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RESUMO

GUERRA, R. O. Avaliagao da participagcao de diferentes inflamassomas no
reconhecimento e no controle da infec¢cao experimental por Legionella
longbeachae. 2024. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia Basica e Aplicada) —
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2024.

As bactérias Gram-negativas, Legionella longbeachae e Legionella pneumophila,
podem infectar o homem e causar a doenga dos legionarios, caracterizada por uma
pneumonia grave e, em alguns casos, fatal. Embora as manifestagdes clinicas das
infeccbes por essas duas bactérias sejam semelhantes, observa-se que L.
longbeachae é significativamente mais virulenta e imunologicamente mais silenciosa
em murinos, quando comparada a L. pneumophila. Arespostaimune frente a infec¢ao
por L. pneumophila € bem caracterizada, diferentemente da resposta contra a infecgao
por L. longbeachae. Um dos mecanismos de defesa do hospedeiro para restringir a
replicacdo bacteriana € a ativacdo dos inflamassomas, os quais sdo complexos
proteicos multiméricos formados no citosol de células da imunidade inata. Essa
ativacao desencadeia a liberagao de citocinas pré-inflamatérias (IL-18 e IL-18), bem
como a morte piroptotica a partir da clivagem de Gasdermina-D (GSDMD). Tem sido
demonstrado que L. pneumophila consegue ativar os inflamassomas de NLRP3, AIM2
e, principalmente, NAIP5/NLRC4, apds o reconhecimento de LPS e efluxo de K,
dsDNA e flagelina, respectivamente. No entanto, L. longbeachae consegue evadir da
ativacdo do inflamassoma de NAIP5/NLRC4 por nao codificar a flagelina. A partir
disso, o objetivo deste trabalho foi investigar a ativagao dos inflamassomas e sua
importancia no controle bacteriano durante a infec¢éo por L. longbeachae in vivo e in
vitro. Assim, observamos que L. longbeachae ativa os inflamassomas de AIM2 e,
sobretudo, de NLRP3 pela via ndo canénica em macréfagos. No entanto, notamos
que as Caspase-1 e -11 sao dispensaveis para o controle bacteriano tanto in vitro
quanto in vivo. Por outro lado, identificamos uma via critica para o controle in vivo de
L. longbeachae, dependente de GSDMD e da Caspase-8. Nossos resultados
fornecem uma melhor compreensdo dos mecanismos imunologicos pelos quais

medeiam a eliminacéo da L. longbeachae.



Palavras-chaves: Legionella longbeachae; Inflamassomas; Caspase-11; GSDMD;
Caspase-8; Controle da replicacao.



ABSTRACT

GUERRA, R. O. The role of different inflammasomes in the recognition and
control of experimental infection by Legionella longbeachae. 2024. Dissertacao
(Mestrado em Imunologia Basica e Aplicada) — Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdao Preto, 2024.

The Gram-negative bacteria Legionella longbeachae and Legionella pneumophila can
infect humans and cause Legionnaires' disease, characterized by severe and, in some
cases, fatal pneumonia. Although the clinical manifestations of infections by these two
bacteria are similar, it has been observed that L. longbeachae is significantly more
virulent and immunologically more silent in murines when compared to L. pneumophila.
The immune response to infection by L. pneumophila is well characterized, unlike the
response to infection by L. longbeachae. One of the host's defense mechanisms to
restrict bacterial replication is the activation of inflammasomes, which are multimeric
protein complexes formed in the cytosol of innate immunity cells. This activation
triggers the release of pro-inflammatory cytokines (IL-18 and IL-18), as well as
pyroptotic death from the cleavage of Gasdermin-D (GSDMD). It has been shown that
L. pneumophila can activate the NLRP3, AIM2 and, especially, NAIP5/NLRC4
inflammasomes, following LPS recognition and efflux of K+, dsDNA and flagellin,
respectively. However, L. longbeachae evades NAIP5/NLRC4 inflammasome
activation because it does not encode flagellin. The aim of this study was to investigate
the activation of inflammasomes and their importance in bacterial control during
infection by L. longbeachae in vivo and in vitro. Thus, we observed that L. longbeachae
activates the AIM2 and, above all, NLRP3 inflammasomes via the non-canonical
pathway in macrophages. However, we note that Caspase-1 and -11 are dispensable
for bacterial control both in vitro and in vivo. On the other hand, we identified a critical
pathway for the in vivo control of L. longbeachae, dependent on GSDMD and Caspase-
8. Our results provide a better understanding of the immunological mechanisms by

which they mediate the elimination of L. longbeachae.

Keywords: Legionella longbeachae; Inflammasomes; Caspase-11; GSDMD; Caspase-

8; Control of replication.
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1. INTRODUGAO

1.1 Legionella spp.

As espécies de Legionella sdo bactérias Gram-negativas encontradas em
ambientes aquaticos e solo umido (MONDINO et al., 2020). A primeira espécie
identificada foi L. pneumophila em 1976 (FRASER et al., 1977), e atualmente o género
abrange mais de 65 espécies conhecidas, sendo que mais da metade delas é
responsavel por causar doengas em humanos (MIYASHITA et al., 2020). L.
pneumophila destaca-se como a principal espécie isolada em casos clinicos em todo
o mundo, especialmente na Europa e nos Estados Unidos (MONDINO et al., 2020;
PHIN et al., 2014; YU et al., 2002). L. longbeachae, por sua vez, identificada pela
primeira vez em 1980, tem baixa prevaléncia global. Contudo, é o principal agente
etioldgico dos casos no Hemisfério Sul, particularmente na Australia e Nova Zelandia,
onde o diagnostico € realizado como rotina (Currie & Beattie, 2015; Montanaro-
Punzengruber et al., 1999). Além disso, estudos apontam que a infecgdo por L.
longbeachae tem aumentado na Europa e em partes da Asia (WHILEY; BENTHAM,
2011). A identificacéo e a notificagao de infecgdes causadas por outras espécies além
da L. pneumophila sdo desafiadas pela falta de técnicas de diagndstico sensiveis e
amplamente disponiveis (MURDOCH, 2003).

As infecgdes por Legionella spp. podem ser assintomaticas ou sintomaticas. Os
casos sintomaticos sao caracterizados por duas manifestagdes clinicas distintas
(CURRIE; BEATTIE, 2015). A Doenga dos Legionarios € definida por uma pneumonia
grave com sintomas de febre, tosse, calafrios, dispneia, mialgia ou artralgia,
manifestagcdes gastrointestinais e neuroldgicas, entre outros. O periodo de incubacéo
€ de aproximadamente 2 a 14 dias e a taxa de mortalidade é mais alta em pacientes
imunossuprimidos (CUNHA; BURILLO; BOUZA, 2016). Além disso, a incidéncia é
maior em individuos com fatores de risco predisponentes, como tabagismo, doenca
cardiovascular ou respiratoria cronica, diabetes, abuso de alcool e imunossupressao
(PHIN et al., 2014). Por outro lado, a Febre de Pontiac € uma doencga febril e
autolimitante, semelhante a gripe, com periodo de incubagao curto de um a dois dias
(KAUFMANN et al., 1981; MIYASHITA et al., 2020). Dessa forma, os sintomas mais

comuns sao febre, calafrios, mialgia, mal-estar e cefaleia (GLICK et al., 1978).

