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Resumo

A morte celular programada (PCD) € um importante mecanismo da imunidade
inata contra patdégenos bacterianos. A resposta imune inata da PCD envolve as
moléculas caspase-7 e caspase-8, entre outras. Brucella abortus € uma bactéria
Gram-negativa que causa uma doenga zoonotica denominada brucelose. A
resposta imune inata contra esse patdgeno envolve ativagdo de componentes
do inflamassoma e inducéo de piroptose. No entanto, nenhum estudo até agora
revelou o papel da caspase-7 ou caspase-8 durante esta infeccdo
bacteriana. Aqui, demonstramos que a caspase-7 € dispensavel para o
processamento da caspase-1l, secrecdao de IL-13 e morte celular em
macrofagos. Animais deficientes em caspase-7 demonstraram controlar a
infeccdo por B. abortus, bem como os camundongos do tipo selvagem. Além
disso, abordamos o papel da caspase-8 na ativacao do inflamassoma e piroptose
durante esta infeccdo bacteriana. Os macrofagos deficientes em caspase-8
secretaram quantidades reduzidas de IL-1B que se igualam a diminuicao da
atividade da caspase-1 quando comparados as células do tipo
selvagem. Macrofagos deficientes para caspase-8 mostraram liberacéo reduzida
de Lactato desidrogenase (LDH) e da clivagem da gasdermina-D (GSDMD)
quando comparados ao tipo selvagem, sugerindo que a caspase-8 pode
desempenhar um papel importante na piroptose em resposta a B.
abortus. Finalmente, os animais deficientes para caspase-8 demonstraram ser
mais suscetiveis a infec¢ao por Brucella quando comparados aos camundongos
selvagens. No geral, este estudo contribui para uma melhor compreenséao do
envolvimento da caspase-7 e caspase-8 na imunidade inata contra a infec¢céo

por B. abortus.

Palavras-chave: caspase-8, caspase-7, Brucella abortus, inflamassoma,

piroptose, imunidade inata



Abstract

Programmed cell death (PCD) is an important mechanism of innate immunity
against bacterial pathogens. The PCD innate imune response involves the
molecules caspase-7 and caspase-8, among others. Brucella abortus is a Gram-
negative bacterium that causes a zoonotic disease termed brucellosis. The innate
Immune response against this pathogen involves activation of inflammasome
components and induction of pyroptosis. However, no study has revealed the role
of caspase-7 or caspase-8 during this bacterial infection. Here, we demonstrate
that caspase-7 is dispensable for caspase-1 processing, IL-1p secretion and cell
death in macrophages. Animals deficient in caspase-7 have been shown to
control B. abortus infection as well as wild type mice. Furthermore, we addressed
the role of caspase-8 in inflammasome activation and pyroptosis during this
bacterial infection. Macrophages deficient in caspase-8 secreted reduced
amounts of IL-18 that parallels with diminished caspase-1 activity when
compared to wild type cells. Additionally, caspase-8 deficient macrophages
showed reduced LDH release and gasdermin-D (GSDMD) cleavage when
compared to wild type, suggesting that caspase-8 may play an important role in
pyroptosis in response to B. abortus. Finally, caspase-8 deficient animals were
more susceptible to Brucella infection when compared to wild type mice. Overall,
this study contributes to a better understanding of the involvement of caspase-7

and caspase-8 in innate immunity against B. abortus infection.

Keywords: caspase-8, caspase-7, Brucella abortus, inflammasome, pyroptosis,

innate immunity
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1. Introducgéo

A brucelose é uma doenca infecciosa causada pela bactéria do género Brucella. A
doenca afeta principalmente animais, como bovinos, ovinos, caprinos e suinos, mas
também pode ser transmitida aos seres humanos (Proch et al. 2018). Bactérias do género
Brucella foram descobertas pelo médico e microbiologista britanico Sir David Bruce. Em
1887, durante seu trabalho na ilha de Malta, Bruce investigou uma doenca que afetava
bovinos, causando aborto espontaneo em vacas. Ele notou a presenca de uma bactéria
especifica nos tecidos dos animais infectados, que ele chamou de “Bacillus abortus”. Em
1918, Alice Evans observou que os microrganismos descritos anteriormente por Bruce
(1887) e Bang (1897) eram muito semelhantes entre si e, Meyer em 1920, propds criar

em homenagem a Bruce, 0 género Brucella (Bruce, 1887 ;Megid & Mathias, 2016).

A incidéncia de brucelose no mundo varia de acordo com as regides e 0s sistemas de
vigilancia de cada pais. A brucelose é considerada uma doenca negligenciada e muitos
casos ndo sao devidamente notificados, dificultando uma estimativa precisa da incidéncia
global (Lindahl et al. 2020). No entanto, de acordo com a Organiza¢cdo mundial da saude
(OMS) estima-se que ocorram cerca de 500.000 casos humanos de brucelose por ano
em todo o mundo, sendo estes casos relatados em 86 paises diferentes (Pappas et al.,
2006). Estes numeros podem variar e estar sujeitos a subnotificacdo, especialmente em
areas onde a doenca é endémica. Segundo Ghanbari (2020), o niumero de casos
humanos ndo notificados que apresentam sintomas clinicos ndo especificados é dez
vezes maior, sendo assim, € uma das preocupacdes de saude publica mais significativas.
Pode afetar todos os grupos de idade e sexo, e seu controle em humanos depende da
limitacdo da infeccdo em animais por meio de programas de vacinacdo e cuidados

(Ghanbari et al. 2020).

A brucelose pode ser encontrada em muitos paises ao redor do mundo, especialmente
em regides onde a pecuaria € uma atividade econdmica importante. Alguns paises que

relatam uma maior ocorréncia de brucelose incluem:
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- Paises do Mediterraneo e do Oriente médio, como Grécia, Turquia, Libano, Egito e
Arabia Saudita;

- Paises da América Latina, como México, Brasil, Argentina e Peru;

- Paises da Africa, como Nigéria, Quénia, Etiépia, Suddo e Africa do Sul;

- Paises da Asia, como india, China, Paquistdo e Ir4;

- Alguns paises da Europa Central e Oriental, como Roménia, Bulgaria e Ucrania.

No entanto, é importante ressaltar que a incidéncia da brucelose pode variar ao longo do
tempo e também depende de fatores como os sistemas de vigilancia, praticas de controle
da doenca e acles de prevencao adotadas em cada pais. A maioria destes surtos é de
Brucella abortus (Hull e Schumaker 2018).

1.1Brucelose no Brasil

A espécie de Brucella que é considerada endémica e mais comumente associada a
brucelose em animais e, ocasionalmente, em humanos, é a Brucella abortus. Essa
espécie afeta principalmente o rebanho bovino e é responséavel por causar a maior parte
dos casos de brucelose animal no pais. E importante destacar que existem outras
espécies de Brucella que também podem ser encontrados no Brasil, como a Brucella
melitensis, que afeta principalmente ovinos e caprinos e a Brucella suis, que afeta suinos.
No entanto, a Brucella abortus € a espécie mais prevalente e associada a brucelose em

bovinos no pais (Neto et al. 2016; Poester, Gongalves, e Lage 2002).

De acordo com o Ministério da Saude, a incidéncia de brucelose humana pode ser
subestimada devido a subnotificacdo de casos ou a falta de diagnéstico adequado em
algumas éreas (Lindahl et al. 2020). Além disso, a brucelose animal € mais prevalente e
pode servir como fonte de infec¢do para os seres humanos. A brucelose é uma doenca
de notificacdo compulséria no Brasil. O Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da
Brucelose e da Tuberculose Animal — PNCEBT foi instituido no Brasil pela Instrucao
Normativa Ministerial n°® 02/2001 e regulamentado pela Instrucdo Normativa SDA n°

10/2017 com o objetivo de reduzir os impactos negativos dessas zoonoses na saude
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humana e animal. No entanto, apos duas décadas desde a criagdo do PNCEBT, relatos

de brucelose humana e animal ainda sdo notados em territdrio brasileiro.

O tratamento da brucelose geralmente envolve o uso de antibiéticos por um periodo
prolongado, pois a doenca pode ser persistente e recorrente. A duracdo do tratamento
varia de acordo com a gravidade da infec¢do, podendo variar de 6 semanas a Vvarios
meses (Hull e Schumaker 2018). No caso dos animais, a vacinagcdo € uma estratégia
importante para controlar a disseminagédo da brucelose. Existem trés vacinas disponiveis,
sendo elas, RB51 e S19 para casos de B. abortus e a Revl para casos de B. melitensis.
A RB51 é a vacina mais comumente usada, uma cepa atenuada de Brucella abortus.
Essa vacina é administrada em bovinos, ovinos, caprinos e outros animais suscetiveis.
Apesar das vacinas protegerem parcialmente a infeccdo nos animais, elas auxiliam
diminuindo a probabilidade de um evento de aborto, quebrando o ciclo de transmisséo e
protegendo o rebanho (Hull e Schumaker 2018). Atualmente néo existe nenhuma vacina

desenvolvida e aprovada para o uso em humanos.

1.20 género Brucella

O género Brucella compreende bacilos curtos ou em forma de cocos, que sdo dispostos
isoladamente e, raramente, em cadeias curtas, ndo formam capsula nem esporos, sao
imoOveis e gram-negativos (Corbel 1997). Sdo considerados microorganismos aerobios
facultativos, apresentam temperatura de multiplicacéo na faixa de 20 a 40°C, sendo 37°C
a temperatura ideal, e um pH 6timo de 6,6 a 7,4 (Sola et al. 2014). A Brucella é um
patégeno intracelular, durante uma infec¢éo sobrevive e se multiplica nos macréfagos e
células epiteliais; as bactérias se adaptam ao pH acido, baixos niveis de oxigénio e baixos

niveis de nutrientes (Kohler et al. 2002).

Atualmente, séo reconhecidas oficialmente 12 espécies dentro do género Brucella. Sao
elas:
- B. abortus: afeta principalmente bovinos, causando a brucelose bovina e humana;

- B. melitensis: afeta principalmente ovinos, caprinos, camelos e humanos;
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- B. suis: afeta principalmente suinos, mas também pode infectar outros animais e seres
humanos;

- B. canis: afeta cées e pode ser transmitida aos seres humanos;

- B. ovis: afeta ovinos;

- B. neotomae: encontrada em roedores silvestres, como ratos-cangurus;

- B. ceti: encontrada em mamiferos marinhos, como baleias e golfinhos;

- B. pinnipedialis: encontrada em focas e lees marinhos;

- B.microti: encontrada em roedores;

- B. inopinata: encontrada em humanos e anfibios;

- B.papionis: encontrada em babuinos;

- B. vulpis: encontrada em raposas vermelhas.

Essas espécies de Brucella podem apresentar variacdes em termos de patogenicidade,
preferéncia de hospedeiros e distribuicdo geogréfica. Atualmente, B. abortus, B.
melitensis e B. suis estdo relacionados a pecuéria e a saude publica (Moreno 2014),
sendo a maioria das infec¢cbes humanas causadas por Brucella melitensis e B. abortus
(Franco et al., 2007; Bang, 1897; Lawinsky et al., 2010; de Figueiredo et al., 2015).

Morfologicamente, as bactérias do género Brucella sao divididas em dois grupos: Brucella
lisa ou classica, como Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis, e Brucella
rugosa, como a Brucella ovis e a Brucella canis (Sangari e Agliero 1996). As espécies
lisas s&o caracterizadas por terem colbnias lisas e brilhantes quando cultivadas em meios
de cultura adequados. As espécies rugosas apresentam colbnias rugosas e opacas,
possuindo uma aparéncia mais aspera e irregular em comparagcdo com as colbnias lisas.
As bactérias lisas séo frequentemente associadas a forma virulenta e consequentemente
mais patogénica devido a integridade do seu lipopolissacarideo (LPS). O LPS das
bactérias lisas € mais completo e possui uma estrutura mais complexa, incluindo o lipideo
A, o nucleo oligossacarideo e o O-polissacarideo, que € um importante fator de viruléncia.
As colbnias rugosas nao apresentam a cadeia O ou ela aparece com poucos residuos,
diminuindo a viruléncia da bactéria e influenciando na sua capacidade de causar doenca
(Caroff et al. 2002; Erridge, Bennett-Guerrero, e Poxton 2002).
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1.3 Fatores de Viruléncia

A capacidade de replicacdo intracelular de Brucella spp. é fundamental para o
estabelecimento da doenca e a sobrevivéncia da bactéria, e este fato est4 diretamente
relacionada a sua habilidade em evadir dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(Sangari e Aguero 1996). Nesse sentido, o género Brucella apresenta diversos

mecanismos de viruléncia ja descritos:

- LPS: O LPS é um fator de viruléncia essencial da Brucella. Em compara¢do com outras
bactérias gram-negativas, como a E.coli, o LPS de Brucella possui caracteristicas nao
classicas (Cardoso et al. 2006; Christopher, L., e L. 2010) (Figura 1). O LPS de Brucella
€ menos toxico e ativo do que o LPS classico de E.coli, apresentando baixa
pirogenicidade e sendo um fraco indutor do fator de necrose tumoral (TNF-a) (Christopher
et al. 2010). O lipidio A encontrado em B. abortus tem caracteristicas distintas, como a
presenca de diaminoglicose em vez de glucosamina, grupos acil mais longos e ligacdes
amida conectando o lipidio A ao nucleo (Lapaque et al. 2005). Nas cepas de colonias
lisas, o LPS liso (S-LPS) contem lipidio A com dois tipos de aminoglicose e acido graxo,
além do acido B-hidroximiristico, nicleo composto por manose, glicose, quivosamina e
cadeias O compostas por 4-formamido-4,6-didesoximanose. O LPS rugoso (R-LPS) em
cepas de colbnias rugosas € semelhante ao S-LPS, exceto pela reducéo ou auséncia das
cadeias O (Corbel 1997). As cepas com S-LPS conseguem evitar a apoptose das células
hospedeira pela interacdo da cadeia O com o TNF-qa, evitando a ativagdo do sistema
imunolégico e permitindo que as bactérias do género Brucella evitem a vigilancia

imunolégica do hospedeiro (Fernandez-Prada et al. 2003).
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Figura 1: Estrutura do LPS de Brucella. O lipideo A de B. abortus possui um esqueleto de diaminoglicose

ligado por ligacdes amida a longos grupos acil, que difere do LPS classico de E. coli (Lapaque et al. 2005).

- Sistema de secrecédo do Tipo IV (T4SS): O T4SS é um complexo multiproteico que
desempenha um papel na secrecao de macromoléculas bacterianas (Cascales e Christie
2003). Esse sistema é tipificado pelo operon virB, que codifica 12 proteinas e é presente
em Brucella spp. (O’Cellaghan et al. 1999). A expressao do operon virB é regulada pelo
VbR (Seleem, Boyle, e Sriranganathan 2008). As cepas selvagens de Brucella séo
capazes de se multiplicar apenas no reticulo endoplasmético (RE). Por outro lado,
mutantes virB de Brucella spp. sdo incapazes de se multiplicar dentro do RE, seja por
nao conseguirem alcanca-lo ou por ndo se multiplicarem eficientemente dentro dele
(Delrue et al. 2001). Em macroéfagos, bactérias Brucella spp. sdo encontradas em
vacuolos contendo Brucella (BCV); os quais interagem com o RE e sdo responsaveis
pela formacdo de um compartimento especializado onde as Brucellas se multiplicam
(Kohler et al. 2002). A aquisicdo da membrana do reticulo endoplasmatico depende de

um sistema de secrecdao virB funcional. (Celli et al. 2003).

