, ao estimulo com ovos e seus
antigenos, nés nos perguntamos se esse receptor poderia desempenhar papel na patologia
hepética associada a doenca. Foi observado, inicialmente, que o nimero de ovos por grama de
tecido ndo variou entre os grupos de animais WT e knockout (Figura 7A). De forma coerente,
quando se observa a quantidade de vermes recuperados apds infec¢do por 6 semanas, 0S
nameros sdo similares comparando-se ambos grupos experimentais (Figura 7B).
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Figura 7. NLRP6 ndo influencia o nimero de ovos no figado e a carga parasitaria. Apds seis
semanas de infeccdo (100 cercarias), os figados dos animais foram coletados e processados para
contagem de ovos e célculo da (A) relagcdo do nimero de ovos por grama de figado. O sistema porta-
hepaticos desses animais foi lavado para obtengdo dos vermes e avaliacdo da (B) carga parasitaria.
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Por outro lado, o sensor NLRP6 demonstrou ter influéncia na resposta inflamatdria periovular,
contribuindo significativamente na formacao do granuloma (Figura 8A e G). Além disso, esse
ultimo fenotipo foi acompanhado também por reducdo de deposicéo de coldgeno na estrutura
granulomatosa de animais NIrp6”- comparados aos WT (Figura 8B e G). Avaliou-se, ainda, 0s
niveis de certas citocinas envolvidas no processo patoldgico (IL-5 e IL-10), bem como de
marcadores fibréticos relevantes (IL-13 e a-SMA). A Figura 8C-F demonstra que os niveis das
citocinas IL-5 e IL-10, assim como as medidas de mMRNA de IL-13 ¢ a-SMA reduziram no
grupo Nlrp67, quando comparado ao grupo WT. Esses dados em conjunto demonstram que
NLRP6 contribui para a patologia hepatica causada pelo S. mansoni.

5.3 O sensor NLRP6 medeia o recrutamento de células imunes inatas para o figado de

animais infectados por S. mansoni

Uma vez que a auséncia de NLRP6 foi capaz de modular a formacdo do granuloma
hepatico, nds buscamos entender como esse sensor induz tal fenétipo. Inicialmente, foi avaliado
o nivel de quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL11 e CXCL1/KC) no figado de animais infectados.
Essas quimiocinas tém sido descritas como relacionadas ao processo de formacdo dos
granulomas. No figado de animais NIrp6” infectados, apenas CCL11 ndo apresentou alteracio
em comparagdo a WT (Figura 9D). Os niveis das demais quimiocinas; CCL2, CCL3 e CXCL1,
reduziram no figado de animais knockout (Figura 9A-C). Além disso, n6s observamos que a
atividade enzimatica das enzimas Mieloperoxidase (MPO) e Peroxidase Eosinofilica (EPO)
também se encontravam reduzidas nos animais NIrp6™, quando comparada aos animais WT

(Figura 9E, F).
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Figura 8. A patologia associada a infecgdo por S. mansoni € influenciada por NLRP6. Parametros
patoldgicos e moleculares foram avaliados ap6s seis semanas de infeccdo em animais WT e NIrp6™. (A)
Area granulomatosa (um?) e (B) deposicdo de colageno. Os niveis de (C) IL-5 e (D) IL-10 foram
medidos, assim como os niveis dos transcritos de (E) a-SMA e (F) IL-13. (G) Imagens representativas
dos granulomas detectados em hematoxilina-eosina, azul de masson e imagens geradas pelo programa
ImageJ, respectivamente. Asterisco denota diferenca significativa entre Nlrp6” e WT (p < 0,05). As
barras representam 100 um. NI denota animais ndo infectados.
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Figura 9. NLRP6 regula a producdo de quimiocinas e a atividades enzimaticas no figado. Apés
seis semanas de infeccdo, o figado foi utilizado para medir os niveis de quimiocinas e a atividade de
MPO e EPO. Os niveis de (A) CCL2, (B) CXCL1, (C) CCL3 e (D) CCL11 foram avaliados por ELISA.
As atividades de (E) MPO e (F) EPO também foram detectadas. Asterisco denota diferenga significativa
entre NIrp6™ e WT (p < 0,05). NI denota animais néo infectados.