16



L. pneumophila tem uma ampla distribuicdo em ambientes aquaticos, tanto
naturais quanto artificiais, que vao desde lagos e riachos até torres de resfriamento
de sistemas de ar-condicionado, fontes e banheiras de hidromassagem (BORELLA et
al., 2005; KOIDE et al., 1993; NEWTON et al., 2010). Nessas localidades, a bactéria
prolifera em biofiimes e estabelece interacdes parasitarias ou comensais com
protozoarios aquaticos, como as amebas de vida livre, incluindo Acanthamoeba e
Naegleria (BORELLA et al., 2005; NISAR et al., 2022; SCHWAKE; ALUM;
ABBASZADEGAN, 2021). Como resultado, a transmissdo para o homem ocorre
através da inalacdo ou aspiragdo de aerossdis ou agua contaminada por L.
pneumophila (NEWTON et al., 2010). Em contrapartida, L. longbeachae reside no
solo, onde presumivelmente também esta associada a protozoarios (MONDINO et al.,
2020; STEELE; MCLENNAN, 1996). Essa bactéria exibe uma notavel adaptagéo ao
solo, evidenciada pela codificacdo de proteinas que facilitam a invasdo e a
degradacao de material vegetal (CAZALET et al., 2010; WHILEY; BENTHAM, 2011).
Embora a transmissao para o homem nao esteja totalmente esclarecida, acredita-se
que aconteca devido ao manuseio de solos em vasos ou jardins, resultando na
inalacdo de poeira proveniente de solos contaminados (MONDINO et al., 2020). A
incidéncia mais elevada de casos de infeccao por L. longbeachae na Australia e na
Nova Zelandia, por exemplo, pode ser atribuida a composi¢cdo das misturas de vasos,
as quais incluem cascas de pinheiros e serragem compostada (CHAMBERS et al.,
2021; RUEHLEMANN; CRAWFORD, 1996). Algumas medidas preventivas s&o
recomendadas para evitar a infecgao por L. longbeachae e incluem: uso de mascara
facial, evitar a inalacédo de poeira e aerossois e lavar as maos apos o uso das misturas
para vasos (WHILEY; BENTHAM, 2011).

Apos a inalagdo de aerossois contaminados por Legionella spp., a bactéria é
fagocitada por macréfagos alveolares e neutréfilos. No interior dessas células, a
Legionella spp. reside em um compartimento isolado da via endossdmica e envolto
pelo reticulo endoplasmatico, chamado LCV (do inglés, Legionella-Containing
Vacuole) (COPENHAVER et al., 2014; NEWTON et al., 2010). Essa estratégia permite
a bactéria evitar a degradacgéao fagolisossomal, bem como as defesas intracelulares.
Além disso, possibilita a aquisicado de nutrientes necessarios para a sua replicagao
(MONDINO et al., 2020). A formacéo desse compartimento € dependente do sistema

de secregao tipo IV (T4SS), codificado pelos genes Dot/lcm, que possibilita a
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translocagcdo de proteinas efetoras que coordenam todas as etapas da vida
intracelular da Legionella spp. (MONDINO et al.,, 2020). Uma analise genémica
comparativa entre as bactérias L. pneumophila e L. longbeachae revelou que apenas
44% dos substratos codificados pelos genes Dot/icm s&do conservados entre as
espécies, 0 que sugere que, além das diferengcas no nicho ambiental, existem
variacbes genéticas que podem resultar em uma fisiopatogénese diferencial
(CAZALET et al., 2010; CHAMBERS et al., 2021).

O ciclo de vida da L. pneumophila e da L. longbeachae é bifasico, caracterizado
por uma forma replicativa (avirulenta) em condigdes ricas de nutrientes, favorecendo
sua replicagdo; e outra forma transmissiva (virulenta) quando a densidade bacteriana
aumenta e os nutrientes tornam-se limitados, o que induz a expressao de seus fatores
de transmissao para escapar da célula hospedeira e invadir um novo hospedeiro
(MONDINO et al., 2020). De forma interessante, uma analise transcriptdmica revelou
que as mudangas no programa de expressao génica durante essas fases sdo menos
acentuadas para L. longbeachae. Esse dado pode oferecer uma explicagdo para a
capacidade infecciosa da L. longbeachae, que parece ser independente de sua fase
de crescimento (CAZALET et al., 2010; MONDINO et al., 2020).

Em resposta a infecgéo por L. pneumophila, o organismo humano é capaz de
controla-la por meio de uma resposta inflamatéria robusta e uma eficiente imunidade
mediada por células. Nesse contexto, a bactéria inicialmente induz a ativagdo da
resposta imunoldgica por meio do reconhecimento pelos Receptores de
Reconhecimento de Padrdo (PRRs) (LIU; SHIN, 2019; PARK et al., 2017). Como
resultado, sdo desencadeadas cascatas de sinalizacéo intracelular que resultam em
alteracdes na expressao génica relacionada as respostas imunes inatas e a ativacéo
da imunidade adaptativa (HARTL et al., 2018). Por outro lado, a resposta imunolégica

contra a infeccao por L. longbeachae ndo € amplamente investigada.

1.2 Receptores de Reconhecimento de Padrbes (PRR)

A imunidade inata € a primeira linha de defesa do hospedeiro e é constituida
por células que reconhecem o0s microrganismos a partir de um nuamero limitado de
PRRs codificados pela linhagem germinativa. Além de reconhecerem estruturas
conservadas entre espécies microbianas, conhecidas como Padrées Moleculares

Associados a Patégenos (PAMPs, do inglés, Pathogen-associated molecular
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patterns), detectam moléculas enddgenas liberadas de células danificadas,
denominadas Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs, do inglés, Damage-
associated molecular patterns). Atualmente, existem cinco classes de familias de
PRRs, que sao: os receptores de membrana plasmatica, como os receptores Toll-like
(TLRs) e os receptores de lectina tipo C (CLRs); e os citoplasmaticos, como os
receptores RIG-like (RLRs), os Receptores NOD-like (NLRs) e os sensores de DNA
citosdlicos, tais como o cGAS (do inglés, cyclic GMP-AMP synthase) e AIM2 (do
inglés, absent in melanoma 2) (BRIARD; PLACE; KANNEGANTI, 2020; KUMAR;
KAWAI; AKIRA, 2011; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

1.2.1 Receptores Toll-like (TLRs) e L. pneumophila

Os TLRs sao os PRRs mais bem caracterizados e sao glicoproteinas do tipo |
de membrana, caracterizados por um dominio com repeticdes ricas em leucinas
(LRRs) de reconhecimento do ligante na regido N-terminal e um dominio
citoplasmatico Toll/Interleucina-1 (TIR) importante para a sinalizagdo a jusante. Em
humanos, foram identificados 10 membros da familia TLRs e 12 em camundongos.
Esses sensores podem estar localizados na membrana plasmatica, como o TLR1, 2,
4,5 e 6, ou nos endossomos, como TLR3, 7, 8 e 9. Cada TLR possui especificidades
para diferentes PAMPs. De maneira geral, os TLRs na superficie celular se ligam a
lipideos, proteinas e lipoproteinas da membrana de microrganismos, enquanto os
TLRs endossomais reconhecem acidos nucléicos microbianos e seus derivados
(ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

A interacdo dos TLRs com seus ligantes desencadeia alteragdes
conformacionais no receptor e o recrutamento de proteinas adaptadoras que contém
o dominio TIR, como MyD88 (do inglés, myeloid differentiation factor 88), TRIF (do
inglés, TIR domain-containing adaptor inducing interferon-@), TIRAP (do inglés, TIR
domain-containing adaptor protein) e TRAM (do inglés, TRIF-related adaptor
molecule). Consequentemente, diferentes fatores de transcricdo s&o ativados,
incluindo NF- «B (do inglés, nuclear factor «B), AP1 (do inglés, Activator protein 1) e
IRF (do inglés, interferon-regulatory factor). Essas vias de sinalizagdo resultam na

producao de interferons tipo 1 (IFN), citocinas pré-inflamatérias, bem como na
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liberacdo de quimiocinas (KAWAI; AKIRA, 2010; KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