- Superdoxido dismutase e catalase: Macréfagos infectados por Brucella produzem
intermediérios reativos de oxigénio (ROS), que sdo mecanismos primarios de destruicdo

das bactérias fagocitadas e impedem sua replicacao intracelular (Gee et al. 2005; Seleem
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et al. 2008). Os intermediarios reativos de oxigénio, como o O% (superodxido), H202
(peroxido de hidrogénio) e OH- (radical hidroxila) sdo muito prejudiciais para a estrutura
celular. Para neutralizar esses intermediarios, os macrofagos produzem enzimas de
defesa, como a superdxido dismutase (SOD) e catalase (Gee et al. 2005). A SOD é
responsével por converter Oz para H202 e O2? (oxigénio) (Gopal e Elumalai 2017),
enguanto a catalase decompde o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. As
Brucellas possuem diferentes tipos de SOD, incluindo a SodA e SodC (Beck et al. 1990;
Martin et al. 2012; Seleem et al. 2008), que atuam em diferentes compartimentos
celulares para neutralizar os intermedidrios reativos de oxigénio. A catalase, embora ndo
seja um fator de viruléncia essencial, desempenha um papel na protecdo contra os danos

pelo peroxido de hidrogénio (Seleem et al. 2008).

- B-1-2-glucanos ciclicos (CBG): O CBG de Brucella afeta o trafego intracelular ao
interagir com camadas lipidicas na superficie dos macrofagos. Esses glucanos estéao
envolvidos no controle da fusdo entre fagossomo e lisossomo. Os mutantes que nao
possuem CBG sdo destruidos no fagolisossomo e ndo conseguem se replicar. No
entanto, quando tratados por CRG, esses mutantes conseguem controlar a maturagéo do
vacuolo e a fusdo com o lisossomo, permitindo que cheguem ao RE e se multipliguem

nesse compartimento (Arellano-Reynoso et al. 2005).

- Urease: A urease é uma enzima, que decompde a ureia em acido carbdnico e aménio,
aumentando assim o pH. Isso permite que a Brucella sobreviva em ambientes acidos
(Seleem et al. 2008). A Brucella possui dois operons de ureia, ure-1 e ure-2, que
codificam genes estruturais e acessorios relacionados a urease. A presenca dessa
urease pode conferir protecdo a Brucella durante a passagem pelo trato digestivo,

guando a bactéria infecta seu hospedeiro por via oral (Bandara et al. 2005).

- Oxido nitrico redutase (NorD): A reducdo do nitrato a dinitrogénio € um processo
essencial para as bactérias quando ha deficiéncia de oxigénio dentro da célula. Nos
macrofagos infectados, ocorre a producéo de oxido nitrico (NO), o qual a Brucella pode

utilizar em beneficio proprio. A enzima NorD de Brucella € composta por quatro tipos de
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redutases: Nir (nitrito redutase), Nar (nitrato redutase), Nor (6xido nitrico redutase) e Nos
(6xido nitroso redutase). A acdo dessas enzimas ajuda a proteger a Brucella contra
condicOes de baixo oxigénio dentro dos macréfagos, auxiliando em sua sobrevivéncia e

adaptacao (Seleem et al. 2008).

- Sistema BvrR/BvrS: O sistema BvrR/BvrS é essencial para a invasao, prevencao da
fusdo fagossoma-lissosoma e replicacdo intracelular de Brucella. Essas proteinas
regulam a expresséao de varios genes (Viadas et al. 2010), incluindo Omp3b (Omp22) ou
Omp3a (Omp25a), que sdo proteinas de membrana, e influenciam a homeostase e
estrutura da membrana (Manterola et al. 2007). Os mutantes para BvrR/BvrS apresentam
alteracGes no LPS e ndo conseguem ativar a GTPase (Cdc42), o que impede a entrada
nas células e resulta na persisténcia extracelular e falta de infecgdo (Guzman-Verri et al.
2001). Além disso, o sistema BvrR/BvrS desempenha um papel na fusdo limitada de
lisossomos e no trafego intracelular (LOpez-Gofii et al. 2002). A regulacdo positiva da
transcricdo de vjrB pelo fator de transcricdo vjbR também é mediada pelo sistema
BvrR/BvrS (Martinez-Nufiez et al. 2010).

1.4 Patogénese de B. abortus

A transmissao de Brucella abortus de animais para seres humanos ocorre principalmente
por meio do contato direto com animais infectados ou produtos de origem animal

contaminados. As principais vias de transmissao sao:

- Ingestao de alimentos contaminados: a ingestao de alimentos ou bebidas contaminadas
com a bactéria Brucella abortus € uma das principais formas de transmisséo. Isso pode
ocorrer ao consumir leite e queijos nao pasteurizados, carnes mal cozidas ou derivadas

de animais infectados (Pereira et al. 2021);

- Contato com tecidos ou fluidos infectados: O contato direto com tecidos, secrecdes ou

fluidos de animais infectados, como placentas, fetos abortados, urina, fezes ou sangue
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(Alexander, Schnurrenberger, e Brown 1981). A bactéria pode penetrar nas mucosas,

como boca, nariz e olhos, ou através de pequenas lesoes.

- Inalagdo de aerossoOis contaminados: Em situagcdes muito especificas, como em
laboratoérios de diagnéstico, industrias de processamento de produtos de origem animal
e laboratérios de pesquisa, a inalacdo de aerossois contaminados com Brucella também
pode levar a infeccao (Lawinsky et al., 2010; Glynn & Lynn, 2008).

E importante destacar que a Brucella abortus ndo é altamente contagiosa entre seres
humanos. A transmisséo entre humanos € rara e geralmente ocorre apenas em situacoes
muito especificas, como transmissédo de mée para o filho durante a gravidez, por meio da
amamentacao, apos transfusao de sangue, transplante de medula 6ssea e relacédo sexual
(Megid, 2016).

Em humanos, o periodo de incubagcédo da brucelose varia de uma a cinco semanas,
podendo prolongar-se por meses e apresentar uma ampla variedade de sintomas e
manifestacdes clinicas inespecificas. Os sintomas mais comuns incluem febre
intermitente, calafrios, fadiga, dores musculares e articulares, sudorese noturna, cefaleia,
perda de apetite e aumento dos linfonodos (Lawinsky et al. 2010). Em casos graves, a
brucelose pode levar a complicagcdes. Por exemplo, pode ocorrer o envolvimento do
sistema nervoso central, resultando em meningite ou encefalite. Aléem disso, a infeccao
cronica pode causar problemas articulares, problemas cardiacos, inflamacdo dos
testiculos em homens e aborto espontaneo em mulheres gravidas (Kurdoglu et al. 2010;
Solera 2010).

As bactérias do género Brucella tem a capacidade de sobreviver e se multiplicar tanto em
células fagociticas como em células ndo fagociticas. Macréfagos, células dendriticas e
células trofoblasticas sdo os principais alvos dessa bactéria (Celli 2006; N. Xavier et al.
2014). Durante a invasao, a Brucella se transloca através da camada de células epiteliais
da mucosa, sendo fagocitada por fagocitos profissionais. Apos a fagocitose, a Brucella
sobrevive dentro de células ndo fagociticas até 72 horas, supera a barreira epitelial e

entdo invade as células fagociticas. Cerca de 10% dessas bactérias conseguem
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sobreviver a essa fase inicial. Nos macréfagos, o patégeno evita a resposta imunologica
do hospedeiro, permitindo sua multiplicacao e disseminacao para outros tecidos através

dos ganglios linfaticos se translocando para outros 6rgaos (Kim 2015).

ApoOs a internalizacao pelas células fagociticas, a Brucella interage com o compartimento
endossOmico inicial, formando um vacuolo chamado de BCV (Brucella containing
vacuole), marcado pelos marcadores Rab5 e EEA1 (Pizarro-Cerda et al. 1998; Pizarro-
Cerd4, Moreno, e Gorvel 2000). A regulacdo da maturacdo do BCV em macroéfagos e
células epiteliais € mediada pelos B-1,2- glucanos, que também modificam as jangadas
lipidicas ricas em colesterol na membrana do BCV (Arellano-Reynoso et al. 2005). A
interacdo com a rede endocitica ocorre por cerca de 10 minutos (Pizarro-Cerda et al.
1998) e leva a acidificacéo do BCV, o que resulta em alteracdes na expressao dos genes
bacterianos e promove a sobrevivéncia da célula hospedeira (Neta et al. 2010). O BCV
evita a fusdo com endossomos tardios e lisossomos devido aos B-glucanos e LPS
presentes (Celli 2006; Gorvel e Moreno 2002), porém, ele se transforma em um BCV
intermediario, marcado por LAMP-1 e RAb-7, indicando a interagcdo com compartimentos
endossomais/lisossomais tardios (von Bargen, Gorvel, e Salcedo 2012; Gomez et al.
2013; Starr et al. 2008). Essa interacéo transitoria é controlada e permite a expressao de
fatores bacterianos acidos, incluindo o gene virB, que codifica o T4SS (von Bargen et al.
2012; Starr et al. 2008). O T4SS é responsavel pela injecdo de proteinas efetoras no
citoplasma da célula hospedeira e regula o trafego intracelular do autofagossomo para o
RE, desempenhando um papel essencial na replicacdo da Brucella no interior da célula
(de Jong et al., 2008; Celli, 2015). Apés aproximadamente 1 hora da internalizacao, as
bactérias encontram-se dentro do BCV tardio, que € marcado por LAMP-1 e Sec61p3

(calreculina) (Pizarro-Cerda et al. 1998).

A etapa final do trafego intracelular da Brucella envolve a aquisicdo de marcadores
caracteristicos do RE, como calnexina, calreticulina e Sec61f (Pizarro-Cerda et al. 1998).
O RE é o compartimento adequado para a replicacado de Brucella (Pizarro-Cerda et al.
1998). A replicacéo ocorre principalmente no BCV replicativo (rBCV) (Figura 2) (de Bolle
et al. 2015; Celli 2015). A formacao do rBCV ocorre pela fusdo do BCV tardio com
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cisternas do RE, permitindo a transferéncia do vacuolo da via endocitica para a via
secretoria. Esse processo envolve a interceptacdo dos sitios de saida do RE pelo BCV
tardio para sua conversdo em rBCV (Celli, Salcedo, e Gorvel 2005). As bactérias
mutantes para o sistema de secrecdo do tipo IV virB ndo conseguem realizar essas
interacdes com os sitios de saida do RE (Celli et al. 2003; Comerci et al. 2001; Delrue et
al. 2001). Apos 48h de infeccdo, pode-se observar a presenca de B. abortus em
estruturas multimembranares semelhantes a autofagossomos, chamados de aBCV.
Esses vacuolos sdo importantes na liberacdo de B. abortus da célula infectada e na
disseminagéo para células vizinhas. O aBCV desempenha um papel fundamental na

conclusao do ciclo intracelular de B. abortus (Starr et al. 2012).

Figura 2: Modelo do ciclo intracelular de Brucella em macréfagos (Celli 2019)

1.5 Respostaimune inata contra a Brucella spp.

A imunidade inata desempenha um papel importante no sistema imunolégico em
resposta a infec¢do por Brucella. O primeiro mecanismo de defesa do sistema imune
inato é detectar patdgenos atraveés dos receptores de reconhecimento de padrées (PRRS)

e, em seguida, responder rapidamente produzindo citocinas e moléculas antimicrobianas
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(Kawai e Akira 2011). O reconhecimento bacteriano mediado pelos PRRs identifica
padrbes moleculares associados ao patdogeno (PAMPs), que sdo componentes
microbianos conservados (Albiger et al. 2007). Varios receptores foram descritos como
responsaveis por esse reconhecimento, tais como os receptores Toll-like (TLRs) (Kumar,
Kawai, e Akira 2011), os receptores NOD-like (NLRs), e alguns sensores de DNA, como
0 AIM2 (ausente no melanoma 2) (Takaoka et al. 2007), cGAS (GMP-AMP sintase
ciclica) (Sun et al. 2013) e STING (estimulador de genes de interferon) (Ishikawa e Barber
2008). Esses receptores participam de vias de sinalizagdo que induzem a producéo de
citocinas proé-inflamatérias como IL-1B e interferon do tipo I, que sdo cruciais na defesa
do hospedeiro contra varios patégenos, como Mycobacterium tuberculosis (Manzanillo et
al. 2012), Listeria monocytogenes (Stockinger et al. 2004), Francisella tularensis (Jones
et al. 2010) e Brucella abortus (Gomes et al. 2013; Huang et al. 2005).

1.5.1 Inflamassomas

Os inflamassomas s&o complexos de proteinas localizados no citoplasma que funcionam
como sensores de PAMPs e DAMPs (padrdes moleculares associados ao dano). Eles
desempenham um papel essencial na resposta imune inata, atuando como guardides no
citosol e controlando a ativacdo da enzima proteolitica caspase-1. A caspase-1 é
responsavel pela maturacdo das citocinas pro-inflamatoérias interleucina-138 (IL-1B) e
interleucina-18 (IL-18). A secrecdo dessas citocinas dependente do inflamassoma, e é
crucial para o estabelecimento de uma resposta imune adequada contra diversos
patdgenos. Além disso, a caspase-1 também estd envolvida na inducdo de piroptose
(Lamkanfi e Dixit 2009).

A ativagéo do inflamassoma requer dois sinais distintos. O primeiro sinal, chamando de
‘priming”, prepara as ceélulas, aumentando a expressdo dos componentes do
inflamassoma como a pro-IL-1p3, e pro-1L-18, por exemplo. O segundo sinal desencadeia
a montagem e ativacdo do inflamassoma propriamente dito, levando a ativacdo da

caspase-1 e consequente secrecgdo das citocinas IL-13 e IL-18 (Kayagaki et al. 2015).



22

Existem duas formas que os inflamassomas podem ser ativados, sendo a forma canénica
uma delas. Nessa modalidade, o inflamassoma € composto por um sensor, um adaptador
e um executor. Os sensores sdo ativados quando reconhecem PAMPs ou DAMPSs, que
posteriormente recrutam a proteina adaptadora chamada ASC (Apoptosis-associated
speck-like protein containing CARD). ASC se liga entre o sensor e 0 adaptador por meio
de interacfes entre os seus dominios pirina-pirina. O ASC se agrega e forma fibrilas
longas que, por meio de seu dominio CARD, tém a capacidade de recrutar caspase-1
(Fernandes-Alnemri et al. 2007; Proell et al. 2013). Os dimeros da caspase-1 recrutada
passam por autoprotedlise e ativagdo, resultando na clivagem da pré-IL-1B, pro-IL-18 e
também da Gasdermina-D (GSDMD). Apés a clivagem, GSDMD desempenha um papel

crucial ao iniciar um processo de morte celular inflamatoéria chamado piroptose.