Considerando o fenétipo de reducdo dos granulomas nos camundongos knockout, o
proximo passo foi avaliar quais populacdes de células ndo-parenquimais poderiam estar
alteradas nestes animais. Baseando-se na estratégia de gate da Figura 10, constatou-se que
neutrofilos e macréfagos foram as principais populaces reduzidas em animais Nlrp6”, quando
comparadas ao WT (Figura 11A, B). A frequéncia de células dendriticas e de linfécitos T CD4",
por sua vez, permaneceram inalteradas (Figura 11C, D). Ademais, n0s constatamos que a
auséncia de NLRP6 ndo exerce influéncia na polarizagdo dos macrofagos, embora haja uma
tendéncia de reducdo na populacdo de macréfagos anti-inflamatorios em camundongos NIrp6
" comparados aos WT, como demonstra a Figura 12.

Dessa forma, o sensor NLRP6 possivelmente induz a formacgéo do granuloma hepatico

favorecendo a producéo de quimiocinas e o recrutamento de celulas imunes para o figado.
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Figura 10. Estratégia de gate para citometria de fluxo de células ndo-parenquimais hepaticas de
animais WT e NIrp6”. Células ndo parenquimais hepaticas de animais infectados e no infectados (NI)
foram marcadas ex vivo para proteinas de superficie, apos seis semanas de infeccdo. Os resultados
apresentados, a seguir, na Figura 11 foram analisados como segue: Um gate SSC-A e FSC-A foi criado,
seguido pela selecdo duplo-positiva de CD11b*Ly6G*, CD11b*F4/80*, CD11b*CD1lc* e
CD3*CD4*.Como controle negativo, as células foram marcadas com controle isotipo para cada conjunto
de anticorpos.
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Figura 11. NLRP6 regula o recrutamento de células para o figado. A porcentagem das populacdes
de (A) CD11b*Ly6G", (B) CD11b*F4/80*, (C) CD11b*CD11c* e (D) CD3*CD4* foram medidas atraves
de citometria de fluxo. Asterisco denota diferenca significativa entre NIrp6” e WT (p<0,05). NI denota

animais nao infectados.

A

M1

M2

WT

49

Nirp6+

+0.65

| 0.26 £ 0.05

N = Nips
—~ I
2 s L P
3
A 4- i
:
o
=, 3=
Q15T
e
& 1.0-
=
0.0 I
CD80°CCR7"  CD206°CD163"

Figura 12. Analise da polarizacdo de macréfagos no figado. A expressdo de marcadores M1
(CD80*CCR7*) e M2 (CD206*CD163"), em celulas ndo parenquimais hepaticas, foram determinadas
por citometria de fluxo, apds seis semanas de infec¢do. Células CD11b*F4/80* foram obtidas com base
na estratégia de gate mencionada anteriormente. Células duplo-positivas para CD80*CCR7* e
CD2067CD163* foram selecionadas como denota o (A) dot plot e a (B) frequéncia de células.
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5.4 A producéo de IL-10 e IFN-y por esplendcitos ativados com SEA/Ovos ¢ influenciada
por NLRP6

Ap0s observar o papel de NLRP6 na resposta aos ovos e seus antigenos em BDMCs e
constatar a participacdo fundamental na patologia hepatica, nés decidimos avaliar também se
em o6rgdos linfoides secundarios, como o baco, encontrariamos acGes mediadas por esse
receptor. Para tanto, esplendcitos advindos de animais infectados por 6 semanas foram
cultivados e estimulados com antigenos do parasito. Observou-se, inicialmente, que frente ao
estimulo com SWAP os niveis de citocinas IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y ndo variaram de maneira
significativa entre os grupos WT e knockout (Figura 13A). Contudo, ao avaliar a producao de
tais citocinas frente ao estimulo com 0s ovos e seus antigenos, evidencia-se aumento nos niveis
de 1L-10 e IFN-y no sobrenadante de células provenientes dos animais NIrp6™. Nesse mesmo
grupo de camundongos ha, também, uma tendéncia de reducdo dos niveis de 1L-13 (Figura
13B). Ademais, foi constado que as populacdes de células dendriticas e de linfécitos T CD4*
ndo variaram de maneira significativa entre os grupos (Figura 13C), a despeito de estudo recente
relatar que a auséncia de NLRP6 tem influéncia nas populacbes de linfocitos esplénicos
(Radulovic et al., 2019).