Os diversos componentes estruturais da L. pneumophila interagem com os
TLRs e tém sido alvo de extensivas investigagdes. Ja foi observado que a lipoproteina
associada ao peptidoglicano de membrana, bem como ao lipopolissacarideo (LPS)
interagem com TLR2 (HO et al., 2009). Além disso, na auséncia de TLR2, houve maior
taxa de mortalidade e maior suscetibilidade a infeccao (ARCHER; ROY, 2006; FUSE
et al., 2007; HAWN et al., 2006; MASCARENHAS et al., 2015). A sinalizagcdo mediada
por TLR2 em modelos murinos desempenha um papel crucial na producdo de
citocinas pro-inflamatoérias, como IL-6 e a proteina inflamatéria de macrofagos-2 (MIP-
2), contribuindo para o recrutamento de leucocitos, especialmente os neutrofilos
(FUSE et al., 2007). De forma interessante, os estudos indicam que o reconhecimento
do LPS bacteriano pelo TLR4 nao é crucial para a depuracdo bacteriana em modelo
murino, embora pareca desempenhar um papel importante no reconhecimento e na
resposta por macréfagos humanos contra L. pneumophila (ARCHER; ROY, 2006;
FUSE et al.,, 2007; GRIGORYEVA; CIANCIOTTO, 2021; LETTINGA et al., 2002;
MASCARENHAS et al., 2015).

A suscetibilidade humana a Doencga dos Legionarios ja foi associada a um
polimorfismo de cédon de parada dominante comum no gene que codifica o TLR5, o
que resulta no comprometimento da producédo de citocinas pré-inflamatérias nas
células epiteliais apos o reconhecimento da flagelina bacteriana (HAWN et al., 2003).
Em murinos, o TLRS regula o recrutamento precoce de neutrofilos e a produgao de
citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas pelos macrofagos alveolares apés a infecgéo
por L. pneumophila (HAWN et al., 2007). No entanto, a auséncia de TLRS em
camundongos nao resultou em um aumento na carga bacteriana quando comparada
aos animais selvagens (ARCHER et al., 2009; HAWN et al., 2007).

Além disso, o TLR9, que reconhece DNA bacteriano, € necessario para uma
resposta ideal contra L. pneumophila (BHAN et al., 2008; MASCARENHAS et al.,
2015; NEWTON et al., 2007). Isso porque animais TIr9’ apresentaram maior
suscetibilidade a infecgao; tal condicdo é observada pelo aumento da mortalidade e

aumento da carga bacteriana. A falha no controle foi associada a reduc&o de células
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dendriticas mieloides e células T CD4* no pulmao, bem como a ativagao classica

prejudicada dos macrofagos (BHAN et al., 2008).

De maneira intrigante, os animais com deficiéncia em MyD88 demonstram uma
maior suscetibilidade a infecgéo por L. pneumophila em comparagéo com aqueles que
apresentam deficiéncia em um dos TLRs ou em TLR2/TLR9 e TLR2/TLR5 (ARCHER
et al.,, 2009; MASCARENHAS et al., 2015). Tanto a producédo de IFN-y por células
Natural Killer (NK) quanto o recrutamento eficaz de neutréfilos para os pulmdes
através da sinalizagao receptor de interleucina-1 (IL1R), sdo dependentes de MyD88
e fornecem uma explicagcao parcial para o aumento da suscetibilidade dos animais
Myd88" (ARCHER et al., 2009; MASCARENHAS et al., 2015). Contudo, sdo
necessarios mais estudos para avaliar se outros TLRs ou receptores distintos dos
TLRs, que dependem de MyD88, desempenham um papel critico no controle de L.

pneumophila.

1.2.2 Receptores NOD-like (NLRs) e L. pneumophila

A familia dos NLRs é constituida por 23 membros em humanos e 34 em
murinos, sendo responsavel pelo reconhecimento de ligantes presentes no citoplasma
das células (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Esses receptores séo constituidos por trés
dominios: 1) dominio C-terminal rico em leucinas (LRRs), responsavel por reconhecer
os PAMPs e DAMPs; 2) dominio NOD, que permite a auto-oligomerizagdo dos
receptores de maneira dependente de ATP; 3) dominio efetor N-terminal, que permite
as interagdes homotipicas com proteinas de sinalizagao, e inclui os dominios efetores
de morte (DED, do inglés, Death Effector Domain), Pirina (PYD, do inglés Pyrin
Domain), recrutamento de caspases (CARD, do inglés Caspase Recruitment Domain)
e repeticdes inibidoras de baculovirus (BIR, do inglés, Baculovirus Inhibitor Repeats)
(KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Conforme as variagdes na
regidao N-terminal, os NLRs s&o subdivididos em cinco grupos, sendo os conjuntos
NLRC e NLRP os mais bem caracterizados (PLATNICH; MURUVE, 2019). Os NLRC
incluem membros com um ou mais dominios CARD e consistem em cinco proteinas
(NLRC1-5). Por outro lado, os NLRP possuem dominios PYD e abrange

aproximadamente 14 membros em humanos (BACCALA et al., 2009).

Os receptores NOD1 (ou NLRC1) e NOD2 (ou NLRC2), os quais reconhecem

derivados de peptidoglicanos bacterianos, exercem papel parcial no controle da
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infecgao por L. pneumophila (BERRINGTON et al., 2010; FRUTUOSO et al., 2010).
Isso porque cooperam para o recrutamento de neutréfilos e a producao de citocinas
pro-inflamatérias durante a infecgdo (BERRINGTON et al., 2010; FRUTUOSO et al.,
2010). Dessa forma, a sinalizagdo por NOD1 e NOD2 resulta na ativagdo NF-xB e
MAPK por meio de um adaptador RIP2 e, consequentemente, leva a regulagéo
transcricional de genes relacionados a inflamacgao (INOHARA et al., 2005; PLATNICH;
MURUVE, 2019; SHIN et al., 2008; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Além disso, alguns
NLRs, como NLRC4 e NLRP3, sido reconhecidos por formar um complexo proteico
denominado inflamassoma, o qual € essencial para o controle de L. pneumophila
(MASCARENHAS; ZAMBONI, 2017; PLATNICH; MURUVE, 2019), conforme

discutido a seguir.

1.3 Inflamassomas

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos formados no citosol das
células de mamiferos apdés a deteccdo de patdogenos ou sinais de dano,
desencadeando inflamagao e morte celular. Embora a biologia dos inflamassomas
seja mais bem descrita em macrofagos, outras células mieloides, como neutréfilos e
células dendriticas, também apresentam esse mecanismo de resposta (PANDEY et
al., 2021; XUE et al., 2019). A identidade dos inflamassomas depende dos sensores
que sao ativados e sao subdivididos em candnicos, os quais levam a ativagao de
Caspase-1, incluindo os inflamassomas AIM2, NAIP-NLRC4, NLRP3 e de Pirina; e os
nao-candnicos, que ocorre de forma dependente de outras caspases, como as
Caspase-4 e -5 (em humanos) ou Caspase-11 (em camundongos), o que resulta na
ativagcao nao-candnica do inflamassoma de NLRP3 (PLATNICH; MURUVE, 2019;
XUE et al., 2019).