Estudos realizado pelo nosso grupo de pesquisa revelaram que a presenca da molécula
AIM2 é essencial para o controle da infeccdo por Brucella abortus em camundongos.
Observou-se que a auséncia dessa molécula tornou os animais mais susceptiveis a
infeccdo em intervalos de 1,3 e 6 semanas, quando comparados aos animais C57BL/6.
Além disso, foi constatado que o AIM2 co-localiza com o DNA de B. abortus nos
macrofagos dos animais C57BL/6, conforme relatado por Costa Franco et al., 2018 e
Gomes et al.,, 2013. Foi observado que a molécula NLRC4 n&o é necesséria para o
reconhecimento da B. abortus. Macrofagos que possuem deficiéncia de NLRC4 séo
capazes de ativar caspase-1 e secretar IL-1B em resposta a esse patégeno de forma
igual aos macrofagos controle de C57BL/6 (Gomes et al. 2013). Em estudo realizado em
2013, o nosso grupo demonstrou que macréfagos com deficiéncia em NLRP3 ou ASC
apresentaram uma reducdo na secrecdo de IL-1B e na ativacdo de caspase-1 em
comparacao com macréfagos C57BL/6. Além disso, quando os macrofagos C57BL/6
foram infectados com uma cepa de B. abortus que era deficiente no sistema de secrecao
do tipo IV virB, houve uma diminuicdo na secreg¢do de IL-13 em comparagcdo aos
macrofagos infectados com a cepa selvagem da bactéria. Esses resultados sugerem que
B. abortus também € capaz de ativar o inflamassoma composto por NLRP3/ASC,
resultando na secrecao de IL-1B e ativagdo de caspase-1, de maneira dependente do

sistema de secrecao do tipo IV virB (Gomes et al. 2013).
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O inflamassoma nédo-canbnico ocorre quando o LPS intracelular é reconhecido pela
caspase-11. Nessa via, a caspase-11 é ativada pelo LPS e cliva diretamente a GSDMD,
resultando na formacéo de poros. Além disso, ocorre a ativacdo do NLRP3 através do
efluxo de K* (potéssio) e ocorre a secrecdo de IL-13 e IL-18 (Kayagaki et al. 2015). A
caspase-11 possui uma especificidade de substrato mais restrita do que a caspase-1,
com preferéncia significativa por GSDMD em vez da pro-IL-1B e pro-IL-18 (Gonzalez
Ramirez et al. 2018). O inflamassoma ndo candnico de caspase-11 desempenha um
papel critico na defesa do hospedeiro contra bactérias Gram-negativas intracelulares. Foi
observado que a ativacdo desse inflamassoma pode ser desencadeado por bactérias
Gram-negativas capazes de ativar NLRP3 (Rathinam, Vanaja, e Fitzgerald 2012). Em
2013, estudos demonstraram que a presenca de LPS intracelular desencadeia a ativacao
do inflamassoma pela via n&do canodnica, indicando a existéncia de um receptor
intracelular para o LPS. Esse receptor reconhece especificamente o lipideo A hexa-
acilado ou penta-acilado do LPS (Hagar et al. 2013; Kayagaki et al. 2013).

No contexto da infeccéo por Brucella abortus, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
a B. abortus é capaz de desencadear a ativacdo do inflamassoma n&o candnico
dependente de caspase-11 e de GSDMD (Figura 3) (Cerqueira et al. 2018). Neste
trabalho, o LPS de B. abortus foi identificado como o PAMP responsavel pela ativacado
de caspase-11. Além disso, constatamos que a Brucella € capaz de induzir a formacgao
de poros e morte celular por piroptose, de forma dependente de caspase-11, em BMDMs.
Em estudos in vivo, observamos que camundongos deficientes em caspase-11 ou
GSDMD foram mais suscetiveis a infeccdo por B. abortus em comparacdo com
camundongos selvagens. Estes resultados demonstram que Gasdermina-D e caspase-
11, desempenham um papel importante no controle da replicacdo de B. abortus em

camundongos (Cerqueira et al. 2018).
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Figura 3: Modelo esquematico de ativacdo do inflamassoma ndo canfnico em resposta a infec¢édo por

Brucella abortus (Cerqueira et al. 2018)

1.6 Caspases

As caspases sao enzimas endopeptidases responsaveis por clivar seus substratos em
sequéncias de aminodcidos especificas. Cada tipo de caspase possui uma especificidade
Unica, mas todas elas compartilham a caracteristica de clivar os substratos ap6s um
residuo de &cido aspértico, o que lhes rendeu o nome de caspases (0 “c” refere-se a
cisteina e o “asp” refere-se ao acido aspartico) (Alnemri et al. 1996). Essas enzimas sao
classificadas como zimogénios, ou seja, elas se encontram inativas em seu estado inicial
e necessitam de clivagem para se tornar ativas. A clivagem da caspase expde um
dominio contendo uma cisteina e uma arginina. A arginina mantém o residuo de acido
aspartico do substrato no lugar, permitindo que a cisteina protease realize a clivagem do
substrato logo apés seu residuo de acido aspartico.

As caspases sao divididas em duas principais categorias: caspases inflamatorias e
caspases apoptoticas. As caspases inflamatérias incluem caspase-1, -11 (-11 em
camundongos, -4 e -5 em humanos) e —12. Ja as caspases apoptoticas incluem caspase

-2,-3,-6,-7,-8, -9 e -10 (Man e Kanneganti 2016). A caspase-8 pode ser classificada
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tanto como uma caspase apoptotica quanto inflamatéria. A visao tradicional é que tanto
a dimerizacdo quanto a clivagem sao necessarias para ativar as caspases. As caspases
conhecidas como pro-caspases, possuem 3 regides distintas: o pré-dominio, a
subunidade grande e a subunidade pequena, com locais de clivagem separando as
diferentes subunidades (Figura 4A). A ativacdo da caspase requer a clivagem desses
locais, seja por outra protease ou pela propria caspase. Além disso, o pr6-dominio pode
conter sitios de ligacdo que conectam a caspase a complexos de sinalizagcdo ou
moléculas adaptadoras que iniciam a via de ativacao (Anon 2011). As caspases-1, -2,
-9, -11 e —-12 possuem um dominio de ativagdo e recrutamento de caspase (CARD),

enguanto caspase-8 e —10 possuem um dominio efetor de morte (DED) (Creagh 2014).
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Figura 4: Esquema mostrando as diferentes caspases e seus dominios (A). Residuos importantes

envolvidos na ativacao da caspase-8 em camundongo (B) (Orning e Lien 2021).

As caspases possuem diferentes especificidades em relacdo aos seus substratos, sendo
determinadas pelas sequéncias de aminoéacidos presentes antes do local de clivagem do
acido aspartico do substrato. Para que ocorra a clivagem, o substrato deve ser capaz de
se ligar ao dominio ativo da caspase, permitindo a exposi¢cdo do residuo de acido
aspartico. Por exemplo, tanto a caspase-1 quanto a caspase-11 sdo capazes de clivar a

GSDMD, porem apenas a caspase-1 pode realizar a clivagem adicional da pré-IL-1B e
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da pré-1L-18 (Gonzalez Ramirez et al. 2018). No entanto, estudos recentes tém mostrado
uma consideravel sobreposicdo entre os substratos das diferentes caspases, e
dependendo da concentracéo especifica da caspase, varias caspases podem clivar, em

diferentes graus, alguns dos mesmos substratos (Poreba et al. 2019).

A caspase-7 pertence ao grupo das caspases executoras (Lamkanfi et al. 2002) e,
anteriormente era considerada redundante com a caspase-3, devido ao
compartilhamento de uma sequéncia de reconhecimento de peptideo ideal e diversos
substratos de proteinas enddégenas em comum. No entanto, alguns trabalhos tém
demonstrado que essa caspase desempenha papeis distintos e ndo redundantes no
apoptose e inflamacdo (Slee, Adrain, e Martin 2001). Ambas s&do ativadas
proteoliticamente pelas caspases 8 e 9 durante a apoptose induzida por receptor de morte
e dano ao DNA. Em estudos utilizando macréfagos estimulados com LPS e ATP, ou
infectados com a bactéria Gram-negativa Salmonella typhymurium, foi demonstrado que
a caspase-1 é necessaria para a ativacao proteolitica da caspase-7, delineando uma via
de ativacdo NLR/ caspase-1/ caspase-7 em resposta a estimulos microbianos (Lamkanfi
et al. 2008). Além disso, estdo surgindo evidencias de outras fun¢des ndo redundantes
da caspase-7 em modelos de infeccdo e inflamacdo. Por exemplo, macréfagos
deficientes em caspase-7 tem menor capacidade de restringir a replicacao intracelular
de Legionella pneumophila (Akhter et al. 2009). Camundongos deficientes em caspase-
7 também foram relatados como resistentes a letalidade causada por injecdes
intraperitoneais de LPS, um modelo frequentemente usado para sindrome de choque
séptico (Lamkanfi et al. 2009).

Assim como a caspase-1, a caspase-8 é ativada por meio da dimerizacdo. Essa
dimerizacdo desencadeia a atividade de autoprocessamento da pro-caspase-8,
resultando na clivagem e liberacdo da caspase-8 ativa no citosol. Uma vez ativa, a
caspase-8 pode clivar outros substratos, como a caspase-3 e a caspase-7, induzindo
assim a apoptose (Martin et al., 1998; Muzio et al., 1998; Yang; Chang; Baltimore, 1998).
Alguns estudos sugerem que, semelhante a caspase-1, a caspase-8 pode ter certas

propriedades cataliticas (Kang et al., 2008; Philip et al., 2016). A atividade da caspase-8
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pode ocorrer pela oligomerizacdo de 2 moléculas da pro-caspase-8 ou pela
oligomerizacdo da pro-caspase-8 com a proteina inibitéria FLICE homdloga de caspase-
8 proteoliticamente inativa (cFLIPL) (Chang et al., 2002; Micheau et al., 2002). Essa
atividade pode permitir o autoprocessamento candnico em homodimeros de caspase-8,
ou inibir a necroptose através da clivagem de RIPK1 e RIPK3, além de induzir a
expressao de citocinas inflamatérias (Oberst et al., 2011; Lin et al., 1999; Feng et al.,
2007; Philip et al., 2016).

Uma vez que pro-caspase-8 forma um homodimero, ela € clivada nas posi¢cées Asp373
e Asp387 (caspase-8 de camundongo), localizadas entre as subunidades cataliticas
grandes e pequenas (Figura 4B). Esta clivagem resulta na geracao de um fragmento p10
(pequena subunidade catalitica) e nos fragmentos p41 e p43, que sao derivados de duas
isoformas da caspase-8. Em seguida, ocorre a clivagem dos fragmentos p41 e p43 nas
posicdes Asp212 e Asp218, levando a libera¢do do pré-dominio e da grande subunidade
catalitica p18. A caspase-8 cataliticamente ativa consiste em 2 subunidades grandes p18
e duas subunidades pequenas pl0, que séo geradas quando o dimero da pro-caspase-
8 é clivado. Essas subunidades ativas da caspase-8 sdo capazes de clivar as caspases-

3 e -7, induzindo assim a apoptose (Chang et al. 2003).

A atividade catalitica da caspase-8 € crucial para o desenvolvimento embrionario em
camundongos, pois camundongos deficientes em caspase-8, bem como camundongos
com caspase-8 cataliticamente inativa (mutantes C362A ou S), morrem antes do
nascimento devido a necroptose mediada por MLKL (Alvarez-Diaz et al., 2016; Newton
et al., 2019; Fritsch et al., 2019). Curiosamente, parece que a primeira etapa de clivagem
durante a ativacdo da caspase-8, resultando na liberacdo da subunidade pequena,
desempenha duas fungdes: reduzir significativamente a atividade de autoprocessamento
da caspase-8 e permitir maior acesso aos substratos da caspase-8, como caspase-3,
caspase-7 e Bid (Hughes et al. 2009).
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1.7 Morte celular programada

Existem diversas formas de morte celular regulada que ocorrem em resposta a diferentes
sinais. Alguns exemplos incluem apoptose, necroptose, piroptose, ferroptose, morte
celular dependente de autofagia, morte celular dependente de lisossoma e muitos
outros. Dentre essas formas de morte celular, a apoptose, a necroptose e a piroptose
desempenham papeis importantes na imunidade e em doengas infecciosas e

inflamatorias.

A apoptose € a primeira via de morte celular programada a ser descoberta e desempenha
um papel fundamental no desenvolvimento e na sobrevivéncia de organismos
eucarioticos. Por sua vez, a necroptose e a piroptose sao formas inflamatérias de morte
celular que estdo associadas a liberacado do contetdo celular e desempenham funcdes

essenciais em nosso sistema imunologico (Schwarzer, Laurien, e Pasparakis 2020).

1.7.1 Apoptose

A apoptose desempenha um papel essencial na remogédo de células excessivas ou
danificadas. Por exemplo, o desenvolvimento dos dedos em embribes humanos ocorre
através da apoptose que ocorre nas ceélulas entre os dedos. Durante infeccdes
microbianas, a apoptose auxilia na destruicdo e remocdao de células infectadas (Speir et
al., 2016; Ebert et al., 2015). O contetdo da célula apoptética é retido dentro de
membranas celulares, a medida que a membrana plasmatica comeca a formar “bolhas”
OU pequenos corpos apoptoticos ligados a ela. Historicamente, a apoptose é considerada
uma forma de morte celular “silenciosa”, ndo associada a inflamacgéo, uma vez que os
DAMPs inflamatdrios permanecem contidos nas membranas celulares. As caracteristicas
da apoptose incluem a formacéo de bolhas de membrana, clivagem do DNA que pode
ser observada como um padrdo de escada de DNA regular em um gel de agarose,
condensacao nuclear e fragmentacdo, encolhimento celular e a exposicao de sinais de
“‘eat me” na membrana plasmatica, como a inversao da fosfatidilserina da camada interna

para a externa da membrana celular (Galluzzi et al. 2018).
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A apoptose pode ser classificada como intrinseca ou extrinseca, dependendo da origem
do sinal que desencadeia a morte celular. A apoptose intrinseca é desencadeada por
estresses intracelulares, como danos ao DNA, privacdo de nutrientes, estresse do
reticulo endoplasmatico, hipdxia ou radicais livres (Czabotar et al., 2014; Pihan; Carreras-
Sureda; Hetz, 2017; Roos; Thomas; Kaina, 2016; Vitale et al., 2017). Por outro lado, a
apoptose extrinseca € iniciada por sinalizacdo proveniente do ambiente extracelular
através de receptores de superficie celular. Exemplos de ligantes incluem o Fator de
necrose tumoral (TNF) que se liga ao receptor de TNF (TNFR), o fator indutor de
apoptose relacionado a TNF (TRAIL) que se liga aos receptores TRAIL (DR4 e DR5) ou
o ligante FAS (FASL) que se liga ao receptor FAS (CD95) (Wilson, Dixit, e Ashkenazi
20009).

A ligacdo desses ligantes aos seus respectivos receptores desencadeia o recrutamento
de proteinas como o dominio de morte associado a TNFR (TRADD), dominio de morte
associado a FAS (FADD) e a proteina quinase 1 de interacdo com o receptor (RIPK1),
resultando na ativac&o da caspase-8. E importante ressaltar que existe uma interconex&o
entre essas vias, uma vez que, em certas células, a caspase-8 pode desencadear a via
intrinseca por meio da clivagem do agonista de morte do dominio de interacdo de
homologia 3 de BCL2 (BID), promovendo a ativagédo subsequente de BAX e MOMP (Li
et al. 1998).

1.7.2 Necroptose

A necroptose € uma forma programada de morte celular necrética inflamatéria que
envolve as quinases RIPK1 e RIPKS, juntamente com a pseudoquinase formadora de
poros MLKL, responsavel pela perfuragdo da membrana celular. Além da apoptose, a
necroptose também pode ser desencadeada a jusante do complexo TNFR. Em certas
condi¢cbes, RIPK1 pode iniciar a necroptose induzida por RIPK3 em vez da apoptose
mediada pela caspase-8. A fosforilagdo de RIPK3 resulta na oligomerizacdo da proteina
MLKL, que se insere na membrana plasmatica, levando a formacdo de poros,
instabilidade idnica, influxo de agua, edema celular e ruptura (He et al., 2009; Dondelinger
et al., 2014, Xia et al., 2016).
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O complexo TNFR, por meio de RIPK1, pode resultar na transcricdo génica mediada por
NF-kB e na indugao de morte. Muitos virus e bactérias tém componentes que visam essa
via para bloquear a transcricdo de genes inflamatoérios, a fim de evitar uma resposta
imunoldgica intensa. Por outro lado, o RIPK1 pode direcionar as células para a morte
como uma forma de combater esses patdgenos. Em uma batalha entre hospedeiro e o
patdgeno, certos patdégenos também evoluiram mecanismos para combater a inducéo da
morte celular. Portanto, a necroptose pode funcionar como uma via alternativa de morte

celular quando a apoptose € inibida.
1.7.3 Piroptose

A piroptose € uma forma de morte celular que pode ser classificada como um subgrupo
da necrose. Mecanisticamente, a piroptose €é desencadeada pela ativacdo do
inflamassoma, um processo que apresenta semelhancas com o mecanismo da apoptose
intrinseca. No entanto, o resultado final da piroptose se assemelha mais a necroptose,
com a formagao de poros, permeabilizagdo da membrana e edema celular. Por muito
tempo, a piroptose foi considerada como um tipo especial de apoptose mediada pela
caspase-1 em mondcitos em resposta a determinados desafios bacterianos. No entanto,
a descoberta de que a caspase-11 também pode desencadear a piroptose por meio da
deteccado de LPS intracelular (Shi et al., 2014; Kayagaki et al., 2011; Kayagaki et al., 2013;
Hagar et al., 2013), expandiu amplamente o papel dessa forma de morte celular no

combate a bactérias intracelulares e na mediacédo do choque séptico.