Dado o exposto, observa-se, uma vez mais, que o sensor NLRP6 participa de maneira
significativa em resposta aos ovos e seus antigenos, reforcando que talvez os antigenos do
verme tenham potencial reduzido de ativar o inflamassoma.

5.5 A via de sinalizacdo do inflamassoma é amplamente relevante na formacdo do

granuloma hepatico

Na ultima década, estudos tém demonstrado que as moléculas envolvidas na via de
sinalizacdo inflamassoma podem desempenhar, também, papeis de maneira independente da
formacdo do complexo citoplasmatico caracteristico da via. Os sensores NLRP3 e NLRP6, bem

como a molécula adaptadora ASC sdo exemplos desse comportamento. Por essa razdo, nds
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decidimos avaliar se a participacdo do NLRP6 na patologia hepéatica convergia com a
participagdo da via do inflamassoma como um todo. Para tanto, pardmetros patologicos ja

descritos anteriormente foram novamente avaliados para os animais NIrp3”, capase-17,

Gsdmd” e IL-1R™.
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Figura 13. Perfil de citocinas esplénicas induzidas por SEA/Ovos e SWAP. Apos seis semanas de
infeccdo, os esplendcitos foram reestimulados com (A) SWAP (200 pg/mL), (B) SEA (20 pg/mL), ovos
(50/pogo) ou ConA (5 pg/mL). Os niveis de citocinas foram medidos por ELISA no sobrenadante das
células ap6s 24h (IL-5) e 72h (IL-13, IL-10 e IFN-y). (C) A porcentagem de células dendriticas
(CD11b*CD11c") e linfécitos T CD4* (CD3*CD4") foi analisada a partir do baco de animais infectados
e ndo infectados (NI), através de citometria de fluxo. Asterisco denota diferenca significativa entre
NIrp6” e WT (p < 0,05).

Nossos resultados para NIrp3” confirmam as observagbes feitas por Ritter e
colaboradores (2010) em relacdo a reducdo na area dos granulomas hepéticos, porém, divergem
no que concerne & deposicdo de colageno nessas estruturas (Figura 14). Por outro lado, a as
andlises para os demais grupos revelam, de maneira inédita, que na esquistossomose a formacao

do granuloma hepético e a deposi¢do de colageno sdo processos influenciados por caspase-1,
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gasdermin-D e pela sinalizacéo via IL-1R (Figura 15). Vale ainda ressaltar que, na comparagéo
entre todos esses animais knockout com os animais selvagens, ndo foi observada alteragdo no

numero de ovos por grama de figado, assim como na carga parasitaria (Figura 16).
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Figura 14. O sensor NLRP3 influencia a imunopatologia induzida por S. mansoni. Apos seis
semanas de infeccdo, diferentes por¢bes do figado foram utilizadas para se avaliar parametros
patolégicos. (A) Numero de ovos por grama de figado, (B) area granulomatosa (um?) e (C) deposicédo
de coldgeno. (D) Imagens representativas dos granulomas detectados em hematoxilina-eosina, azul de
masson e imagens geradas pelo programa ImageJ, respectivamente. Asterisco denota diferenca
significativa entre NIrp3” e WT (p < 0,05). As barras representam 100 um.
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Figura 15. A ativacdo do inflamassoma é requerida para a formagdo do granuloma e para
deposicdo de colageno. Parametros patoldgicos foram analisados no figado de camundongos
deficientes para diferentes componentes do inflamassoma como caspase-1, gasdermina-D e IL-1R. (A)
Area do granuloma (um?) e (B) deposicdo de colageno. (C) Imagens representativas dos granulomas
detectados em hematoxilina-eosina, azul de masson e imagens geradas pelo programa ImageJ,
respectivamente. Asterisco denota diferenca significativa entre os animais deficientes e os animais WT
(p < 0,05). As barras representam 100 pum.
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Figura 16. A via do inflamassoma ndo influencia o nimero de ovos no figado e a carga parasitaria.
Apos seis semanas de infecgdo (100 cercérias), os figados dos animais foram coletados e processados
para contagem de ovos e célculo da (A) relagdo do nimero de ovos por grama de figado. O sistema
porta-hepaticos desses animais foi lavado para obtencéo dos vermes e avaliagdo da (B) carga parasitaria.
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6. DISCUSSAO