As caspases sdo uma familia de cisteina proteases e desempenham um papel
central na morte celular e resposta inflamatéria (VAN OPDENBOSCH; LAMKANFI,
2019). Essas enzimas clivam seus substratos na regido carbono-terminal do aspartato
e sao inicialmente expressas nas células como zimogénios inativos, também
conhecidas como pro-caspases (JULIEN; WELLS, 2017; VAN OPDENBOSCH,;
LAMKANFI, 2019). As pro-caspases geralmente consistem em um dominio pré-amino-
terminal e duas subunidades cataliticas na regido carbono-terminal, uma grande e

outra pequena. As regides N-terminais possuem um dominio CARD ou DED,
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importantes para o recrutamento e ativagcdo das caspases em complexos
multiproteicos (VAN OPDENBOSCH; LAMKANFI, 2019). A ativagado das caspases
ocorre apos a dimerizagao e clivagem do pré-dominio e do ligante intersubunidade
(JULIEN; WELLS, 2017). Com base na fungéo biologica e similaridade de sequéncias,
as caspases podem ser classificadas em: inflamatadrias, incluindo as Caspase-1, -4 e
-5 (-11 em camundongos); e apoptéticas, subdivididas em iniciadoras (Caspase-8, -9
e -10) e executoras (Caspase-3, -6 e -7) (CREAGH, 2014; JULIEN; WELLS, 2017).
Apesar da Caspase-7 e a Caspase-8 serem classificadas como apoptdticas, também
podem desempenhar um papel durante a ativagao dos inflamassomas (GONCALVES
et al., 2019; MASCARENHAS et al., 2017; ROSS et al., 2022).

Durante a ativagédo dos inflamassomas candnicos, além do recrutamento das
caspases, pode ocorrer ou nao o recrutamento de uma proteina adaptadora, chamada
ASC (do inglés, apoptosis-associated speck-like protein) (PANDEY et al., 2021; XUE
et al., 2019). Essa proteina possui um dominio PYD, que interage com os PRRs, e um
dominio CARD, que se liga a pro-caspase-1 por meio de interagdes homotipicas
(Figura 1) (PLATNICH; MURUVE, 2019; SHARMA; KANNEGANTI, 2016). Por
consequéncia, pontos discretos, também chamados “puncta” ou “specks” podem ser
visualizados por microscopia de luz no interior das células (BOUCHER et al., 2018;
PLATNICH; MURUVE, 2019). A proximidade de ASC com a pro-caspase-1 promove a
clivagem auto proteolitica da Caspase-1 para produzir as subunidades ativas p10 e
p20 (BOUCHER et al., 2018; SHARMA; KANNEGANTI, 2016). Em seguida, a
Caspase-1 ativada cliva as citocinas pro-inflamatdrias, IL-1B e IL-18, tornando-as
biologicamente ativas (KOVACS; MIAO, 2017). Essas citocinas estdo envolvidas em
diversos efeitos tanto no sistema imune inato quanto adaptativo (PLATNICH,;
MURUVE, 2019).

Além disso, a ativacdo da Caspases-1 e -11 também induz uma forma
inflamatdria e litica programada de morte celular conhecida como piroptose (BROZ;
DIXIT, 2016; GUO; CALLAWAY; TING, 2015). Esse processo depende da
Gasdermina-D (GSDMD), que é clivada pelas Caspase-1 e -11 (-4 e -5 em humanos),
separando seu dominio N-terminal formador de poros (PFD, do inglés N-terminal pore-
forming domain) do dominio repressor C-terminal (RD, do inglés, C-terminal repressor
domain). Como resultado, o PFD liberado se incorpora a membrana celular, onde

aproximadamente 16 monémeros de PFD se oligomerizam para formar um poro de
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grandes dimensdes com didmetro entre 10 e 15 nm (KOVACS; MIAO, 2017). Os poros
de GSDMD sao suficientemente amplos para permitir a liberagdo de citocinas como
IL-18 e IL-18, bem como a saida de proteinas soluveis, incluindo lactato
desidrogenase (LDH) e HMGB1 (do inglés, High-Mobility Group Box 1) (AACHOUI et
al., 2013; KOVACS; MIAO, 2017). Simultaneamente, ha a dissipagdo dos gradientes
idnicos celulares, levando ao influxo osmoético de agua, aumento do inchago celular e,
por fim, a lise da membrana plasmatica (AACHOUI et al., 2013). Além da GSDMD, a
piroptose depende da proteina de ruptura da membrana plasmatica, denominada
Ninjurina-1 (NINJ-1) (KAYAGAKI et al., 2021; PANDEY et al., 2021). No entanto, a
ativacao e os papéis especificos da NINJ-1 na indugao da piroptose ainda sdo pouco
compreendidos (DIAS; HORNUNG; NYLANDSTED, 2022).

Dentre os varios tipos de inflamassomas, o NLRP3 é um dos mais amplamente
estudados e pode ser ativado por diversos estimulos, como bactérias, fungos, virus,
protozoarios, cristais, toxinas formadoras de poros, bem como por DAMPs, ATP e
hialuronano, entre outros (BROZ; DIXIT, 2016; LAMKANFI; DIXIT, 2014). Devido a
ampla variedade de estimulos que podem ativar esse inflamassoma, acredita-se que
exista um evento celular comum desencadeado por todos os seus ativadores. Alguns
eventos ja foram considerados, incluindo o efluxo de potassio, a producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e disfungdo mitocondrial (BROZ; DIXIT, 2016). Embora
desempenhe um papel crucial no controle de microrganismos, sua desregulacéo ja foi
associada a patogénese de diversos disturbios inflamatérios, como sindromes
periddicas associadas a criopirina (CAPS), doenca de Alzheimer, diabetes, gota,

doencas autoinflamatorias e aterosclerose (KELLEY et al., 2019).

No geral, para que haja a ativagdo dos inflamassomas sao necessarios dois
sinais. O primeiro € chamado de “priming” e desencadeia a expressao dos
componentes do inflamassoma, pro-caspase-1 e pro-IL-1B, por meio do
reconhecimento dos PAMPs e DAMPs pelos PRRs (BROZ; DIXIT, 2016; HE; HARA;
NUNEZ, 2016). Esse sinal também & importante para induzir as modificacdes pds-
traducionais do NLRP3 para a sua estabilizacdo (MANGAN et al., 2018). O segundo
sinal, por sua vez, leva a montagem do inflamassoma. Nesse contexto, os sinais
associados a ativacao do inflamassoma de NLRP3 inclui: dano oxidativo mitocondrial,
ruptura da membrana lisossomal e efluxo de potassio da membrana plasmatica

(MEYERS; ZHU, 2020). Estudos adicionais destacaram o papel da serina/treonina
24



quinase NEK?7, reguladora do ciclo mitético, na ativagado do inflamassoma NLRP3 (HE
et al., 2016; SCHMID-BURGK et al., 2016; SHI et al., 2016). NEK7 interage com o
dominio LRR do NLRP3, influenciando a oligomerizagédo de NLRP3, a formacao de
pontos de ASC e a ativagédo subsequente da Caspase-1 apos o efluxo de potassio (HE
et al., 2016; HE; HARA; NUNEZ, 2016; SHARMA; KANNEGANTI, 2016; SWANSON;
DENG,; TING, 2019).