A piroptose é agora reconhecida como uma via crucial na biologia celular das células
imunes inatas, desempenhando um papel na liberacao citocinas inflamatérias, remocao
do nicho de replicagdo do patdgeno e encapsulamento de bactérias intracelulares dentro
dos residuos celulares das células piroptéticas (Miao et al.,, 2010b;Jorgensen et al.,
2016a). Em 2015, os grupos de pesquisa liderados por Feng Shao e Vishva Dixit
identificaram independentemente a proteina GSDMD como uma molécula efetora que
controla a piroptose (SHI et al., 2015; KAYAGAKI et al., 2015). Devido a capacidade de

outras proteinas da familia da gasdermina, como a gasdermina E, de induzir poros e
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citotoxidade semelhante, argumenta-se que a piroptose pode ser definida como uma

forma de morte celular mediada pela gasdermina (Galluzzi et al. 2018).

Embora a caspase-8 nao seja considerada a principal molécula envolvida na piroptose,
evidencias crescentes sugerem que ela pode desempenhar um papel importante nesse
processo. Parece que caspase-8 pode regular os inflamassomas candnicos e também

ativar diretamente a GSDMD, contribuindo assim para a inducao da piroptose.
1.8Gasdermina D

GSDMD foi recentemente descoberta como uma proteina capaz de desempenhar um
papel crucial durante a piroptose. A GSDMD é composta por um dominio N-terminal e
um dominio C-terminal, sendo que este ultimo atua como um inibidor. A clivagem de
GSDMD pela caspase-1 e caspase-11 libera o dominio N-terminal, que é capaz de se
oligomerizar e se inserir na membrana plasmatica. Isso resulta na formac&o de poros,
inchago celular, ruptura da integridade da membrana, exploséo e morte celular.
Curiosamente, a expressao apenas do dominio N-terminal é suficiente para desencadear
a piroptose. O dominio N-terminal tem uma forte afinidade por fosfoinositideos e
cardiolipina, que séo lipidios presentes na membrana plasmatica da célula e na
membrana bacteriana interna, respectivamente. Essa ligacdo promove a oligomerizacao
dos protdmeros de GSDMD, resultando na formacé&o de poros com um diametro interno
de 10 a 15 nm (Ding et al., 2016; Liu et al., 2016;Aglietti et al., 2016; Sborgi et al., 2016).
Esses poros permitem o fluxo de 4gua, ions como o potassio (K *) e célcio (Ca ?*), além

de permitir a passagem de pequenas citocinas como IL-13 e IL-18.

Estudos recentes revelaram que, em neutrofilos, a clivagem da GSDMD pode ocorrer
independentemente das caspases, mas é dependente da serino protease ELANE,
especifica para neutrofilos (Kambara et al. 2018). Acredita-se que a ELANE seja liberada
de granulos citoplasmaticos no citosol de neutréfilos durante o envelhecimento e cliva a
GSDMD antes do local de clivagem da caspase-1. O fragmento resultante da clivagem
de GSDMD especifico para neutréfilos também € capaz de induzir a morte celular
litica. Além disso, dois estudos demonstraram o envolvimento de GSDMD na formacao

de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) (Chen et al., 2018; Sollberger et al.,
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2018). Também foi observado que a GSDMD pode ser clivada pela catepsina G, o que
leva a inflamacédo (Burgener et al. 2019). Essas descobertas destacam o papel

multifuncional da GSDMD em diferentes contextos celulares e processos inflamatorios.
1.90s papeis da caspase-8 durante a ativagdo do inflamassoma

Embora caspase-8 possa ndo desempenhar um papel essencial durante a ativacao
candnica do inflamassoma em células selvagens (WT), estudos recentes revelaram que,
uma vez que o inflamassoma € ativado, mas a piroptose esta bloqueada, a caspase-8
pode desempenhar um papel na induc¢do da morte celular. Isso foi observado em varios
modelos de bactérias intracelulares, como L. pneumophilia e S. Typhimurium, na
auséncia de caspase-l1 ou GSDMD, ou na presenca de uma caspase-1 inativa
proteoliticamente em resposta a nigericina, a caspase-8 induz a morte celular (Lee et al.,
2018; Mascarenhas et al., 2017; Van Opdenbosch et al., 2017;Schneider et al., 2017).
Bioquimicamente, sugere-se que essa ativagdo ocorre por meio da interacdo entre o
dominio ASC PYD e o dominio DED da caspase-8, ou através da molécula adaptadora
FADD (Sagulenko et al., 2013; Vajjhala et al., 2015;Van Opdenbosch et al., 2017).

A caspase-8 parece ter um impacto no inflamassoma de NLRP3 em vérias etapas,
incluindo o priming, ativacao e pds-montagem. Ela pode influenciar também a sinalizagéo
de NF-kB, afetando positivamente a regulagcdo de componentes chave do inflamassoma,
como NLRP3 e pro-IL-18 (Allam et al., 2014; Weng et al., 2014; Lemmers et al., 2007; Su
et al., 2005). Além disso, a caspase-8 pode desencadear a ativacdo do inflamassoma de
NLRP3 através do efluxo de K*, bem como em resposta a B-glucanos de C. albicans
ligados a Dectina-1 (Ganesan et al. 2014). Esse efeito pode ocorrer por meio da interacao
da caspase-8 com ASC, utilizando seu dominio DED. Além disso, evidéncias em
monadcitos humanos sugerem que RIPK1-FADD-caspase-8 estao diretamente envolvidos
na ativacdo de NLRP3 induzida por LPS-TLR4, independentemente do efluxo de
K* (Gaidt et al. 2016).

Além disso, a caspase-8 possui a capacidade de ativar tanto a caspase-1 quanto
processar diretamente a pré-IL-1[, independentemente da caspase-1 (Weng et al., 2014;

Ganesan et al., 2014; Philip et al., 2014; Maelfait et al., 2008). Estudos mostraram que a
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caspase-8 pode clivar a pr6-IL-1p no mesmo local que a caspase-1, quando células que
superexpressam caspase-8 e pro-IL-1p séo tratadas com ligantes de TLR3 e TLR4. Isso
sugere que caspase-8 desempenha um papel significativo na ativagéo e processamento

da IL-18, contribuindo para a resposta inflamatdria (Maelfait et al. 2008).
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2. Justificativa

Nos ultimos anos, houve avancos significativos no controle da brucelose em todo o
mundo. No entanto, ainda existem regides onde a infeccdo persiste em animais
domeésticos, resultando em transmissao frequente para a populagdo humana. A brucelose
continua sendo uma doenga humana importante, muitas vezes n&o reconhecida e
subnotificada em paises do mediterraneo europeu, norte e leste da Africa, Oriente Médio,
Asia central e sul, e América Central e do Sul (Corbel 2006). Além disso, no Brasil a
brucelose bovina ainda € responséavel por grandes perdas econémicas na pecuaria e

indastria animal (Santos et al. 2013).

Em recente estudo do nosso grupo, foi demonstrado que a morte celular por piroptose,
desencadeada pela B. abortus, dependente de Caspase-11/GSDMD, desempenha um
papel importante na restricdo da infeccéo in vivo. Esse mecanismo contribui para o
recrutamento e ativacdo de células imunes, como os neutrdéfilos, macrofagos e células
dendriticas. Neste contexto, a caspase-8 tem sido objeto de intensa investigacdo, uma
vez que tem sido implicada em varios processos inflamatorios, incluindo a sua
capacidade de ativar diretamente a IL-1p independentemente do inflamassoma. Além de
seu papel tradicional na apoptose, caspase- 8 também esta envolvida na regulacdo da
linfoproliferacdo, sugerindo uma funcéo abrangente no controle da morte celular,
inflamacao e resposta imune (Feltham; Vince; Lawlor, 2017; Gurung; Kanneganti, 2015;
Monie; Bryant, 2015; Tummers; Green, 2017). Estudos recentes também indicam que
caspase-8 pode induzir a clivagem de GSDMD e desencadear a piroptose, como
observado na inibicdo da via de NF-kB por Yersinia (Orning et al., 2018; Sarhan et al.,
2018).

Portanto, o objetivo deste estudo € investigar o envolvimento da caspase-8 e caspase-7
na resposta imune inata durante a infeccdo pela bactéria Brucella abortus, na ativagédo
do inflamassoma, inducdo da piroptose e controle da infeccdo. Esperamos obter
informacdes relevantes sobre os mecanismos envolvidos na resposta a esse patdgeno,

a medida que avangamos na compreensao dos processos moleculares da ativacdo das
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caspases e do inflamassoma. Esses achados podem contribuir para a identificacao de
novos componentes do sistema imunoldgico envolvidos no controle da infeccédo pela

bactéria B. abortus.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da caspase-7 e caspase-8 no controle da infeccéo pela bactéria Brucella

abortus

3.20bjetivos Especificos

- Determinar o papel de caspase-7 e caspase-8 na secrecao da citocina pro-inflamatoria

IL-1B e na ativagédo de caspase-1 em macréfagos em resposta a B. abortus.

- Investigar o papel de caspase-7 e caspase-8 na morte celular por piroptose em

macrofagos em resposta a B. abortus.

- Avaliar o papel de caspase-7 e caspase-8 na susceptibilidade do hospedeiro murino

frente a infeccéo por B. abortus;

- Avaliar o papel de caspase-8 na patologia induzida pela infeccéo pela B. abortus.
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4. Material e métodos

4.1 Animais Experimentais

Camundongos wild-type (WT) C57BL/6 foram adquiridos da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os camundongos Casp7”, Casp7/1/117, Casp7/Gsdmd”,
Gsdmd’, Caspl/117 e Casp8’*RIPK3’ foram cedidos pelo Dr. Prof. Dario Simdes
Zamboni, Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos,
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de S&o Paulo, Brasil. Os
camundongos foram criados no biotério do Laboratério de Imunologia de Doencas
Infecciosas do ICB/UFMG. Todos os animais foram mantidos em biotério livre de
patdgenos, com ambiente controlado e livre acesso a alimento e agua. Para realizacao
de todos os experimentos foram utilizados grupos de 5 a 7 animais por grupo e utilizados
com 6-9 semanas de idade. Os procedimentos para experimentacdo animal foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas
Gerais - CEUA/UFMG sob o protocolo numero 69/2020.

4.2 Bactéria e condicdes de cultivo

Foi utilizada bactéria da espécie Brucella abortus, cepa virulenta 2308. Para o estoque a
bactéria foi crescida em meio BB (Brucella Broth) (BD Biosciences, EUA) por 72 horas a
37°C sob agitacdo de 180 rpm, lavadas em PBS por 10 minutos, 4800 rpm a 4°C e
ressuspendidas em 1 mL de PBS:glicerol na propor¢ao de 9:1. Foram estocadas a -80°C,
apos quantificacdo, estavam prontas para uso. Para preparo do indculo, a bactéria foi
crescida em meio de cultura Brucella broth (BD Pharmigen, San Diego, CA) por 24 horas
a 37°C sob agitacao de 180 rpm. A densidade optica da cultura a 600nm foi medida em

um espectrofotdmetro para determinar o nimero de bactérias na solucao.

4.3Genotipagem de camundongos Caspase 8

As bidpsias das orelhas dos camundongos foram obtidas e inseridas em tubos de 0,2 ml
estéreis. Para a extragao do DNA, foi acrescentado 75 pl por amostra de solugao de lise
alcalina (25 uM de NaOH, 0,2 uM de Na2EDTA, pH 12) e incubado por 1 h a 95° no

termociclador. A solugéo de neutralizagédo (40 uM de Tris HCI, pH 5) foi adicionada no
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volume de 75 pl por amostra. Extraido o DNA, este foi submetido a técnica de PCR. Para
o PCR foi utilizado um par de iniciadores capaz de amplificar o gene da caspase-8 com
mutacdo  (Casp8  2bpdelFw: GAAGCAGGAGACCATCGAATG; Casp8Rev:
CCGCAGTCTCACAAGTCACT) e um par de iniciadores a ser usado como controle da
presenca de DNA nas amostras, o qual é capaz de amplificar o gene de caspase 8 do
tipo selvagem (Casp8wtFw: GAAGCAGGAGACCATCGAGG; Casp8Rev:
CCGCAGTCTCACAAGTCACT). Como controle geral de contaminacdo da reacao, foi

realizado PCR de uma amostra na auséncia de DNA.

Tabela 1: Reacdo de PCR Touchdown

Programa de Touchdown PCR (Termociclador)

Stage Step Temperatura Tempo | Ciclos

1 Desnaturacao inicial | 95°C 2 min 1x
Desnaturacgéo 95°C 30 seg

2 Anelamento 67° T 30 seg 12x
Extensédo 72° 30 seg
Desnhaturacgdo 95° C 30 seg

3 Anelamento 62°C 30 seg 18 x
Extensédo 72° C 30 seg

4 Extenséo Final 72° C 10 min

5 4°C %

‘l‘: Temperatura aumenta 0,5° C por ciclo a partir do segundo ciclo.

4.4Infecgéo in vivo

Cinco a seis camundongos de cada grupo foram infectados por via intraperitoneal (i.p.)
com uma solugéo de 100 uL de salina 0,9% NaCl contendo 1x10® UFCs de B. abortus da
cepa virulenta S2308 e sacrificados apés 2 semanas de infec¢cdo. Os bacos foram
retirados e macerados em 10 ml de solucao salina (NaCl a 0,9%), diluidos de maneira
seriada e plaqueados em duplicata em agar Brucella Broth. Apos 3 dias de incubagdo a
37°C, o numero de UFCs foi determinado como descrito anteriormente (Macedo et al.
2008).
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4.5Preparo de macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

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

dependendo do experimento.