Atualmente, doencas hepéticas cronicas sdo descritas como uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em todo o mundo (Byass, 2014). Infec¢Bes por virus (hepatite)
(Gower et al., 2014), sindromes metabolicas (Rosselli et al., 2014) e consumo abusivo de &lcool
(Rehm et al.,, 2013) estdo entre os principais causadores desse tipo de enfermidade.
Diferentemente das lesdes hepaticas agudas, onde as células parenquimais regeneram o tecido
de maneira controlada através da deposicao limitada de Matriz Extracelular (MEC), as lesGes
crénicas caracterizam-se por um desbalanco na deposicao e degradacdo desses componentes,
resultando na génese de processos fibroticos. Tais processos se caracterizam pela deposicdo
excessiva de componentes matriz extracelular no 6rgdo lesado. Esse acumulo distorce a
arquitetura tecidual, promove disfuncdo hepatocelular e 0 aumento da resisténcia do fluxo
sanguineo, culminando, respectivamente, em insuficiéncia hepética e hipertensdo portal
(Friedman, 2003; Gines et al., 2004).

As implicacgdes supracitadas, inerentes as condi¢Ges hepaticas cronicas, sao amplamente
observadas na patologia desencadeada pela esquistossomose, 0 que, indiscutivelmente, a
classifica com uma doenca hepética cronica. A longevidade dos parasitos no interior do
hospedeiro definitivo e, por conseguinte, a periodica liberacdo de ovos levam a ciclos de
injuria/regeneracédo no figado, contribuindo para o estabelecimento de processo fibrético nesse
orgéao (Wilson et al., 2007).

O panorama inflamatorio hepatico, que potencialmente leva a fibrose, envolve varios
participantes e uma rede complexa de interacdo. Os hepatdcitos sdo alvos para grande parte dos
agentes hepatotoxicos, o que inclui os antigenos dos ovos de Schistosoma (Abdullaetal., 2011).
Quando lesados, os hepatocitos liberam uma série de DAMPS e citocinas pro-inflamatorias que
induzem o recrutamento de células imunes para o local. Esses sinais promovem a

transdiferenciacao de fibroblastos, como as Células Hepaticas Estreladas (HSCs), que a partir
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de entdo passam a secretar componentes da MEC. Além disso, as células HSCs ativadas
secretam também citocinas inflamatorias, expressam moléculas de adesdo e modulam a
ativagdo de leucocitos. Dessa forma, se estabelece um ciclo em que células inflamatdrias e
fibrogénicas estimulam-se mutualmente (Bataller, Brenner, 2005).

Grande parte dos processos citados acima decorrem da ativacao de vias de sinalizagdo
da resposta imune, como aquelas desencadeadas por receptores TLRs e CLRs (Seifert et al.,
2015). Contudo, recentemente, a via do inflamassoma tem ganhado grande destaque nesse
contexto. Luan e Ju (2018) reuniram achados que demonstram que o inflamassoma pode
desempenhar tanto papeis fisioldgicos como patoldgicos durante as doencas hepaticas (Luan,
Ju, 2018). Essas agOes foram descritas para uma diversa gama de receptores. Animais
deficientes para NLRC4 (C57BL/6), por exemplo, sdo mais susceptiveis a infeccdo por
Chromobacterium violaceum, patégeno que apresenta tropismo para o figado. O inflamassoma
de NLRC4 medeiam a producdo de 1L-18 que, entdo, auxilia Células Assassina Naturais (NK)
a eliminarem nichos de replicacdo de C. violaceum nos hepatocitos (Maltez et al., 2015). O
NLRP3, por sua vez, participa na supressao do crescimento de tumores localizados no figado,
advindos de metastase de cancer colorretal (C57BL6/J). Esse processo é altamente dependente
de IL-18, que promove a maturacdo de células NK e auxilia sua acdo citotoxica tumoral
(Dupaul-Chicoine et al., 2015). Além disso, NLRP3 induz também a piroptose como forma de
controle de proliferagdo, em contextos de carcinoma hepatocelular (Zhiyu et al., 2016). Por
outro lado, ambos receptores (NLRC4 e NLRP3) podem atuar, de maneira igualmente decisiva,
na patogénese da Doenca Hepatica Alcoolica (ALD), o que evidencia suas fun¢des duais
(fisioldgicas e patoldgicas) e contexto-dependentes (Cui et al., 2015; DeSantis et al., 2013).