Além da ativagdo canbnica, o inflamassoma de NLRP3 também pode ser
desencadeado por meio de uma via ndo-candnica. Nessa via, a Caspase-11
reconhece o LPS, um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas, o
que resulta na indugdo de piroptose por meio da clivagem de GSDMD, de maneira
semelhante a ativagcao pela Caspase-1. Como resultado, ocorre um efluxo de potassio
significativo, suficiente para ativar o inflamassoma de NLRP3. E importante ressaltar
que, ao contrario da Caspase-1, a Caspase-11 nao realiza a clivagem da pré-IL-1B3 e
pré-IL-18. Portanto, a liberagdo das citocinas pro-inflamatorias requer uma ativagao
secundaria de NLRP3, que, por sua vez, recruta a Caspase-1 (DOWNS et al., 2020;
MANGAN et al., 2018; SWANSON; DENG; TING, 2019). Em contrapartida, estudos
revelaram que tanto a Caspase-11 quanto a Caspase-5 sédo capazes de clivar IL-1a
(CASSON et al., 2013; CUNHA et al., 2017; WIGGINS et al., 2019).

Outro inflamassoma relevante da familia dos NLRs € o NLRC4, ativado
mediante o reconhecimento da flagelina bacteriana e proteinas do sistema de
secrecao tipo Il (T3SS) de outras bactérias. Ao invés de reconhecer diretamente seus
ativadores, o NLRC4 associa-se as proteinas NAIP (nucleotide-binding domain
leucine-rich repeat-containing protein family of apoptosis inhibitory protein), as quais
interagem com os ligantes e recrutam o NLRC4 (ANDRADE; ZAMBONI, 2020;
SHARMA; KANNEGANTI, 2016). Os camundongos possuem sete proteinas NAIP,
sendo que NAIP1 e NAIP2 reconhecem as proteinas needle (agulha) e rod (base) do
T3SS bacteriano, respectivamente. As proteinas NAIP5 e NAIP6, por sua vez, se
ligam a flagelina, a subunidade monomérica do flagelo bacteriano (MASCARENHAS;
ZAMBONI, 2017). Até o momento, os ligantes de NAIP3, NAIP4 e NAIP7 permanecem
desconhecidos (XUE et al., 2019). Em contrapartida, os seres humanos codificam
apenas um NAIP funcional (hNAIP), o qual reconhece as proteinas do T3SS das
bactérias e flagelina bacteriana (KORTMANN; BRUBAKER; MONACK, 2015; XUE et

al., 2019; YANG et al.,, 2013). A ativacdo do NLRC4 pode ocorrer de maneira
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independente de ASC, em que o NLRC4 se liga diretamente a Caspase-1 por meio
das interagbes CARD-CARD, ou de forma dependente de ASC, amplificando a
ativacdo da Caspase-1 e o processamento das citocinas inflamatérias (ANDRADE;
ZAMBONI, 2020).

Além dos inflamassomas formados pelos membros da familia NLRs, ressalta-
se o inflamassoma de AIM2. O sensor AIM2 é constituido por um dominio PYD N-
terminal e um dominio HIN C-terminal, o qual é carregado positivamente e, por isso,
interage com a estrutura agucar-fosfato carregada negativamente do DNA de dupla
fita (dsDNA) no citosol das células. Apds o reconhecimento do dsDNA, ativa a
Caspase-1 de maneira dependente de ASC, o que desencadeia a piroptose e a
secrecao de citocinas (BROZ; DIXIT, 2016; XUE et al., 2019). Diferentes patogenos
sdo capazes de ativar esse inflamassoma, como citomegalovirus murino e virus
Vaccinia; bactérias Francisella tularensis, Francisella novicida, Listeria
monocytogenes e Legionella pneumophila; o parasita Plasmodium falciparum; e o
fungo Aspergillus fumigatus, entre outros (CUNHA et al., 2017; HAYWARD et al., 2018;
XUE et al, 2019). Em contrapartida, a expressdao aumentada de AIM2 foi
correlacionada a psoriase, ao aneurisma da aorta abdominal e ao lupus eritematoso
sistémico (BROZ; DIXIT, 2016; WANG et al., 2020).

Figura 1 - Arquitetura e montagem do inflamassoma de mamiferos.
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Fonte: Xue et. al (2019). (A) Sensores de inflamassoma s&o proteinas citosélicas que contém um
dominio pirina (PYD) e/ou um dominio de ativagao e recrutamento de caspases (CARD). Eles também
podem conter um dominio LRR (leucine-rich-repeat domain), um dominio NBD (nucleotide-binding
domain), dominio HIN-200, um dominio B30.2, um dominio C-C (coiled-coil domain), um dominio B (B-
box), um dominio FIIND (function-to-find domain), ou um dominio BIR (baculovirus inhibitor of apoptosis
repeat). Sensores de inflamassoma que contém um PYD podem recrutar uma proteina adaptadora,
chamada ASC (do inglés, Apoptosis-Associated Speck-Like Protein) contendo um CARD para mediar
as interagdes CARD-CARD com pro-caspase-1 (representada pelos andaimes positivos para ASC). No
entanto, o NLRC4 e o NLRP1b murino contém um CARD e podem interagir diretamente com a
Caspase-1 sem a necessidade de ASC (representado pela estrutura ASC-negativa). (B) A ativagao do
inflamassoma candnico ocorre em resposta a padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs),
moléculas de padrdes moleculares associados a perigos (DAMPs) e processos moleculares que
alteram a homeostase (HAMPs). Os sensores do inflamassoma podem interagir diretamente com seu
ligante alvo ou responder a uma variedade de alteragdes fisioldgicas. A Caspase-1 ativada cliva a
gasdermina-D (GSDMD) para liberar o dominio N-terminal (GSDMD-NT) que induz a piroptose. A
Caspase-1 também cliva a pré-interleucina IL-1 e a pro-IL-18 em suas formas ativas que sao liberadas
através dos poros do GSDMD. (C) O lipopolissacarideo citosdlico (LPS) liberado de bactérias Gram-
negativas é detectado pela Caspase-11 murina ou Caspase-4 e -5 humana, levando a ativagdo do
inflamassoma nao-candnico. Essas caspases ativadas clivam a GSDMD para induzir a piroptose. Além
disso, o GSDMD-NT ativa o inflamassoma NLRP3 que, subsequentemente, induz a maturagédo de
citocinas proé-inflamatdrias de maneira semelhante a via candnica do inflamassoma. Abreviaturas:
AIM2, absent in melanoma 2; B. anthracis, Bacillus anthracis; DHX9, DEAH-box helicase 9; NAIP, NOD-
like receptor  family = apoptosis inhibitory protein; NEK?7, NIMA-related kinase

7; S. Typhimurium, Salmonella enterica serovar Typhimurium.