4.6 Ensaio Imunoenzimético (ELISA) para deteccdo de citocinas

Para a quantificacéo de citocinas, BMDMs foram plaqueados a uma densidade de 5x105
células/pogo em placas de 24 pogos. Os BMDMs foram infectados com B. abortus em
um MOI de 100 por 17 h. Como controle positivo, as células foram pré-tratadas com 1
Mg/ml de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 4h e estimuladas com
20 uM de nigericina (Sigma-Aldrich) por 30 min. Os sobrenadantes foram coletados e a
citocina foram quantificadas utilizando kits de ELISA de IL-18 de camundongos (R & D

systems, Minneapolis, MN) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.7 Ensaio de liberacao de lactato desidrogenase (LDH)

Os BMDMs foram plaqueados em placas de 24 pocos (5x10° células/poco) e infectados
com B. abortus a um MOI de 100. As infeccbes foram realizadas em meio DMEM sem
vermelho de fenol (phenol-red). Apos 8 h de infeccéo, os sobrenadantes foram coletados
para analise da liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) pelas células mortas.
A quantidade de LDH total foi determinada a partir da lise das culturas controle com Triton
X-100. A presenca da enzima LDH foi quantificada utilizando o kit de liberagcdo de LDH

CytoTox 96 (Promega, Madison, WI), de acordo com as instru¢cfes do fabricante.
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4.8 Western Blotting

Os BMDMs foram plagueados a uma densidade de 5x10° células/poco em placas de 24
pocos. As células foram infectadas com B. abortus selvagem por 17 h. Como controle
positivo, as células foram pré-tratadas com 1 pg/ml de LPS de E. coli (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) por 4 h e estimuladas com nigericina a 20 yM (Sigma-Aldrich) por 30
min. Os sobrenadantes da cultura foram coletados e as células foram lisadas utilizando
0 Reagente de Extracdo de Proteinas de Mamifero M-PER (Thermo Fisher Scientific)
suplementado com uma mistura de inibidores de protease na concentragcdo 1:100
(Sigma-Aldrich). Os lisados e os sobrenadantes de células foram submetidos a analise
por SDS-PAGE e Western Blotting. As proteinas foram suspendidas tampao de amostra
de Laemmli (Laemmli, 1970) e o conteudo foi fervido por 10 min. As proteinas foram
separadas utilizando gel de SDS-PAGE a 15% e transferidas para membranas de
nitrocelulose (Amersham Biosciences, Uppsala, Suia) em tampéo de transferéncia (50
mM Tris, 40 mM glicina, 10% metanol). O bloqueio foi realizado nas membranas durante
1 h em TBS com 0,1% de Tween-20 contendo 5% de leite desnatado. As membranas
foram incubadas overnight com anticorpos primarios a 4°C. Os anticorpos primarios
utilizados incluiram um anticorpo monoclonal de camundongo contra a subunidade p20
da caspase-1 (Adipogen, San Diego, CA, EUA) e um anticorpo monoclonal de coelho
anti-GSDMD (ABcam) ambos em uma diluicdo de 1:1000. O controle da quantidade de
proteinas foi realizado utilizando o anticorpo monoclonal de camundongos anti-B-actina
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA) na diluicdo de 1:1000. As membranas foram
lavadas 3 vezes durante 5 min utilizando TBS com 0,1% de Tween 20 e incubadas
durante 1 h a 25°C com o anticorpo secundario conjugado a HRP apropriado a uma
diluicdo de 1:1000. As bandas imunorreativas foram visualizadas utilizando o substrato
de HRP quimioluminescente luminol (Millipore) e analisadas utilizando o software

ImageQuant TL (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).

4.9 Analise Histopatol6gica
Cada grupo de camundongos, composto por 5 a 6 animais das linhagens C57BL/6,
Gsdmd’ e Casp8’RIPK3” foram submetidos a infeccdo intraperitoneal conforme

descrito anteriormente. Apds 2 semanas de infeccdo, os lobos mediais do figado dos



41

camundongos foram coletados e fixados em uma solugcéo de formaldeido tamponado a
10%. Em seguida, foram processados em parafina utilizando técnicas convencionais.
Cortes histolégicos com espessura de 5 um foram corados com hematoxilina e eosina
(HE). A contagem total de granulomas foi realizada de forma imparcial utilizando um
microscopio Olympus CX31 (Toquio. Japdo) com uma objetiva de 20x. Imagens digitais
de 15 granulomas por animal foram capturadas utilizando uma camera Olympus SC30
(Toquio, Japédo). A area dos cortes histolégicos e o tamanho dos granulomas foram
calculados utilizando o software ImageJ Tool 3.0 (The University of Texas Health Science

Center em San Antonio, San Antonio, TX).

4.10 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Prism 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA). O teste t de Student ndo pareado foi usado para comparar dois grupos.
One-way ANOVA seguido por multiplas comparac¢des de acordo com o procedimento de
Tukey foi usado para comparar trés ou mais grupos. Salvo indicagcdo em contrério, 0s
dados sdo expressos como a média = SD. As diferencas foram consideradas

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

5.1 A secrecdo de IL-1B em resposta a Brucella abortus ocorre de maneira

independente da caspase-7

As caspases executoras classicas (caspase-7 e -3) séo ativadas para iniciar 0 processo
gue culmina nos sinais classicos de morte celular (Nagata 2018) . Estudos anteriores
demonstram que a ativacdo da caspase-7 requer o processamento da caspase-1 em
condi¢des inflamatérias (Lamkanfi e Kanneganti 2010). Para investigar se a caspase-7
participa da clivagem da caspase-1 e secrecdo de IL-1B3 durante a infeccédo por Brucella
abortus, foram infectados BMDMs de C57BL/6 (WT), Casp7 7, Casp7/1/11 7,
Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd ~~. Apds 17h de infecgéo, avaliamos a secrecéo de IL-1B no
sobrenadante das células (Figura 5A) e o lisado foi devidamente preparado para o ensaio
de processamento da caspase-1 por analise de Western blot (Figura 5B). Em todos os
ensaios, animais C57BL/6 e Gsdmd 7 foram usados como controles, uma vez que a
importancia da gasdermina-D para a secrecdo de IL-13 e para o controle da infeccao
por B. abortus j& havia sido demonstrada anteriormente por nosso grupo de pesquisa
(Cerqueira et al. 2018). Observamos que BMDMs de camundongos Casp7 ~~ secretam
guantidades semelhantes de IL-1B em comparagdo aos animais WT. No entanto,
macrofagos de animais Casp7/1/11 -, Casp7/Gsdmd “~e Gsdmd ~~ apresentaram uma
reducdo drastica na secrecdo de IL-1B secretada em comparagdo com animais
C57BL/6. A ativacdo da caspase-1 resulta em sua clivagem autoproteolitica em duas
subunidades, p10 e p20, que sao liberadas no meio extracelular (Thornberry et al. 1992).
Nesta analise, a clivagem da caspase-1 foi observada apenas em animais C57BL/6
e Casp7 ™, o que corrobora com o perfil de secrecdo da citocina IL-1B. Com base nesses
dados, podemos inferir que a caspase-7 nao exerce um impacto significativo na secrecéo

de IL-1B e na clivagem da caspase-1 em resposta a infec¢éo por B. abortus.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9751037/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9751037/figure/fig1/
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Figura 5: A producdo de IL-1B em resposta a Brucella abortus ocorre de maneira
independente da caspase-7. BMDMs foram infectados com B. abortus MOI:100 por 17h.
(A) Dosagem de IL-1B no sobrenadante por ELISA. (B) Analise de Western blot do
processamento da caspase-1 (presenca da subunidade p20). O controle da quantidade
de proteina entre as amostras foi utilizado através da reagao com [3-actina. Os dados
mostram a média + desvio padréao de triplicatas. Os dados séo representativos de trés
experimentos independentes. One-way ANOVA, *p<0,05 em comparagdo com C57BL/6.

NI: ndo infectado.

5.2 Caspase-7 ndo participa da piroptose de macrofagos durante ainfeccéo

por Brucella abortus

Em seguida, investigamos o envolvimento da caspase-7 na morte celular induzida por B.
abortus, utilizando a quantificando da liberacdo de LDH nos sobrenadantes das culturas
celulares (Figura 6). Para isso, infectamos BMDMs de camundongos das linhagens
C57BL/6, Casp7 7~, Casp7/1/11 /-, Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd 7~ com B. abortus e,
apos 8 horas de infecgdo, mensuramos a quantidade de LDH presente no sobrenadante.
Observamos que a infeccdo por B. abortus resultou em maior liberacdo de LDH em
BMDMs das linhagens C57BL6 e Casp7 -, em comparagdo com as células

Casp7/1/11 7~, Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd 7~. A partir dos resultados obtidos, podemos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9751037/figure/fig2/
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concluir que a caspase-7 nao desempenha um papel significativo na inducdo da morte

celular programada em resposta a infeccéo por B. abortus.

O C57BL/6

W Casp7”

B Casp7/1/117"
B Casp7/Gsdmd”
B Gsdmd”

LDH release (%)

Figura 6: A caspase-7 ndo participa da piroptose de macréfagos durante a infeccéo por
B. abortus. Os BMDMs foram infectados com Brucella abortus MOI: 100 por 8h e a
guantificacdo de LDH foi realizada no sobrenadante celular. Os valores representam a
porcentagem de LDH liberada em comparacao com as células controle lisadas com Triton
X-100. Os dados mostram a média + desvio padrdo representativo de trés experimentos
independentes. One-way ANOVA, *p<0,05 em comparacdo com C57BL/6. NI: ndo

infectado.

5.3 A auséncia de caspase-7 néao influencia no controle da infec¢cédo in vivo

por Brucella abortus

Para analisar se a auséncia de caspase-7 influencia o controle da infec¢ao por Brucella in
vivo, realizamos uma infeccdo intraperitoneal em camundongos C57BL/6, Casp7 7,
Casp7/1/11 7, Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd ~. Ap6s duas semanas, 0os animais foram
sacrificados e os bacos foram removidos para quantificacdo do nimero de unidades

formadoras de colbnias bacterianas (CFU). Conforme ilustrado na Figura 7, nao
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observamos diferencas na carga bacteriana entre os animais Casp7 7~ e os controles
C57BL/6. No entanto, foram observados niveis mais elevados de bactérias
nos camundongos Casp7/1/11 -, Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd 7~. Esses resultados
indicam que o perfil de suscetibilidade a infeccdo néo foi afetado pela auséncia de

caspase-7, mas sim pela dele¢éo de Caspl/11 ou Gsdmd.
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Figura 7: O papel da caspase-7 no controle da infeccado por Brucella abortus in vivo.
Camundongos foram infectados por via intraperitoneal com 1x10® CFU de B. abortus e
sacrificados apos 2 semanas de infeccao. Os homogenatos do bago foram plaqueados
em placas contendo meio BB para determinacdo do CFU. Os dados séo representativos
de trés experimentos independentes. One-way ANOVA, *p<0,05 em comparagdo com
C57BL/6.

5.4 Genotipagem de camundongos Caspase-8

A fim de obter camundongos viaveis com deficiéncia em caspase-8, a estratégia utilizada

envolve a delecédo adicional de RIPK3 ou MLKL, uma vez que a perda de caspase-8
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resulta em letalidade embrionaria (Ammoun et al. 2012). A geragdo de camundongos
deficientes para caspase-8 € realizada por meio do cruzamento entre animais
heterozigotos (Casp8/*RIPK3”). Como resultado desse cruzamento, a prole pode

apresentar trés diferentes fenotipos:

- Casp8’'RIPK3"
- Casp8"*RIPK3™"
- Casp8**RIPK3"

Para garantir a distincdo genética dos animais na prole, foi realizada a genotipagem.
Como controles “positivos” e “negativos” para a reagdo de PCR, foram utilizadas
amostras de DNA de animais sabidamente Casp8”RIPK3”- e Casp8/*RIPK3". O controle
geral negativo da PCR consistiu no uso de 4gua RNase/DNase Free em vez de DNA.
Foram realizadas duas reacdes, denominadas “mix 1”7 e “mix 2”. O mix 1 avaliou a
presenca do alelo selvagem da caspase-8, enquanto o “mix 2” analisou a presenca do
alelo mutado. A presenca de banda no mix 1 (parte superior do gel) indica a presenca do
alelo selvagem da caspase-8, enquanto a presenca de uma banda no mix 2 (parte inferior
do gel) indica a presenca do alelo mutado de caspase-8. Em um experimento
representativo (Fig. 8), observamos que 7 animais genotipados apresentaram bandas
tanto no mix 1 quanto no mix 2 (colunas 2,4,5,6,8,9, e 10), sendo identificados como
animais Casp8*'RIPK3”; 3 animais apresentaram banda apenas no mix 2 (casp8
mutada) (colunas 1,3 e 7), sendo identificados como Casp8”RIPK3” e nenhum animal
apresentou banda somente no mix 1, que seriam denominados como Casp8**RIPK3"".
Além disso, o controle negativo geral da reacéo (coluna 11) ndo apresentou banda com

nenhum dos pares de iniciadores, conforme esperado.
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Figura 8: Gel de Agarose de genotipagem de animais Caspase 8. As biopsias de orelhas
dos camundongos foram coletadas, tiveram seu DNA extraido e foram submetidas a
reacdo de PCR (1-10). Como controle da reacéo (branco), foi utilizado agua ao invés de

DNA em uma das amostras. P: padrao; B: branco.

5.5 A caspase-8 participa da clivagem da caspase-1 e secrecdo de IL-1B em resposta

a Brucella abortus

Além disso, investigamos o papel da caspase-8 na regulacdo da resposta inflamatoria
durante a infec¢do por B. abortus. Para isso, utilizamos linhagens de células BMDMs de
camundongos C57BL/6, Gsdmd™-, Casp8’RIPK3™" e Casp8 "*RIPK3~". Os
macrofagos foram infectados com B. abortus e, apds 17 horas de infeccdo, avaliamos a
secrecao de IL-1B no sobrenadante e realizamos analises de Western blot para verificar
a clivagem da caspase-1. Observamos que BMDMs de Casp8”/-RIPK3 7~ apresentaram
uma reducéo significativa na secrecdo de IL-18 em comparagcdo com os controles WT

e Casp8 "*RIPK3™~, apresentando um perfil semelhante ao das células
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Gsdmd™ (Figura 9A). Ndo detectamos a subunidade p20 da caspase-1 em
sobrenadantes de macrofagos deficientes para caspase-8, indicando que a clivagem da
caspase-1 depende da presenca de caspase-8 (Figura 9B). Esses achados indicam um
papel importante da caspase-8 na clivagem da caspase-1 e, consequente, na secrecao
de IL-1B durante a infec¢do por B. abortus. Esses resultados sugerem que a caspase-8

possa desempenhar um papel crucial na resposta inflamatéria induzida por essa

infeccao.
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Figura 9: A caspase-8 participa da clivagem da caspase-1 e secrecdo de IL-1 em
resposta a infeccdo por B. abortus. BMDMs obtidos de camundongos C57BL/6,
Gsdmd -, Casp8’RIPK3 7~ e Casp8 **RIPK3 7~ foram infectados ou ndo infectados
com B. abortus S2308 MOI 100 por 17h. O sobrenadante foi coletado e submetido ao
ensaio ELISA para estimar a concentragdo de IL-1B (A). O sobrenadante foi marcado
com anticorpo monoclonal anti-caspase-1 p20 (B). O controle da quantidade de proteina
entre as amostras foi utilizado através da reagdo com [-actina. Os dados séo
representativos de trés experimentos independentes. Teste t Student, **** p<0,0001 em
comparac&o com C57BL/6 ou Casp8 **/RIPK3 7. *** p<0,001
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5.6 A auséncia de caspase-8 interfere na morte celular induzida pelainfeccéo

por Brucella abortus

Nossos resultados fornecem evidéncias de que caspase-8 desempenha um papel
importante na ativacdo do inflamassoma em resposta a infeccdo por B. abortus.
Demonstramos que a clivagem da caspase-1 e a subsequente secrecao de IL-1(
dependem da presenca funcional da caspase-8. Além disso, investigamos o
envolvimento da caspase-8 na piroptose induzida por B. abortus. Para isso, realizamos
experimentos em macréfagos de camundongos C57BL/6, Gsdmd™ e Casp8™
RIPK3~" infectados com B. abortus por um periodo de 8 horas. Avaliamos a liberacéo de
LDH nos sobrenadantes celulares (Figura 10A) e analisamos a clivagem de GSDMD nos
lisados celulares. Os resultados revelaram que a liberagao de LDH foi significativamente
reduzida em células provenientes de animais deficientes para caspase-8 e GSDMD. Além
disso, observamos uma clivagem reduzida de GSDMD nos animais deficientes para
caspase-8 (Figura 10B). Esses dados indicam que a caspase-8 desempenha um possivel

papel na indugcédo da morte celular em resposta a B. abortus.

A 159 —=y B 2
NS

% 104 GSDMDp50—> | g ——

O

e

% 5 GSDMDp30-> L

— N o

id‘\) %}o(&% ‘\;o@}
0- o? %{50 @°
g;\‘b\»\b W"é’ ?yj“

(on G %ﬁ{\

Cgﬁ\‘!