As constatacOes que estabelecem, portanto, a relacdo entre doencas hepaticas e a via do
inflamassoma tornaram legitimas as especulagdes do envolvimento de tal via com a

esquistossomose, dada a natureza patoldgica da doenca. Ademais, como ja extensamente
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descrito na secdo introdutoria, os antigenos do parasito tém a capacidade de ativar um vasto
repertorio de receptores imunes inatos. Diante disso, Ritter e colaboradores (2010)
estabeleceram, pela primeira vez, que os antigenos de S. mansoni de fato induzem a ativacao
do inflamassoma. Mais precisamente, BMDCs respondem a antigenos dos ovos, produzindo
IL-1B de forma dependente de NLRP3. Tal receptor demonstrou ser ainda mais relevante
quando se analisou a patologia hepatica resultante da infeccéo de animais deficientes (C57BL/6
NIrp37), onde se constatou granulomas significativamente menores e mais fibroticos (Ritter et
al., 2010). Essas observacGes patoldgicas foram, em parte, confirmadas em nosso estudo, onde
constatamos a reducdo da area granulomatosa em animais NIrp3”, mas sem variagdo na
deposicao de colageno, quando comparado ao animal selvagem. Essa discordancia pode estar
relacionada ao tempo de infeccdo empregado em nossa abordagem (6 semanas).

Os achados iniciais de Ritter e colaboradores (2010) foram sustentados, a posteriori,
pelos estudos de Meng e colaboradores (2016) e Lu e colaborados (2017). Esses autores
demonstraram que o papel desempenhado por NLRP3 na patologia hepética induzida por S.
japonicum é semelhante ao observado em infecdes por S. mansoni. Contudo, nos modelos
empregados (BALB/c), as constatacdes foram de que a auséncia de NLRP3 promove nao s6 a
reducdo na area do granuloma hepatico como também a reducdo da deposicdo de colageno.
Além disso, verificou-se que tal receptor influencia a forma como células HSCs respondem a
antigenos dos ovos (S. japonicum). Essa Ultima observacdo foi sobretudo relevante pois
evidencia que, além alterar a ativacdo de caspase-1 e a producdo de IL-1f frente ao estimulo
com SEA, o NLRP3 influencia também o perfil fibrogénico das HSCs, como a produgéo de
colageno tipo | e do Inibidor de Metaloproteinase 1 (TIMP-1), ambos reduzidos mediante o
silenciamento do receptor (Lu et al., 2017; Meng et al., 2016).

As evidencias supracitados colocaram, irrefutavelmente, a via do inflamassoma como

parte fundamental do processo patolégico associado & infeccdo pelo Schistosoma,
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principalmente por intermédio do receptor NLRP3. Contudo, a observagdo de estudos
relacionados a doencas hepaticas cronicas de naturezas distintas, nos deram indicios de que
outros receptores NLRs, como o NLRP6, poderiam também estar envolvidos na patologia
causada pela esquistossomose.

Sabe-se que o estado pré-inflamatorio encontrado em individuos com obesidade visceral
se correlaciona com o desenvolvimento de Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcoolica (NFLD).
Diante disso, Mehta e colaboradores (2014) observaram que em amostras de tecido adiposo
visceral, proveniente de individuos obesos e positivos para fibrose portal hepética, a expressdo
do mRNA de NLRP6 foi maior quando comparada a amostras advindas de individuos obesos e
negativos para fibrose hepéatica (Mehta et al., 2014). Por outro lado, em Esteatose Hepatica Néo
Alcodlica (NASH) induzida por dieta deficiente em metionina-colina, observa-se elevada
expressdo de NLRP3 e NLRP6 no figado dos animais experimentais (C57BL/6). Apds
tratamento com polissacarideos de Lycium barbarum (LBP) relata-se melhora no quadro de
NASH com reducdo da expressdo hepatica de NLRP3 e NLRP6 (Xiao et al., 2018). Zhu e
colaboradores (2018), por zua vez, demonstraram que a expressdo de NLRP6 é modulada em
pacientes com fibrose e cirrose hepética. Além disso, em fibroblastos humanos (LX-2), 0s
autores observaram que a superexpressao de NLRP6 promove alteracdes na proliferacao
celular, no actimulo de hidroxiprolina, na expressdo de coldgeno, de o-SMA e de
metaloproteinases (Zhu et al., 2018). Mediante a todas essas observagdes, nos coube avaliar se
NLRP6 poderia contribuir também durante a patologia hepatica associada a esquistossomose.