1.3.1 Ativacao dos inflamassomas durante a infecgao por L. pneumophila

A ativacado dos inflamassomas por L. pneumophila tem sido alvo de muitas
investigacdes. Dentre eles, a via do NAIP5/NLRC4 é a mais importante para o controle
da replicagao bacteriana tanto in vivo quanto in vitro (GONCALVES et al., 2019;
ZAMBONI et al., 2006a). Inicialmente, pesquisadores observaram que diferentes
linhagens de macrdéfagos, exceto a linhagem A/J, eram resistentes a replicacéo de L.
pneumophila (YAMAMOTO et al., 1988). A resisténcia foi mapeada para um locus
autossdmico Lgn1, o qual codifica NAIP5, um sensor de flagelina capaz de interagir
com NLRC4, levando a ativagdo da Caspase-1 (BECKERS et al., 1995; DIETRICH et
al., 1995; DIEZ et al., 2000; ZAMBONI et al., 2006b). Em seguida, a Caspase-1 ativa
pode clivar diretamente GSDMD e levar a formagao de poros e morte celular ou clivar
a Caspase-7, que resulta em uma molécula formadora de poros desconhecida
(GONCALVES et al., 2019).
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No entanto, na auséncia da Caspase-1 ou GSDMD, o inflamassoma de
NAIP5/NLRC4 ativa uma via alternativa que envolve a proteina ASC e a Caspase-8,
que, por sua vez, desencadeia a ativagao da Caspase-7 e induz a morte celular de
forma independente da GSDMD (MASCARENHAS et al., 2017; MIAO et al., 2010;
SILVEIRA; ZAMBONI, 2010). Embora esses processos contribuam para limitar a
replicacao bacteriana, os mecanismos responsaveis pelo controle ainda nao estao

claros.

Foi observado que, apds a ruptura celular por piroptose, as bactérias
permanecem retidas com mobilidade limitada nos remanescentes da célula
hospedeira. Essas estruturas foram designadas como armadilhas intracelulares
induzidas por poro (PITs, do inglés, pore-induced intracellular traps). As bactérias
retidas apresentam uma maior sensibilidade aos ROS e uma capacidade restrita de
infectar outras células. Adicionalmente, os PITs podem sinalizar a sua destruicao por
fagocitos, em um processo conhecido como eferocitose (JORGENSEN et al., 20163,
2016b). Aléem da piroptose, outra consequéncia da ativagdo dos inflamassomas ¢é a
clivagem e secregao de citocinas pro-inflamatdrias. No entanto, tanto a IL-13 quanto
a IL-18 aparentemente n&o sao cruciais para o controle da replicagcdo de L.
pneumophila (MIAO et al., 2010).

Além do inflamassoma de NAIP5/NLRC4, L. pneumophila também ativa o
inflamassoma de AIM2. Inicialmente, foi demonstrado que essa bactéria expressa uma
proteina efetora denominada SdhA que previne a morte dos macréfagos, permitindo,
assim, maior replicagao bacteriana (LAGUNA et al., 2006). Posteriormente, a proteina
SdhA foi caracterizada como a responsavel por manter a integridade do LCV e,
consequentemente, impede acesso do DNA bacteriano ao citosol e a ativacdo do
inflamassoma de AIM2 (CREASEY; ISBERG, 2012; GE et al., 2012). A ativacdo de
AIM2 pela L. pneumophila resulta na ativacdo de Caspase-1, piroptose e secregao de
IL-1B (GE et al., 2012).

Independente de NAIP5/NLRC4, o LPS da L. pneumophila é reconhecido pela
Caspase-11 e promove a ativagdo do inflamassoma (CASE et al., 2013). Como
consequéncia, ocorre a piroptose por meio clivagem de GSDMD, bem como a
secrecao de IL-1a (CASE et al., 2013; CASSON et al., 2013). Os poros levam ao efluxo
de K*, um estimulo importante para ativagao do inflamassoma de NLRP3 (CASSON
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et al., 2013). De forma interessante, Cunha e col. (2017) mostraram que a agao
conjunta dos inflamassomas de AIM2 e Caspase-11 induz danos na membrana
celular, o que resulta na ativacédo de NLRP3 mediante efluxo de K* (CUNHA et al.,
2017). Além disso, animais Aim2/casp11”- infectados com L. pneumophila deficiente
para flagelina sdo mais suscetiveis a infec¢do. Embora a principal via de controle
bacteriano ocorra pelo reconhecimento da flagelina e ativagdo do inflamassoma de
NLRC4, acredita-se que os outros inflamassomas cooperam para potencializar a

restricdo bacteriana eficiente por meio da formagéo de poro (CUNHA et al., 2017).

1.4 Resposta imunolégica durante a infecgao por L. longbeachae

Apesar de existirem diversos estudos que descrevem a resposta imune inata
durante a infecgao por L. pneumophila, ainda ha uma lacuna na literatura em relagao
aos estudos que exploram os mecanismos efetores do sistema imune inato operantes
durante a infecgao por L. longbeachae. Dois estudos distintos evidenciaram que, apos
a infeccdo, ocorre uma infiltragdo de células inflamatodrias, notadamente neutrdfilos,
0S quais se presume estarem envolvidos nos processos de protecdo do hospedeiro
(GOBIN et al., 2009; MASSIS et al., 2017). Outras células importantes na resposta
tardia sdo as células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs) (ATAIDE et al.,
2023). Entretanto, os mecanismos exatos das moDCs no controle de L. longbeachae

necessitam de investigacdes mais aprofundadas.

Diferentes estudos mostram que L. longbeachae é letal em murinos e se dissemina
para o baco, figado e o sangue, diferentemente da L. pneumophila (ASARE et al.,
2007; GOBIN et al., 2009; PEREIRA et al., 2011a). Dois fatores podem explicar o
aumento da suscetibilidade, os quais sdo: a presenca de capsula e a auséncia de
flagelina (CAZALET et al., 2010; KOZAK et al., 2010; SILVEIRA; ZAMBONI, 2010).
Entretanto, mesmo as infecgcdes com L. pneumophila deficiente para flagelina (flaA-
Lpn) ndo sao capazes de induzir morte em modelo murino, indicando que existe outro

parametro envolvido na doenga causada pela L. longbeachae.

Ademais, em comparagao com a L. pneumophila, observa-se que L. longbeachae
induz uma produgéao reduzida de citocinas em macrofagos humanos e camundongos
(MASSIS et al., 2017). Contudo, as citocinas IFN-y, IL-12 e TNF-a demonstram ser
cruciais para a resisténcia a infeccdo (MASSIS et al., 2017). Esse papel mais

silencioso poderia estar relacionado a sua maior replicagdo no pulm&o de
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camundongos infectados, bem como a sua disseminacdo e indugdo de morte no

hospedeiro.

Tendo em vista o papel crucial dos inflamassomas no controle da replicacédo de L.
pneumophila, é de extrema importancia o estudo dessas moléculas inflamatérias
utilizando uma bactéria mais silenciosa e virulenta, como a L. longbeachae. A partir
disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a ativagdo dos diferentes
inflamassomas e sua relevancia no controle da replicacdo durante a infecgcao por L.

longbeachae.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a ativacdo dos inflamassomas e a sua relevancia no controle da
replicacdo bacteriana durante a infecgao por L. longbeachae tanto in vivo quanto in

vitro.