Figura 10: A caspase-8 é importante para induzir a morte celular durante a infec¢ao por
B. abortus. BMDMs C57BL/6, Gsdmd 7~ e Casp8’/RIPK3 7 foram infectados com B.
abortus MOI 100, por 8h, a quantificacdo de LDH foi realizada no sobrenadante celular e
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a andlise da clivagem de GSDMD nos lisados celulares. Os valores representam a
porcentagem de LDH liberada em comparacao com as células controle lisadas com Triton
X-100. Os dados mostram a média = desvio padrao representativo de trés experimentos
independentes. Teste t Student, * p<0,05, *** p<0,001 em comparagao com C57BL/6.

5.7 Auséncia de caspase-8 aumenta a suscetibilidade ainfeccdo por Brucella

abortus in vivo

Os nossos resultados obtidos em BMDMs deficientes em caspase-8 revelaram uma
reducdo na ativagao da caspase-1 e na secregao de IL-1B8. Com base nisso, buscamos
investigar se a caspase-8 também desempenha um papel na restricdo da infeccdo
por Brucellain vivo em camundongos. Para isso, infectamos camundongos
C57BL/6, Gsdmd™" e Casp87RIPK3~~ por via intraperitoneal com B. abortus. Apds 2
semanas de infec¢do, determinamos a quantidade de unidades formadoras de colonias
bacterianas (CFU) nos homogenatos de bago. Observamos que a recuperagdo de
bactérias no bago dos animais Casp8”’RIPK3™ foi maior em comparacdo com grupo
controle WT, de forma semelhante ao observado nos animais Gsdmd™ (Figura
11). Esses resultados indicam que caspase-8 desempenha um papel crucial na resposta

inflamatoria e no controle da infecgé@o por B. abortus in vivo.
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Figura 11: A caspase-8 influencia na resisténcia a infecc&o in vivo por Brucella abortus.
Camundongos C57BL/6, Gsdmd™~ e Casp8’/RIPK3 7~ foram infectados
intraperitonealmente com 1x10® de B. abortus. Os animais foram sacrificados apés 2
semanas de infeccdo. Os homogenatos do bago foram plagueados em placas contendo
meio BB para determinagdo do CFU. Os dados apresentam a média + desvio padrédo de
cinco camundongos/grupo. Os dados sao representativos de trés experimentos

independentes. One-way ANOVA, *p<0,001 em comparacdo com C57BL/6.

5.8 Caspase-8 participa na formacao de granulomas hepaticos durante a infeccéo

por B. abortus

Na infeccao por Brucella abortus, a formacéo de granulomas € uma resposta imunoldgica
do hospedeiro para tentar controlar a infeccdo bacteriana. Essa resposta é importante
para isolar as bactérias e limitar sua disseminagéo pelo organismo (Grilla et al. 2012). No
entanto, o papel de caspase-8 na regulacdo da formacdo de granulomas durante a
infeccdo por Brucella ainda n&o foi completamente compreendido. Para investigar esse
aspecto, infectamos animais C57BL/6, Gsdmd"- e Casp8”-RIPK3” por 2 semanas por via
intraperitoneal. Amostras de tecido hepaticos foram coletadas, fixadas, parafinadas e
corados com HE para analise histopatolégica. Realizamos a contagem e medi¢cdo dos

tamanhos dos granulomas presentes nos tecidos.

Observamos que, em relacdo aos tamanhos dos granulomas, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos analisados (Figura 12B). No entanto, de forma interessante,
observamos que o niumero de granulomas foi muito menor no grupo dos animais Casp8
FRIPK37- e Gsdmd”’ em comparacéo aos animais controle C57BL/6 (Figura 12A). Esses
achados sugerem que a auséncia da caspase-8 pode comprometer a capacidade de
formacéo de granulomas eficientes durante a infec¢do por B. abortus. Esses resultados
sédo consistentes com os dados de susceptibilidade a infec¢do, indicando que animais
deficientes para caspase-8 tém dificuldade em conter a infecgédo a nivel tecidual, o que

pode facilitar a disseminacao sistémica da B. abortus.
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Figura 12: A caspase-8 participa na formacdo de granulomas hepaticos durante a
infeccdo  por Brucella abortus. Camundongos C57BL/6, Gsdmd™" e Casp8™
RIPK3 7~ foram infectados por via intraperitoneal com 1x10° CFU de B. abortus. Os
animais foram sacrificados apds 2 semanas de infeccédo. Os figados foram coletados e
processados para a realizacdo de andlises histopatolégicas. Os dados apresentam a
média + desvio padrédo de cinco camundongos/grupo. Os dados séo representativos de
trés experimentos independentes. Teste t Student, * p<0,05 em comparagdo com
C57BL/6.
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6. Discussao

As infec¢des bacterianas representam um desafio significativo para a saude humana,
causando uma ampla gama de doencgas, desde infec¢des leves até condicbes
potencialmente fatais. Durante a interacdo entre bactérias patogénicas e o hospedeiro, o
sistema imunologico é ativado e desencadeia mecanismos de defesa para combater a
infeccdo. Nesse contexto, a resposta inflamatéria e a morte celular programada
desempenham papeis importantes. Os inflamassomas desempenham um papel crucial
na inducdo da morte celular programada, especificamente a piroptose e a apoptose. A
caspase-1 e caspase-8, juntamente com seus substratos, sdo pegas-chave nesses
processos. A caspase-1 ativa vias de morte celular que podem depender ou ndo da
proteina GSDMD (Kayagaki et al. 2015; Shi et al. 2015; Tsuchiya et al. 2019). Por outro
lado, a caspase-8 ¢é ativada pela formacao de complexos moleculares, como as estruturas
ASC, e induz a apoptose, de maneira independente da caspase-l1. Quando o0s
inflamassomas sdo ativados em resposta a infeccdo bacteriana, as células podem
sucumbir a piroptose ou a apoptose, dependendo das vias de sinalizacdo envolvidas.
Essa redundancia e robustez na morte celular programada associada aos inflamassomas
desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro contra patdgenos

microbianos que manipulam os mecanismos de morte celular do hospedeiro.

As bactérias do género Brucella desenvolveram estratégias para inibir a morte celular em
macroéfagos, que sao células cruciais no processo de infeccdo. Esses microrganismos
expressam proteinas e fatores de viruléncia que interferem na sinalizagdo das caspases,
inibindo a apoptose que normalmente ocorreria como parte da resposta imunolégica do
hospedeiro. Um exemplo disso € a proteina BspJ (Brucella nucleomodulin protein),
secretada por B. abortus, que atua como um inibidor do apoptose (Ma et al. 2020).
Durante a infecc&o por Brucella, observou-se uma resisténcia a apoptose mediada por
ligantes como Fas ou interferon-y (IFN-y), indicando que a bactéria é capaz de proteger
as células hospedeiras contra processos pré-apoptéticos exdgenos que ocorrem em
diferentes estagios da resposta imune. Além disso, mondcitos humanos infectados

demonstram uma superexpressdo do gene Al, que pertence a familia BcL-2 e esta
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relacionado a sobrevivéncia celular pela via intrinseca (Gross et al. 2000). Analises
transcriptébmicas de macrofagos infectados por Brucella revelaram a regulacéo de varios
genes do hospedeiro envolvidos no apoptose e no ciclo celular, embora ndo haja um
padréo direto observado (Rajashekara et al. 2006), como a inibicdo da liberacdo de
citocromo ¢ e a producdo de espécies reativas de oxigénio nas mitocondrias, sugerindo
a inibicdo da cascata de caspases (He et al. 2006). A ocorréncia de morte celular por
apoptose em macréfagos RAW264.7 é observada apenas durante infecgcdes com cepas
rugosas de Brucella, como RB51 e RA1, em comparagdo com a cepa virulenta de B.
abortus 2308 (Chen e He 2009). Por outro lado, as cepas lisas da Brucella demonstram
habilidade em controlar ou influenciar as funcées mitocondriais, evitando a morte celular
por meio da inibicdo da transicdo da membrana mitocondrial e da liberacdo de citocromo
C, 0 que permite sua sobrevivéncia e replicacdo dentro dos macrofagos. Em contraste,
as cepas rugosas de Brucella induzem a morte celular através da liberacao de citocromo
¢ da mitocéndria. Isso demonstra que o antigeno O do LPS das cepas lisas de Brucella
atua como um fator importante na inibicdo da morte celular, visando a sua proépria

sobrevivéncia dentro das células hospedeiras (Chen e He 2009).

A gasdermina-D, é considerada um mediador critico da piroptose. A caspase-1 é
responsavel por ativar proteoliticamente GSDMD, que por sua vez forma poros na
membrana plasmatica da célula, levando ao influxo de agua, inchago celular e, por fim,
lise celular (Fink e Cookson 2006; Lieberman, Wu, e Kagan 2019; Liu et al. 2016). Em
estudos realizados pelo nosso grupo, observou-se que B. abortus estimula a ativacédo do
inflamassoma ndo candnico de uma maneira dependente de proteinas de ligacdo ao
guanilato (GBPs). Nossos achados mostraram a participacdo da caspase-11 e da
GSDMD nesse processo, enquanto o NLRP3 e a caspase-1 nédo estdo envolvidos
(Cerqgueira et al. 2018). Esses resultados ressaltam o papel importante da piroptose na
defesa do hospedeiro contra a infeccao por B. abortus, evidenciando a relevancia desse
mecanismo na resposta imunoldgica contra esse patdgeno. Além disso, tanto a caspase-
1 quanto a caspase-8 compartilham diversas semelhangas funcionais, apesar de suas
diferencas estruturais. Ambas podem ser ativadas pela formagdo de complexos

proteicos, como a molécula ASC, e desempenham um papel na inducéo de piroptose e



55

apoptose. Elas também séo capazes de ativar proteoliticamente diversos substratos em
comum, incluindo GSDMD, caspase-7, IL-1 e IL-18 (Malik e Kanneganti 2017; Orning et
al. 2018; Sarhan et al. 2018; Tsuchiya e Hara 2014). Embora as caspases 4,5 e 11
possuam homologias de sequéncia mais altas com a caspase-1 do que com a caspase-
8, elas ndo séo ativadas em inflamassomas candnicos, ndo ativam diretamente IL-1p e
IL-18, e ndo parecem induzir morte celular independente de GSDMD (Hara et al. 2018).
No entanto, o papel da caspase-8 durante a infeccdo por B. abortus ainda néo era
conhecido. Portanto, neste estudo, nosso objetivo foi investigar se caspase-8 e seu
substrato, a caspase-7, desempenham um papel na ativagdo do inflamassoma e na

inducéo de morte celular durante a infeccéo por B. abortus.

A necroptose é outro tipo de morte celular programada que possui caracteristicas
inflamatérias e envolve as quinases RIPK1 e RIPK3, assim como a pseudoquinase
formadora de poros MLKL. Durante a necroptose, a fosforilacdo de RIPK3 resulta na
oligomerizacdo de MLKL, que se insere na membrana plasmética da célula, formando
poros e levando a ruptura celular (Tummers e Green 2017). No entanto, é importante
ressaltar que, neste estudo, estamos focando na investigacdo dos mecanismos de morte
celular por apoptose e piroptose, 0s quais estdo associados a ativacdo da caspase-8.
Quando a caspase-8 € inibida, a interacao entre RIPK1 e RIPK3 é favorecida, resultando
na inducéo da necroptose (Nagakannan Pandian 2022). No entanto, utilizamos animais
com delegcéao dupla para caspase-8 e RIPK3, o que bloqueia especificamente a via da

necroptose (Kaiser et al. 2011).

A caspase-7, assim como a caspase-3, € uma caspase executora que é ativada sob
certas condicOes pelas caspases-8 e -9 durante a apoptose induzida pelo receptor de
morte (Lamkanfi et al. 2002). Estudos recentes tém demonstrado que a caspase-7
desempenha um papel distinto da caspase-3 na ativacdo da apoptose e também esta
envolvida na resposta inflamatéria contra patdégenos bacterianos (Slee et al.
2001). Experimentos utilizando a infeccao por Salmonella typhymurium em macréfagos
ou células estimuladas com LPS e ATP mostraram que a ativagéo da caspase-7 dependia
da caspase-1. Além disso, foi observado que auséncia de caspase-7 prejudicou a
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capacidade dos macréfagos em restringir a replicacdo intracelular de Legionella
pneumophila (Akhter et al. 2009). No entanto, em nosso estudo, a caspase-7 ndo parece
desempenhar um papel significativo na resposta imune durante a infeccdo por B.
abortus. A ativacdo do inflamassoma, avaliada pela clivagem da caspase-1, nédo foi
afetada na auséncia da caspase-7, pois a clivagem dessa caspase ocorreu tanto nas
linhagens de macrofagos deficientes para caspase-7 quanto nas células controle de
animais C57BL/6. A clivagem da caspase-1 também foi reduzida nas células dos animais
Casp7/1/117~, Casp7/Gsdmd™ e Gsdmd, assim como a secrecdo de IL-1B. Apesar da
caspase-7 possuir alguma capacidade de clivar a caspase-1 em certas condi¢cdes
experimentais, nossos resultados demonstraram que ela geralmente ndo € essencial
para a clivagem da caspase-1 e ativacdo do inflamassoma. Em nossos experimentos,
observamos que na auséncia da caspase-7, outras caspases foram capazes de
compensar sua auséncia e permitir a clivagem e ativacéo de caspase-1. Isso indica que
a caspase-7 ndo é crucial para a ativagado do inflamassoma e sugere que outras vias de
sinalizacdo podem estar envolvidas na clivagem da caspase-1 na auséncia da caspase-
7. Apesar de estudos anteriores com L. pneumophila (Gongalves et al. 2019) mostrarem
gue a caspase- 7 desempenha um papel na formacao de poros e na promoc¢ao da morte
celular, nossos resultados indicaram que, durante a infec¢do por B. abortus, a caspase-
7 nao desempenha um papel importante na piroptose induzida pela infecgdo. A
guantificacdo de LDH nos sobrenadantes das células de animais Casp7~" infectadas
revelou niveis semelhantes aos observados no grupo controle WT, sugerindo que a
caspase-7 nao estd envolvida neste processo. Até o momento, nossos resultados
demonstraram que a resposta imunologica em animais deficientes em caspase-7 se
assemelha ao observado nos animais controle C57BL/6. Além disso, ao investigar a
susceptibilidade a infeccéo in vivo, observamos que a auséncia de caspase-7 nao afeta
a capacidade de defesa do organismo contra o patégeno. O perfil de susceptibilidade
observado nos animais Casp7/1/11 -, Casp7/Gsdmd 7~ e Gsdmd 7~ é atribuido a
delecdo adicional das moléculas caspase-1, caspase-11 e GSDMD. Essas proteinas
desempenham um papel importante na resposta imunolégica durante a infeccao por B.
abortus, conforme descrito em um estudo anterior conduzido por nosso grupo de

pesquisa (Cerqueira et al. 2018).
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A caspase-8 é uma proteina efetora multifuncional que desempenha diferentes fungdes
dependendo do estimulo recebido pela célula. Em estudos de infec¢cdo por Salmonella,
foi observado que a caspase-8 € recrutada para o inflamassoma NLRC4, regulando a
secrecdo de IL-1B3 (Man et al. 2013). No contexto da infeccdo por Brucella abortus,
nossos resultados mostraram que a auséncia de caspase-8 ndo afeta a expresséo da
pro-caspasel, mas tem um impacto negativo na clivagem da pré-caspasel em sua
subunidade ativa p20. Para investigar se a delecdo de RIPK3 também influenciava a
resposta imune em animais com dupla delecao, utilizamos animais Casp8**RIPK3”- em
nossos estudos. Positivamente constatamos que a delecdo de RIPK3 n&o exerceu
nenhum efeito na clivagem de caspase-1. O perfil de clivagem dessa proteina foi
semelhante ao observado nos animais controle C57BL/6. Portanto, podemos concluir que
0 comprometimento na clivagem da caspase-1 nos animais com dupla dele¢do para

caspase-8 e RIPK3 é devido a auséncia de caspase-8.