Com base no papel das células dendriticas durante a apresentacdo de antigenos dos ovos
e, por conseguinte, na patologia, nés iniciamos investigando BMDCs. Constatou-se, que 0
NLRP6 poderia influenciar a ativacdo de capase-1 e a producéo de IL-1p em células estimuladas
com SEA e ovos, porém de maneira menos pronunciada do que reportado anteriormente para

NLRP3 (Ritter et al., 2010). Ademais, ainda nesse contexto celular, nds verificamos que 0s
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ovos de S. mansoni detém o potencial de ativar a via do inflamassoma sem a necessidade de
inducdo prévia com PamsCys, tal como descrito por Kalantari e colaboradores (2018).

Por outro lado, no que concerne a patologia, o papel de NLRP6 demonstrou ser mais
pronunciado. Os granulomas hepaticos e a deposicdo de coldgeno nessas estruturas foram
altamente modulados em animais NIrp6”. Essa evidéncia, naturalmente, sugeriu que o
recrutamento de células para o figado poderia, em certa medida, ser controlado por NLRP6. Os
dados obtidos acerca da producdo de quimiocinas e da atividade enziméatica de MPO e EPO
(ambos reduzidos em camundongos Nlrp67) reforcaram a necessidade de avaliar a frequéncia
de células imunes no figado desses animais apds a infeccdo. Como esperado, a reducao
percentual dessas células foi constatada, mais precisamente para as populacdes de macréfagos
e neutrdfilos. A capacidade do NLRP6 em influenciar o recrutamento de neutréfilos, em modelo
de inflamacdo nao-estéril, ja havia sido relatada anteriormente para infeccao por Staphylococus
aureus, com os dados mostrando aumento no recrutamento e na funcdo dessas células no
pulm&o de camundongos C57BL/6 Nlrp6” (Ghimire et al., 2018). Entretanto, recentemente,
Cai e colaboradores (2020) observaram que em modelo de infeccdo pela bactéria gram-negativa
Klebsiella pneumoniae o comportamento parece ser antagdnico. Os autores demonstram que
animais (C57BL/6) deficientes para NLRP6 sdo mais susceptiveis a infecgdo, uma vez que
apresentam menor atividade de MPO, producéo reduzida de CXCL1 e menor recrutamento de
neutrdfilos para o pulmdo. Ademais, comprovou-se que administracdo de CXCL1 em animais
NIrp6™ restaura a protego frente a infeccdo (Cai et al., 2020). Embora opostos, esses achados
evidenciam que o sensor NLRP6 de fato influencia o recrutamento de células imunes para 0s
tecidos, assim como relatado em nosso estudo, e que isso guarda relagdo com a producgéo de
quimiocinas teciduais.

Ainda com relacdo as consequéncias da auséncia de NLRP6 na producdo de

quimiocinas, vale salientar que em nosso modelo observamos também a redugédo nos niveis da
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quimiocina CCL3, o que representa um achado importante. Isso porque a investigagdo de
animais C57BL/6 Ccl3”, conduzida por Souza e colaboradores (2005), revelou fendtipos
semelhantes aos observados em camundongos NIrp6” infectados. Dentre eles destaca-se
reducdo da atividade de EPO, reducdo da area granulomatosa e da deposicdo de colageno no
figado. Além disso, em humanos, os autores constataram maior produgdo de CCL3 no plasma
de individuos acometidos pela forma hepatoesplénica da doenca, quando comparado a forma
intestinal (Souza et al., 2005).