2.2 Objetivos especificos

1. Comparar a ativagao do inflamassoma entre L. longbeachae e flaA- Lpn in vitro;

2. Determinar o principal inflamassoma ativado por L. longbeachae in vitro;

3. Investigar a importancia de ASC, Caspase-1, Caspase-11, GSDMD, AIM2 e
NLRP3 no controle da replicacéo de L. longbeachae in vitro;

4. Avaliar a contribuicdo de ASC, Caspase-1, Caspase-11, GSDMD, AIM2, NLRP3
e IL-18 no controle da replicacao de L. longbeachae in vivo;

5. Examinar o papel da Caspase-8 no controle da replicagao de L. longbeachae in
vitro e in vivo;

6. Investigar a possivel cooperagcdo de Caspase-8 e GSDMD no controle de L.

longbeachae in vivo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Os camundongos empregados neste estudo foram acasalados e criados nas
instalacbes de biotérios da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. A
manipulagdo dos animais foi de acordo com as diretrizes éticas para pesquisa com
animais, conforme aprovado pela CETEA (Comisséo de Etica em Experimentagao
Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto) sob o protocolo numero
218/2014 e 1248/2023, em conformidade com as normativas estabelecidas pelo
CONCEA (Conselho Nacional de Controle em Experimentagado Animal). A eutanasia
dos camundongos foi realizada por meio de asfixia por COg2, seguida por
deslocamento cervical. As linhagens utilizadas foram: C57BL/6 (Jax 000664),
Casp1/117- (Ll et al., 1995), Casp11”- (KAYAGAKI et al., 2011), Casp?”-(RAUCH et al.,
2017), Asc/casp1/11- (MASCARENHAS et al., 2017), Gsdmd”(RAUCH et al., 2017),
Aim27” (JONES et al, 2010), NIrp3"<(MARIATHASAN et al., 2006), Ripk3”
(GONCALVES et al., 2019), Casp8” (RAUCH et al., 2017). Camundongos deficientes
em mais de um gene nao descrito acima (Casp8/ripk3”, Casp8/1/ripk3”, Gsdmd”
/casp8/ripk3”- e Gsdmd”/casp8/1/ripk3”) foram gerados neste estudo pelo

cruzamento de uma progénie F1 das linhagens parentais.

3.2 Cultura e preparo de bactérias

Foram utilizadas as bactérias: L. longbeachae NSW 150 resistente a
estreptomicina e sua cepa mutante para dotB- (MASSIS et al., 2017); e a cepa L.
pneumophila JR32 deficiente em flagelina (flaA- Lpn) (PEREIRA et al., 2011b).

As bactérias foram cultivadas em agar-carvao com extrato de levedura (CYE,
10 g/L de acido 4-morfolinopropanosulfénico (MOPS) ou acido N-(carbamoilmetil)-2-
aminoetanosulfénico (ACES), 10 g/L de extrato de levedura, 15 g/L de agar técnico, 2
g/L de carvdo ativado, suplementado com 0,4 g/L de L-cisteina e 0,135 g/L de
Fe(NOs3)3) a 35-37°C por 4 dias a partir de estoques congelados. Colbnias isoladas
foram estriadas em placas novas e incubadas por mais 2 dias. Para infecgdes in vitro
e in vivo, as bactérias, L. longbeachae e L. longbeachae dotB-, cultivadas em placas
sélidas foram ressuspendidas e diluidas em RPMI, como indicado por Massis et al.

(2017). Para infec¢des in vitro, a bactéria flaA” Lpn cultivada em placas solidas foi
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ressuspendida e diluida em agua destilada. Para infecgdes in vivo, a bactéria flaA- Lpn

foi ressuspendida em agua destilada autoclavada e diluidas em PBS.

3.3 Obtencao e infecgdo de macrofagos derivados de medula 6ssea

Para a cultura de macrofagos derivados de medula éssea (BMDMs), foram
retirados fémures e tibias de animais eutanasiados por dose excessiva de anestésico.
As células precursoras de macréfagos obtidas da medula éssea de camundongos
foram diferenciadas in vitro durante 7 dias em meio RPMI 1640 +HEPES
suplementado com 20% de SBF (Soro Fetal Bovino), 30% de LCCM (L Cell
Conditioned Medium), 2 mM L-Glutamina, 100 U/mL de penicilina/estreptomicina em
estufa a 37°C e 5% de CO2 (MARIM et al., 2010). Apds a diferenciagao, os macréfagos
foram coletados pela lavagem das monocamadas com PBS (phosphate-buffered
saline) pH 7,4 gelado, e posteriormente, distribuidos em placas de pogos tratadas e
cultivados em meio RPMI 1640 +HEPES contendo 10% de SBF e 2 mM L-Glutamina

para serem posteriormente infectados.

3.4 Infecgbes in vivo e coleta do Lavado Broncoalveolar (BAL)

Todos os camundongos utilizados neste projeto foram pareados por sexo e idade.
As infecgdes ocorreram apos 8 semanas de idade. Anteriormente as infecgdes, os
camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina (300mg/kg e 30mg/kg,
respectivamente) por via intraperitoneal. Apds anestesiados, os camundongos foram
infectados com 10° ou 10° de L. longbeachae em 40 uL RPMI 1640+HEPEs para
realizacdo do ensaio de UFC (Unidade Formadora de Colbnia, do inglés, Colony-
Forming Unit) nos pulmdes dos grupos de camundongos. Para coleta de BAL, os
animais foram infectados com 10’ de L. longbeachae em 40 uL de RPMI
1640+HEPES.

Com 48, 72 e 96 horas poés-infeccdo, os pulmdes foram coletados e macerados
por 15 minutos em 1 mL de agua destilada autoclavada (para flaA-Lpn) ou 1 mL de
RPMI puro (para L. longbeachae) usando um homogeneizador de tecidos, Tissue
Lyser. As diluigbes foram plaqueadas em CYE suplementado com 10 pg/mL de
estreptomicina e as placas foram incubadas por 4 dias a 35°C para contagem das
UFCs.

Para a retirada do BAL, os camundongos foram sacrificados com altas doses de

cetamina e xilazina. Posteriormente, 1mL de PBS-EDTA (5mM de EDTA) foi injetado
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na traqueia do animal para a retirada do BAL. O liquido coletado foi utilizado para
avaliar ativagao de Caspase-8. Além disso, por meio do BAL mensuramos a proteina
total pelo método de Bradford (MASSIS et al., 2017). E ainda, as porcentagens de
neutroéfilos foram estimadas pela contagem microscopica de células no BAL que foram

coradas por hematoxilina e eosina.

3.5 Ensaio de liberagao de LDH

BMDMs (5x10%pogo) foram plaqueados em placas de 24 pogos (Becton
Dickinson Labware, N.J, USA). No dia seguinte, as células foram infectadas com
multiplicidade de infeccdo (MOI) 10 de L. longbeachae, L. longbeachae dotB ou flaA*
Lpn em meio RPMI sem vermelho de fenol. Apds 24 horas de infeccdo, os
sobrenadantes foram coletados e a morte celular foi medida pelo ensaio de liberacao
de LDH, usando o kit CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega),
seguindo as instru¢gées do fabricante. Os valores obtidos foram representados em
porcentagem (%) em relagdo a morte celular induzida pela lise do detergente (Triton
X-100 9%).

3.6 Dosagem de IL-1B e IL-1a por ELISA

Para a dosagem de IL-1B e IL-1a por meio da técnica de ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay), foram plaqueados 5x10° de BMDMs/pogo em placas de 24
pocos. No dia seguinte, as células formam infectadas com MOI 10 de L. longbeachae
ou flaA" Lpn. Posteriormente, foram incubadas por 24 horas a 37°C e a 5% de CO2, e
seus sobrenadantes foram coletados para a dosagem de citocinas utilizando os kits
de ELISA (IL-1B - R&D Systems; IL-1a — BD Biosciences), de acordo com as

recomendagdes do fabricante.

3.7 Ensaio de replicacao in vitro

Para realizacdo da curva de crescimento de L. longbeachae, a bactéria foi
adicionada a cada pogo, contendo 2x10° de BMDMs, com MOI de 0,015 ou 10. Apds
24, 48, 72 e 96 horas, o sobrenadante da cultura dos macréfagos infectados foi
retirado e as células aderidas foram lisadas com agua estéril. O lisado foi adicionado

ao sobrenadante de cultura das células separado na etapa anterior, garantindo que o
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maior numero de bactérias de cada poco fosse obtido. O conteudo retirado de cada
poco foi plaqueado em placas contendo meio CYE Agar e a quantidade das UFCs foi
obtida a partir da contagem de colénias bacterianas visualizadas apos 4 dias de
incubagao em estufa 37°C (MARIM et al., 2010).