A citocina IL-1B ndo possui uma sequéncia de sinalizacao para secre¢cao convencional e
é liberada das células por mecanismos ndo convencionais. Estudos tem demonstrado
gue os poros formados por GSDMD séo suficientes para mediar a liberacao de IL-13 em
células em processo de piroptose (Heilig et al. 2018). Em nossos estudos utilizando
células de animais Casp8’/RIPK3”, observamos uma reducdo na secrecdo de IL-1B.
Acreditamos que isso ocorra devido a clivagem reduzida da caspase-1 em sua
subunidade ativa p20 e, consequentemente, a diminuicdo na producdo de IL-1B. Esses
resultados sao consistentes com estudos anteriores realizados em macrofagos
infectados com Salmonella Typhimurium, nos quais a dosagem de pro-IL-1B e IL-13
foram significativamente reduzidas em BMDMs de Casp8/RIPK3’- em comparagdo com

os controles correspondentes (Man et al. 2013).

Em nosso estudo, analisamos a morte celular utilizando o ensaio de liberacéo de LDH e
observamos que a piroptose induzida por B. abortus é influenciada pela caspase-8.
Embora se acredite que a caspase-8 processe a GSDMD em sua forma ativa, estudos

demonstraram que ela é menos eficiente nessa clivagem em comparacdo com a

caspase-1 (Orning et al. 2018; Rogers et al. 2017; Taabazuing, Okondo, e Bachovchin
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2017). Nossa hipotese é que, com uma menor concentracdo de caspase-1 ativa
disponivel nos animais deficientes em caspase-8, isso possa prejudicar a clivagem de
GSDMD, e consequentemente, a piroptose mediada por caspase-1. Em um estudo
realizado utilizando um modelo de infeccdo com Yersinia, caspase-8 demonstrou um
papel importante na ativacdo de GSDMD e na inducdo da morte celular piroptotica
(Sarhan et al. 2018), corroborando com o0 nosso modelo de infeccdo com Brucella, onde
observamos que a clivagem de GSDMD também foi comprometida nos animais
deficientes em caspase 8. E importante destacar que a piroptose desempenha um papel
crucial na restricdo da infecgdo por B. abortus in vivo. Em animais deficientes para
GSDMD, a auséncia de piroptose mediada pela GSDMD esta diretamente relacionada a
um menor recrutamento de neutréfilos, macréfagos e células dendriticas devido a
reducdo da secrecédo de citocinas e quimiocinas (Cerqueira et al. 2018). Varios estudos
tem identificado func¢des celulares associadas ao poro mediado por GSDMD, incluindo a
secrecdo de moléculas como IL-13, IL-1a e eicosanoides, que desempenham um papel
importante no recrutamento de neutrofilos para o local da infeccdo e promover a
fagocitose das células infectadas contribuindo para a restricdo da infecgéo (Jorgensen et
al. 2016). No presente estudo, observamos uma redugéo na secrecédo de IL-13 e uma
menor inducdo de piroptose em camundongos Casp8”RIPK3™~, o que resultou em uma
maior suscetibilidade a infeccé&o in vivo. Estes dados corroboram com dados anteriores,
onde uma maior susceptibilidade a infeccdo por B. abortus foi parcialmente atribuida a
producao reduzida de IL-1B e possivelmente de IL-18 e/ou outros processos dependentes
de caspase-1 (Gomes et al. 2013). Estudos recentes também destacaram o papel crucial
de caspase-8 na ceratite causada por Aspergillus fumigatus, demonstrando sua
importancia no recrutamento de células inflamatoérias e na eliminacao do fungo (Wang et
al., 2022). Embora ndo tenhamos investigado diretamente o recrutamento celular neste
estudo, especulamos que a reducao da piroptose em animais deficientes em caspase-8
possa comprometer o recrutamento adequado de células imunes para o local da infecgéo,

contribuindo assim para o aumento da carga bacteriana observada nesses animais.

A formacao de granulomas € uma resposta importante do sistema imunolégico durante a

infeccdo por B. abortus, contribuindo para controlar a disseminacao da bactéria pelo
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organismo (Grilla et al. 2012). Estudos anteriores utilizando o modelo de infec¢do com
Mycobacterium marimun avaliando o efeito do medicamento Imatinibe (medicamento
contra cancer), demonstraram que a caspase-8 desempenha um papel na regulacao da
sobrevivéncia celular inibindo a apoptose, e na modulacdo da resposta inflamatoria,
contribuindo para a reducéo do crescimento do granuloma e na limitagao da inflamacéo
in vivo (Cleverley et al. 2023). No presente trabalho, observamos que os granulomas
formados durante a infeccdo por B. abortus nas linhagens estudas mantiveram um
tamanho semelhante entre os grupos, sem grandes diferencas. No entanto, notamos que
0s animais deficientes em caspase-8 apresentaram uma dificuldade em conter a infecgéo
por Brucella a nivel tecidual, evidenciada pelo nimero significativamente menor de
granulomas no tecido hepatico destes animais em compara¢cdo com 0s animais controle
C57BL/6, sugerindo que caspase-8 possa desempenhar um papel na resposta imune e
na formacao adequada dos granulomas durante a infec¢ao pela B abortus.

Coletivamente, nossos resultados indicam claramente a importancia de caspase-8 na
clivagem da caspase-1 e na secrecao de IL-1B3. A auséncia dessas proteinas tem um
Impacto negativo no processo da piroptose, o que afeta significativamente a resposta
imunologica e o controle da infecgdo. Consequentemente, a auséncia da caspase-8 torna
0S animais mais susceptiveis a infec¢éo B. abortus. Esses achados reforcam a relevancia
da caspase-8 na resposta imunolégica contra B. abortus, destacando seu papel

fundamental na ativacdo da piroptose e na regulacdo da inflamacéao durante a infecgao.
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7. Concluséao

A brucelose € uma doenca zoonotica amplamente disseminada em todo o mundo e,
apesar de sua prevaléncia, € considerada uma das doencas mais negligenciadas, de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude. Essa condicdo causa significativos
impactos econdmicos e representa um sério problema de saude publica. Os resultados
obtidos neste estudo contribuem para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
resposta imunoldgica durante a infeccéo por B. abortus. Essas descobertas auxiliam no
desenvolvimento de estratégias de prevencdo e controle mais eficazes, visando reduzir

0 impacto dessa doenca na saude humana e animal.

A via de sinalizacdo desencadeada durante a infeccao por Brucella abortus resulta em
alguns desdobramentos dependendo do contexto da infeccdo. Em condigdes normais,
resumidamente, a infeccdo leva a ativagdo de inflamassomas, levanto a ativagéo de
caspase-1 e, consequentemente, secrecao de IL-1f e indugao de piroptose mediado por
GSDMD (Cerqueira et al. 2018). Este mecanismo é importante para o controle da
infeccdo bacteriana, e se mostram os principais efetores dessa via de morte celular.
Neste estudo, observamos que a clivagem de caspase-1 e secre¢do de IL-13 durante a
infeccdo por B. abortus em animais deficientes em caspase-8 apresentou-se de forma
deficiente, contribuindo para uma menor inducdo de piroptose, tornando os animais
Casp8’/RIPK3” mais susceptiveis a infeccdo. Portanto, os resultados obtidos nesse
estudo fornecem informacdes relevantes para entender o papel de caspase-8 durante a
infeccdo pela Brucella e como essa molécula pode contribuir para a protecdo do

hospedeiro contra patégenos como a B. abortus.
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Programmed cell death (PCD) is an important mechanism of innate immunity
against bacterial pathogens. The innate immune PCD pathway involves the
molecules caspase-7 and caspase-8, among others. Brucella abortus is a
gram-negative bacterium that causes a zoonotic disease termed brucellosis.
The innate immune response against this pathogen involves activation of
inflammasome components and induction of pyroptosis. However, no studies
so far have revealed the role of caspase-7 or caspase-8 during this bacterial
infection. Herein, we demonstrate that caspase-7 is dispensable for caspase-1
processing, IL-1f secretion and cell death in macrophages. Additionally,
caspase-7 deficient animals control B. abortus infection as well as the wild
type mice. Furthermore, we addressed the role of caspase-8 in inflammasome
activation and pyroptosis during this bacterial infection. Macrophages deficient
in caspase-8 secreted reduced amounts of IL-1p that parallels with diminished
caspase-1 activity when compared to wild type cells. Additionally, caspase-8
KO macrophages showed reduced LDH release when compared to wild
type, suggesting that caspase-8 may play an important role in pyroptosis in
response to B. abortus. Finally, caspase-8 KO animals were more susceptible
to Brucella infection when compared to wild type mice. Overall, this study
contributes to a better understanding of the involvement of caspase-7 and
caspase-8 in innate immunity against B. abortus infection.
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Introduction

Brucellosis is a zoonosis caused by bacteria of the genus Brucella of worldwide
distribution. Great advance has been made in the control of brucellosis in recent years.
However, in many regions of the world, Brucella infection in domestic animals still persists,
leading to frequent transmission to the human population. In regions such as the
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Mediterranean countries of Europe, like Portugal, Italy and
Greece, brucellosis is still considered an important human disease
and it is often neglected (Corbel, 1997).

Innate immunity is an important arm of the immune system
involved in the control of Brucella infection. In previous studies
performed by our research group, we demonstrated that receptors
and adaptor molecules such as TLR9, AIM2, MyD88, and STING
are important components in the protective response against
Brucella infection (Macedo et al., 2008; Gomes et al., 2016; Costa
Franco et al., 2018, 2019). In addition, we and others have shown
that pyroptosis triggered upon activation of inflammasomes, is
also an important mechanism in restricting in vivo infection
against Brucella abortus (Cerqueira et al., 2018; Lacey et al., 2018).
In recent study, we showed that caspase-11/GSDMD-dependent
pyroptosis process triggered by B. abortus contributed to the
restriction of infection in vivo by assisting in the recruitment and
activation of immune cells such as neutrophils, macrophages, and
dendritic cells (Cerqueira et al., 2018).

Programmed cell death (PCD) is a intricate circuit that
involves the cross-talk among different caspases, and their
substrates. Caspase-3 and caspase-7 are considered executioner
molecules triggering host cell apoptosis (Kim et al., 2005). Recent
study demonstrated that Brucella inhibited the PCD in early stage
of infection to allow bacterial replication in host cells and
promoted apoptosis in the later stage during infection in
macrophages (Zhang et al., 2022). In the literature, there are some
controversies in the role of caspase-7 during bacterial infections.
Caspase-7 has been implicated in resistance to L. pneumophila
through the NLRC4 inflammasome (Akhter et al., 2009). In
contrast, Gongalves et al. (Goncalves et al., 2019) demonstrated
that mice with a single deletion in caspase-7 are not fully
susceptible to L. pneumophila. The Casp7~"~ did not phenocopy
the susceptibility to L. pneumophila infection as observed in
Nlrc4”~ animals.

Caspase-8, early on classified as an apoptotic caspase, has
lately been shown to have a role in several inflammatory processes.
Caspase-8 is involved in the inflammasome pathway and can
be activated by NLRP3, AIM2 and NLRC4 in macrophages (Man
etal,, 2013; Sagulenko et al., 2013) and NLRP3 inflammasome in
dendritic cells (Antonopoulos et al., 2015). Caspase-8 can act by
controlling NF-kB signaling, influencing the positive regulation of
components of the inflammasome, such as the NLRP3 and
pro-IL-1 (Weng et al, 2014). It can also activate the
inflammasome pathway in response to C. albicans $-glucans
(Ganesan et al., 2014). Interestingly, upon TLR or death receptor
activation, active caspase-8 can cleave the IL-1f precursor into its
bioactive fragment at the same site as caspase-1 (Shenderov et al.,
2014), and can directly cleave GSDMD into its N-terminal
fragment, triggering pyroptosis during Yersinia infection (Sarhan
et al., 2018). In addition, once the inflammasome is activated, but
pyroptosis is impaired, caspase-8 can act leading to a cell death
program. This has been demonstrated in studies with intracellular
bacteria such as L. pneumophila and S. Typhimurium in the
absence of caspase-1 or GSDMD (Mascarenhas et al., 2017; Lee
etal, 2018).
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To the best of our knowledge, the role of caspase-7 and
caspase-8 in Brucella infection has not been addressed so far.
Therefore, in order to expand the understanding of the
mechanisms involved in the innate immune response and
inflammatory cell death, we investigated the participation of
the
B. abortus infection.

caspase-7 and  caspase-8 molecules  during

Materials and methods
Mice

Wild-type C57BL/6 (WT) mice were purchased from the
Federal University of Minas Gerais (UFMG) and, Casp7™",
Casp7/1/117"~, Casp7/Gsdmd™"~, Gsdmd™"~, Casp8"*/RIPK3™"~, and
Casp8/RIPK3™~ were kindly provided by Dr. Prof. Dario Simdes
Zamboni, Department of Cell and Molecular Biology and
Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto Medical School, University
of Sao Paulo, Brazil. Genetically deficient and control mice were
maintained at our facilities and used at 6-8 weeks of age. Mice
were housed in filter top cages and provided with sterile water and
food ad libitum. Groups of 5-7 animals were used to perform all
experiments. The procedures for animal experimentation were
approved by the Ethics Committee for the Use of Animals of the
Federal University of Minas Gerais-CEUA/UFMG under protocol
number 69/2020.

Bacteria and culture conditions

Brucella abortus virulent strain 2,308 was used in this study.
To prepare the inoculum, the bacteria were grown in BB (Brucella
Broth) medium (BD Biosciences, United States) for 24 h at 37°C
under 180 rpm shaking, washed in PBS for 10 min, 5,000 rpm at
4°C, and resuspended in sterile PBS. The OD of the culture was
measured at 600nm in a spectrophotometer to determine the
bacterial number in the solution.

Mice infection with Brucella abortus

Five to seven mice from each group were infected
intraperitoneally (i.p.) with 1x 10° B. abortus in 100 pl of PBS and
the animals sacrificed at 14 days post-infection. The spleens were
harvested and macerated in 10 ml saline (NaCl 0.9%), serially
diluted, and plated in duplicated on Brucella Broth agar. Plates
were incubated for 3days at 37°C and the CFU number
was determined.

Bone marrow-derived macrophages

BMDMs were differentiated in vitro from bone marrow cells
extracted from mouse femurs. Cultures were differentiated for
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7days in an incubator at 37°C, 5% CO2 in DMEM medium
supplemented with 1% HEPES, 20% fetal bovine serum (FBS),
30% 1929 cell-conditioned medium (LCCM) source of M-CSF
(important for differentiation of progenitor cells into
macrophages), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin
(Thermo Fischer Scientific). After differentiation, macrophages
were collected by washing the monolayers with ice-cold PBS,
distributed on culture plates, and cultured in DMEM medium
containing 1% SFB and 1% HEPES or 10% SFB and 1% HEPES

and they were ready for use.

Lactate dehydrogenase release assay

For the lactate dehydrogenase (LDH) release assay, BMDMs
were plated at 5x 10° cells/well in 24-well plates and infected with
B. abortus (MOI 100) for 8 h. RPMI 1640 medium without phenol
red, with 1% glutamine, 1% FBS was used. Supernatants were
collected, and LDH was quantified using the Cytotox96 LDH kit
(Promega, Madison, WI) according to the manufacturer’s
instructions. During infection, bacteria were opsonized with a
polyclonal mouse antibody (anti-B.abortus, dilution 1:1,000) to
ensure more efficient bacterial phagocytosis. This polyclonal
antibody was generated by injecting 1 x 10° heat-killed bacteria/
mouse. The animals were injected three times during a 15-day
interval, and after this period, serum from each mouse was tested
for the presence of the specific antibody and stored at —80°C.