Outra caracteristica notdria, porém, ndo exclusiva, do sensor NLRP6 € a capacidade de
executar funcbes sem que esteja necessariamente associado ao complexo citosélico
caracteristico da via do inflamassoma (Levy et al., 2017). Exemplos dessas func¢Ges incluem
contextos de infeccdo viral entérica (Wang et al., 2015) e ac¢Oes de regulacdo negativa das vias
canonicas de NF-kB ¢ MAPK em células mieloides, como macrofagos e neutrofilos (Anand et
al., 2012). Contudo, vale ressaltar que esse tipo de acdo inflamassoma-independente ja fora
relatada também para o NLRP3 (Bruchard et al., 2015) e ASC (Ippagunta et al., 2010). Devido
a esse comportamento ndo-candnico, consideramos importante avaliar se outros componentes
da via do inflamassoma como caspase-1, Gasdermina-D e IL-1R estariam envolvidos na
patologia hepética induzida pela esquistossomose. Os dados de tamanho de granuloma e
deposicdo de colageno indicaram que 0s trés componentes mencionados participam na
patologia da doenga. Dessa forma, se faz legitimo e factivel sugerir que as acGes de NLRP3 e
NLRP6 na formacéao do granuloma hepético possam estar relacionadas a formagdo do complexo
inflamassoma.

A participacdo de gasdermina-D na formacdo do granuloma hepatico induzido pela
infeccdo por S. mansoni ndo havia sido relatado anteriormente, até onde se tem conhecimento.
Contudo, estudos com S. japonicum corroboram nossos achados. Liu e colaboradores (2019)

demonstram que, apds infeccdo, a expressdo da por¢do N-terminal de gasdermina-D (GSDMD-
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N) é detectavel no figado de animais C57BL/6, e ocorre de maneira dependente de NLRP3 (Liu
et al., 2019). Além disso, comprovou-se recentemente que SEA advindo de ovos de S.
japonicum sdo capazes de induzir piroptose em HSCs, de maneira dependente de ROS (Kong
etal., 2019). Todas essas observagdes sdo, também, suportadas pelo fato de que a piroptose tem
sido demonstrada como processo fundamental na patogénese de diferentes doencas hepaticas,
como revisado por Guo e colaboradores (2019)(Guo et al., 2019).

Uma vez que se compreende cada vez mais o papel do inflamassoma no contexto das
doencas hepaticas, incluindo a esquistossomose, a consideracdo acerca da inibicdo dessa via
como forma de terapia naturalmente emerge. Sabe-se que terapias com antagonistas de IL-1R
estdo atualmente aprovadas para o tratamento de doencas auto inflamatdrias, mas estudos
clinicos ainda estdo sendo conduzidos para se avaliar essa estratégia em contexto hepético
(Alegre et al., 2017). Por outro lado, o estudo de abordagens visando a interferéncia direta na
via do inflamassoma ainda estdo menos aprofundados, 0 composto mais promissor é o inibidor
de NLRP3 MCC950 (Coll et al., 2015). Em infeccdo por S. japonicum o uso de MCC950
apresentou papel dual. Quando administrado simultaneamente a infeccdo, tal composto
promove melhora na patologia hepatica. Mas quando administrado apds 22 dias de infec¢éao
agrava parametros fibréticos (Zhang et al., 2019). A administracdo do aminoacido nao-
essencial taurina, por sua vez, demonstrou recentemente potencial em reduzir a patologia
induzida por S. japonicum em camundongos, promovendo reducdo nos niveis hepéticos de
NLRP3, caspase-1, IL-1B e GSDMD-N (Liu et al., 2019). Esses dados ressaltam a escassez e,
logo, a necessidade de mais estudos pré-clinicos para explorar a intervencdo da via do

inflamassoma como terapia alternativa para esquistossomose.
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7. CONCLUSAO

Dado todo o exposto, se faz evidente que mesmo ap6s décadas de estudos, a patologia
hepética associada a esquistossomose ainda ndo esta plenamente elucidada. A descoberta do
envolvimento da via do inflamassoma nesse contexto, sobretudo do receptor NLRP3, mostrou
que a complexidade do processo patologico pode ser ainda maior. Em nosso estudo noés
demonstramos que outro receptor da mesma familia, 0o NLRP6, desempenha papel igualmente
crucial na formacéao do granuloma hepatico e também na ativacao de caspase-1 em resposta aos
ovos de S. mansoni. Dessa forma, maiores investigacdes serdo necessarias para aprofundar os
conhecimentos sobre os mecanismos moleculares relacionados ao NLRP6 nesse contexto, e em
um futuro proximo aplica-los na da descoberta de novas formas de terapia para a

esqu istossomose.
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