Cytokine measurement

For cytokine determination, BMDMs were plated at a
concentration of 5x 10° cells/well in 24-well plates and the cells
were infected with B. abortus at an MOI of 100 for 17h.
Supernatants were collected and cytokines were measured with
the mouse IL-1p, ELISA kit (R&D systems, Minneapolis, MN)
according to the manufacturer’s instructions.

Western blot analysis

BMDMs were cultured at 5 x 10° cells/well in 24-well plates.
The cells were infected with B. abortus for 17h as described
above. After 17h of infection, culture supernatants were harvested
and cells were lysed with M-PER Mammalian Protein Extraction
Reagent (Thermo Fisher Scientific) supplemented with 1:100
protease inhibitor mixture (Sigma-Aldrich). Cell lysates and
supernatants were subjected to SDS-PAGE analysis as already
described in previous studies by our research group (Cerqueira
etal., 2018). The primary Abs used included a mouse monoclonal
against the p20 subunit of caspase-1 (Adipogen, San Diego, CA,
United States) at a dilution of 1:1,000. Loading control was
performed using anti-fB-actin mAb (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA) at a dilution of 1:1,000.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Prism 5.0 software
(GraphPad Software, San Diego, CA). The unpaired Student ¢-test
was used to compare two groups. One-way ANOVA followed by
multiple comparisons according to Tukey procedure was used to
compare three or more groups. Unless otherwise stated, data are
expressed as the mean=SD. Differences were considered
statistically significant at a p-value <0.05.

Results

Il-1P secretion in response to Brucella
abortus occurs in a caspase-7/-
independent manner

The classical executioner caspases (caspase-7 and -3) are
activated to initiate the process that culminate in the classical cell
death signals (Nagata, 2018). Previous studies demonstrate that
caspase-7 activation requires caspase-1 processing under
inflammatory conditions (Lamkanfi and Kanneganti, 2010). To
investigate whether caspase-7 participates in caspase-1 cleavage
and IL-1p secretion during Brucella abortus infection, we infected
BMDMs of C57BL/6 (WT), Casp7”~, Casp7/1/117"~, Casp7/
Gsdmd™~, and Gsdmd™~ with Brucella. After 17h of infection,
we evaluated IL-1B secretion in the supernatant of the cells
(Figure 1A) and the lysate was properly prepared for the assay of
caspase-1 processing by Western blot analysis (Figure 1B). In all
assays, C57BL/6 and Gsdmd ™'~ animals were used as controls, since
the importance of gasdermin-D (GSDMD) for the control of
B.abortus infection had been demonstrated previously by our
research group (Cerqueira et al., 2018). We observed that BMDMs
from Casp7~~ mice secreted similar amounts of IL-1p as WT
animals. In macrophages from Casp7/1/117~, Casp7/Gsdmd~'-, and
Gsdmd™~ animals the amount of IL-1p secreted was dramatically
reduced compared to C57BL/6. Caspase-1 cleavage was observed
only in the C57BL/6 and Casp7~'~ strains, corroborating with the
IL-1f cytokine secretion profile. Collectively, these data suggest
that caspase-7 has no significant impact in IL-1f secretion and
caspase-1 cleavage in response to B. abortus infection.

Caspase-7 does not participate in
macrophage pyroptosis during Brucella
abortus infection

Next, we addressed the role of caspase-7 in B. abortus induced
cell death by quantifying LDH release in cell culture supernatants
(Figure 2). BMDMs from C57BL/6, Casp7™'~, Casp7/1/117",
Casp7/Gsdmd™"~, and Gsdmd~'~ mice were infected with B.abortus
and after 8 h of infection, LDH was quantified in the supernatant.
B. abortus infection triggered higher LDH release in BMDMs of
C57BL6 and Casp7~'~ strains when compared to Casp7/1/117"~,
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FIGURE 1
IL-1p production in response to Brucella abortus occurs in a caspase-7-independent manner. BMDMs were infected with B. abortus MOI: 100 for
17h. (A) IL-1p measurement in the supernatant by ELISA. (B) Immunoblot analysis of caspase-1 processing. Data show the mean+standard
deviation of triplicates. The data are representative of three independent experiments. One-way ANOVA, *p<0.05 compared to C57BL/6.
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FIGURE 2

Caspase-7 does not participate in macrophage pyroptosis during B. abortus infection. BMDMs were infected with Brucella abortus MOI: 100 for
8h and LDH quantification was performed in the cell supernatant. Values represent the percentage of LDH released compared to control cells
lysed with Triton X-100. The data show the mean+standard deviation representative of three independent experiments. One-way ANOVA, *p<0.05
compared to C57BL/6.

Casp7™"~, Casp7/1/117~, Casp7/Gsdmd™"~, and Gsdmd~'~ mouse
strains intraperitoneally and after 2weeks the animals were

Casp7/Gsdmd™"", and Gsdmd™"~ cells. This finding suggests that
caspase-7 does not have a role in the induction of programmed
sacrificed and the spleens were removed for quantification of the
number of bacterial CFU. As shown in Figure 3, the bacterial
burden measured in Casp7~~ animals showed no difference

cell death in response to B. abortus infection.

Caspase-7 plays no role in Brucella
abortus infection in vivo

To determine whether the absence of caspase-7 influences the

control of Brucella infection in vivo, we infected C57BL/6,
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compared to the C57BL/6 controls. Higher bacterial numbers
were observed in Casp7/1/117"~, Casp7/Gsdmd™"~, and Gsdmd ™'~
mice. This result demonstrates that this susceptibility profile to
infection occurred not because the lack of caspase-7, but rather,
because of the deletion of Casp1/11 or Gsdmd.
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Caspase-8 participates in caspase-1 lethality. To rescue this viability, additional deletion of the
cleavage and IL- 1[3 secretion in response RIPK3 kinase via the CRISPR/Cas9 technique was required
to Brucella abortus (Wang et al., 2013). Therefore, the animals used in this study

deficient for caspase-8 possess the additional deletion of

Further, we addressed the role of caspase-8 in regulating RIPK3. We infected BMDMs of C57BL/6, Gsdmd™'~, Casp8/
the inflammatory response during B.abortus infection. RIPK3™~, and Casp8**/RIPK3~~ mouse strains with B. abortus,
Deletion of caspase-8 results in RIPK3-dependent embryonic and after 17h of infection, we evaluated the secretion of IL-1f
in the supernatant of the cells. Additionally, cell lysates were

properly prepared for caspase-1 processing by Western blot
. * | analysis. BMDMs of Casp8/RIPK3™'~ secreted reduced amounts
I 1
% “ of IL-1p compared to the WT and Casp8**/RIPK3™~'~ controls,
: *
& ‘§ 41 | | similar to the profile observed in Gsdmd~~ macrophages
§ S } i = e (Figure 4A). Further, the immunoblot data corroborate with
% S 31 — the IL-1p secretion profile, where caspase-1 cleavage was
5 § o detected only in the C57BL/6 and Casp8"/*/RIPK3™'~ cells
%n R (Figure 4B). These data suggest an important role of
= L 11 caspase-8 in caspase-1 cleavage and consequent IL-1f secretion
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=) 8 during B. abortus infection.
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The role of caspase-7 in controlling Brucella abortus infection in infection
vivo. Mice were infected intraperitoneally with 1x10% CFU of B.
abortus and sacrificed after 2weeks of infection, and spleen )
homogenates were seeded onto plates containing BB agar Our results demonstrate that caspase-8 influences
medium for CFU determination. Data shown are the inflammasome activation induced by Brucella, since caspase-1
mean+standard deviation of five mice/group. The data are . . d . . d d
representative of three independent experiments. One-way activation and IL-1p secretion occurs in a caspase-8-dependent
ANOVA, *p<0.05, compared to wild-type mice. manner. Thus, we sought to investigate whether caspase-8 is
involved in pyroptosis induced by B.abortus. Macrophages from
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FIGURE 4
Caspase-8 participates in caspase-1 cleavage and IL-1f secretion in response to B. abortus. BMDMs obtained from C57BL/6, Gsdmd~-, Casp8/
RIPK3~"~ and Casp8**/RIPK3~"~ mice were uninfected (NI) or infected with B. abortus S2308 with MOI 100 for 17h. The supernatant was collected
and subjected to ELISA assay to estimate the concentration of IL-1p (A). The supernatant was labeled with anti-caspase-1 p20 monoclonal
antibody (B). Data show the mean+the standard deviation of triplicates. The data are representative of three independent experiments. Student
t-test, ****p<0.0001 compared to C57BL/6 or Casp8*/*/RIPK3~/~. ***p<0.001
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C57BL/6, Gsdmd ™", and Casp8/RIPK3™'~ strains were infected
with B.abortus for 8h. After this period, we performed the
quantification of LDH release in cell culture supernatants
(Figure 5). LDH release was greatly reduced in cells from animals
deficient for caspase-8 and GSDMD, suggesting a potential role
of caspase-8 in the induction of cell death in response to
B.abortus.

Absence of caspase-8 enhances
susceptibility to Brucella abortus
infection in vivo

Since BMDMs deficient in caspase-8 showed reduced
caspase-1 activation and secretion of IL-1P levels, we finally
evaluated whether caspase-8 also played a role in restricting
Brucella infection in mice. First, C57BL/6, Gsdmd ™", and Casp8/
RIPK3~~ mice were infected intraperitoneally with B. abortus.
After 2 weeks of infection, bacterial colony forming units (CFU)
were determined from spleen homogenates. The recovery of
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Caspase-8 is important to induce cell death during B.abortus
infection. BMDMs of C57BL/6, Gsdmd~- and Casp8/RIPK3
were infected with B. abortus with MOI 100 for 8hs and LDH
quantification was performed in the cell supernatant. Values
represent the percentage of LDH released compared to control
cells lysed with Triton X-100. Data show the mean+the
representative standard deviation of triplicates. The data are
representative of three independent experiments. Student t-test,
*p<0.05, ***p<0.001 compared to C57BL/6.
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bacteria in the spleen of Casp8/RIPK3™~'~ animals was higher than
the WT control group, in a manner very similar to that observed
in Gsdmd~"~ animals (Figure 6). Collectively, these data suggest
that caspase-8 is involved in an inflammatory response and in the
control of B. abortus in vivo.

Discussion

Programmed cell death (PCD) can be activated in response
to different stimuli (Nagata, 2018). Apoptosis, necroptosis and
pyroptosis are three types of cell death that have major
involvement in immune response and disease control
(Schwarzer et al., 2020). Apoptosis helps in the destruction and
removal of infected cells during bacterial infections (Speir
et al., 2016). In the case of Brucella, some studies have already
established that a virulent strain inhibits cell death in
macrophages to allow bacterial replication (Chen et al., 2011).
In contrast, in dendritic cells, astrocytes and T lymphocytes,
the smooth strain induced apoptotic cell death (Garcia
Samartino et al., 2010; Velasquez et al., 2012). Caspase-7, like
caspase-3, is an executing caspase, both of which are activated
by caspases-8 and -9 during death receptor-induced apoptosis,
under certain conditions (Lamkanfi et al., 2002). Recently,
some studies show that caspase-7 has a distinct role from
caspase-3 during activation of apoptosis and also has a role in
the inflammatory response against bacterial pathogens (Slee
et al,, 2001). Studies using Salmonella typhymurium infection
of macrophages or cells stimulated with LPS and ATP, showed
that activation  was

caspase-7 caspase-1-dependent.

(LOG) - Brucella abortus

C57BL/6 Gsdmd”

CFU/per mg of Spleen tissue

Casp8/RIPK3™"

FIGURE 6

Caspase-8 influences the resistance to Brucella infection in
vivo. C57BL/6, Gsdmd~~ and Casp8/RIPK3~~ m ice were
infected intraperitoneally with 1x10% CFU of B. abortus. Animals
were sacrificed 2weeks after infection and diluted spleen
homogenates were plated on agar plates containing BB
medium for CFU determination. Data shown are the
mean+standard deviation of five mice/group. The graph is
representative of three independent experiments. One-way
ANOVA, ***p<0.001 compared to C57BL/6
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Additionally, Akhter et al. have observed in the absence of
caspase-7 impaired ability of macrophages to restrict
intracellular replication of Legionella pneumophila (Akhter
et al.,, 2009). In contrast, Gongalves et al. (Goncalves et al,,
2019) demonstrated that lack of caspase-7 is not required to
control L. pneumophila replication in vitro and in vivo. In
another study, using an in vivo septic shock model, caspase-7-
deficient mice were shown to be resistant to lethality induced
by intraperitoneal injections of LPS (Lamkanfi et al., 2009).
However, in our study caspase-7 does not appear to participate
in the control of B.abortus infection. Inflammasome activation
with cleavage of caspase-1 and secretion of IL-1p is not affected
in the absence of caspase-7, as well as induction of cell death
and in vivo susceptibility to infection. We have previously
shown the participation of caspase-1, caspase-11 and GSDMD
in controlling B. abortus (Cerqueira et al., 2018). Therefore,
susceptibility to Brucella infection observed in Casp7/1/117/~
and Casp7/Gsdmd~'~ animals is not due to lack of caspase-7 but
rather the absence of caspase-1/11 and GSDMD.

Necroptosis is a programmed cell death pathway, with
inflammatory features, that involves the kinases RIPK1 and
RIPK3 and the pore-forming pseudokinase MLKL. When
RIPK3 is phosphorylated, oligomerization of MLKL is
initiated and subsequently inserts into the plasma membrane
of the cell, leading to pore formation and cell rupture
(Tummers and Green, 2017). Caspase-8 is involved in
apoptosis and pyroptosis mechanisms of cell death, and when
caspase-8 is inhibited RIPK1 interacts with RIPK3 leading to
necroptosis (Pandian and Kanneganti, 2022). Pyroptosis is
another type of inflammatory programmed cell death
triggered by inflammasome activation, and for a long time, it
was considered to be caspase-1-mediated in response to
bacterial challenge. However, when caspase-11 was shown to
detect intracellular LPS and also serve as a trigger to
pyroptosis, the role of pyroptosis expanded widely (Kayagaki
et al.,, 2011). Herein, we observed that in WT infected cells
LDH release occurs, corroborating with data from our
previous study where we showed that B. abortus infection
triggers pyroptosis, and this phenomenon is GSDMD-
dependent (Cerqueira et al., 2018). Additionally, in this study,
we demonstrated that cell death induced by Brucella was also
shown to be caspase-8-dependent. Caspase-8 contributes to
activation of canonical and noncanonical inflammasomes.
During Salmonella infection, caspase-8 can be recruited to the
NLRC4 inflammasome regulating IL-1f secretion, but not
playing a role in cell death (Man et al., 2013). In contrast, in
Yersinia infection model, like we observed in this study,
caspase-8 activates GSDMD to induce cell death (Sarhan et al.,
2018). Furthermore, we observed here that mice deficient for
caspase-8 and GSDMD are more susceptible to Brucella
infection in vivo compared to wild type animals, suggesting
that pyroptosis triggered during B. abortus infection is an
important mechanism to control infection.
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Several studies have already identified cellular functions for the
GSDMD-mediated pore, such as secretion of molecules such as
IL-1p and IL-la and eicosanoids, which are important for
recruiting neutrophils to the site of infection and promoting
phagocytosis of infected cells and contributing to infection
restriction (Jorgensen et al., 2016). Herein, reduced IL-1p secretion
and pyroptosis observed in Casp8/RIPK3™~ mice are possible
mechanisms that may contribute to increased susceptibility to
infection. Although we did not investigate cell recruitment in this
study, we hypothesize that innate cells recruitment to the site of
infection may be impaired by the absence of pyroptosis in caspase-8
deficient animals, which could in part explain the increased
bacterial load observed in these animals. Recently, caspase-8 was
involved in Aspergillus fumigatus keratitis being critical in the
recruitment of inflammatory cells and the clearance of the fungus
(Wang et al., 2022). In summary, we suggest that caspase-8 plays
an important role in cell death induced during B.abortus infection,
contributing to inflammation and infection control in mice.
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