3.8 Western Blotting

Para os ensaios de detecgédo de Caspase-1, GSDMD e IL-1p clivada por WB
(Western Blotting), foram plaqueadas 10° células/pogo de BMDMs em placas de 48
pocos. Essas células foram previamente ativadas com LPS ultrapuro (100 ng/mL) por
4 horas e entdo infectadas com MOI 10 de L. longbeachae, L. longbeachae dotB- ou
flaA Lpn por 4, 6, 8 ou 10 horas. Os sobrenadantes foram coletados e precipitados
com 50% de acido tricloroacético e acetona. As células nos pogos foram lisadas com
tampéao RIPA (10 mM Tris-HCI; pH 7,4; 1 mM EDTA; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40;
1% desoxicolato e 0,1% SDS) contendo um coquetel de inibidores de protease. Os
lisados e sobrenadantes foram ressuspendidos em tampao de amostra contendo SDS
(50 mM Tris pH 6,8; 2% SDS; 0,1% azul de bromofenol; 10% glicerol; 2,5% f-
mercaptoetanol). As amostras foram separadas em gel de SDS-PAGE 15% e
posteriormente transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,22 pm,
utilizando o sistema de transferéncia Semidry Transfer Cell (Bio-Rad). Apds a
transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente
em tampéo TBS (Tris Buffered Saline) (60,5 g/L de Tris e 87,5 g/L de NaCl com pH
ajustado para 8,0 com HCI, mais 0,01% de Tween-20) e 5% de leite em pd desnatado.
Apods o bloqueio, as membranas foram incubadas com os anticorpos monoclonais anti-
caspase-1 de rat p20 (Genentech, 1:1000), anti-GSDMD de rabbit (Abcam, Ab209845,
1:1000) e anti-IL-1p de goat (diluicao 1: 1000, Sigma, 13767, 1:1000) e deixadas
overnight a 4°C. Apds a incubagdo do anticorpo primario, as membranas foram
lavadas novamente trés vezes com TBS-Tween e incubadas por 1 hora a 25°C com
anticorpo secundario apropriado conjugado com peroxidase (diluigao 1:3000; KPL,
USA). Em seguida, foi utilizado ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare) para a detecgcao dos anticorpos marcados observados no aparelho

Amersham Imager 600 (GE Healthcare).
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3.9 Ensaios de imunofluorescéncia

Os BMDM s (2x10%/ pogo em placas de 24 pogos) foram previamente ativados com
LPS ultrapuro (100 ng/mL) por 4 horas. Antes da infecgdo, as células foram tratadas
com 20 uyM de Z-VAD (Promega) por 1 hora e, entéo, infectadas com MOI 10 de L.
longbeachae ou flaA™ Lpn por 4 horas. Apos a infecgao, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 minutos a temperatura ambiente, bloqueadas e
permeabilizadas usando PBS contendo 5% de soro de cabra e 0,05% de saponina
durante 1 hora a temperatura ambiente. Os anticorpos usados foram: ASC (anti-ASC
de rabbit,1:2000, Adipogen AL177), NLRP3 (anti-NLRP3 de mouse, 1:2000,
AdipoGen) e AIM2 (rabbit anti-AIM2 de rabbit, 1:2000, Cell Signaling). O anticorpo foi
diluido em solucdo de bloqueio e adicionados a cada laminula. Apds 1h de incubacéo,
as células foram lavadas trés vezes com PBS e entdo incubadas com os anticorpos
secundarios conjugados com os fluoréforo, Alexa Fluor 594 ou 647 (Life
Technologies). Posteriormente, as laminas foram lavadas e montadas em laminas de
vidro com meio de montagem Prolong® Gold (Molecular Probes) contendo DAPI (do
inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole). Os numeros de puncta foram avaliados
observando 300 células em microscopio invertido LEICA DMI 4000B com obijetiva de
100X (Leica Microsystems).

3.10 Ativacao de Caspase-8
Para avaliar a ativacdo da Caspase-8 no BAL, utilizamos o kit o Caspase-8 Glo

Assay (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.11 Ensaio de formagao de poros

A formagéo de poros em BMDMs foi quantificada com base na permeabilidade
da membrana celular ao iodeto de propidio (Pl) em células danificadas, conforme
descrito anteriormente (CASE et al., 2013). Os BMDMs foram semeados em uma
placa preta de 96 pogos de fundo transparente (1 x 10° células/pogo). Antes da
infeccao, o meio foi substituido por RPMI sem vermelho de fenol, contendo 15 mM de
HEPES, 0.038 g/mL de NaHCOs, suplementado com 2% de SBF, 2 mM de L-
Glutamina e posteriormente adicionado 6 uL de Pl e anticorpo anti- L. longbeachae
(1:1000). Os BMDMs infectados foram mantidos a 37 °C e o PI foi excitado a 538 nm.

A emissao de fluorescéncia foi lida a 617 nm a cada 5 minutos usando um fluorémetro
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de placa (SpectraMax i3x, Molecular Devices). A formacao total de poros foi
determinada pela lise das células com a adi¢cao de Triton X-100 9% (34 uL/poco) em
um volume de 200 pyL de RPMI.

3.12 Ensaio de mortalidade

Para esse ensaio foram utilizados 10 camundongos por grupo, inoculados
intranasal com 10° de L. longbeachae. Apds a infecgdo, os camundongos foram
acompanhados por um periodo de 10 dias. Os camundongos que vierem a obito
durante o periodo foram anotados para constru¢do da curva de sobrevida dos

respectivos animais.

3.13 Andlises Estatisticas

Os resultados foram representados como média mais desvio padrao (SD). Para
comparagao entre multiplos grupos, foi realizada a analise de variancia (two-way
ANOVA ou one-way ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni. Diferencas nos
valores entre dois grupos foram determinadas utilizando o teste t de Student ou Mann-
Whitney. Todas as analises foram feitas com o auxilio do software GraphPad-Prism
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA), e as diferengas estatisticamente

significativas foram aquelas que apresentaram valores de P igual ou menor a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 L. longbeachae induz a clivagem da GSDMD e uma secregao reduzida de IL-13
quando comparada a flaA" Lpn em macrofagos

Os inflamassomas desempenham papéis significativos na imunidade do
hospedeiro contra diversas bactérias, incluindo aquelas desprovidas de flagelo e
encapsuladas, como Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae e
Klebsiella pneumoniae (CODO et al., 2018; WANG et al., 2017, 2023; WAWROCKI;
DRUSZCZYNSKA, 2017). No entanto, ainda nao esta claro se L. longbeachae é capaz
de induzir a ativacdo dos inflamassomas. Com o objetivo de esclarecer os
mecanismos especificos da resposta imune na interacdo entre o hospedeiro e L.
longbeachae, realizamos a infeccdo de BMDMs de animais C57BL/6. Em seguida,
realizamos uma analise dos produtos de ativagdo dos inflamassomas, estabelecendo
comparagdes com a bactéria flaA- Lpn, tendo em vista que ambas sao desprovidas de

flagelo.

Para avaliar a clivagem de GSDMD por L. longbeachae, BMDMs tratados com
LPS por 4h (priming) foram infectados com L. longbeachae ou flaA™ Lpn. Foi observado
que L. longbeachae induz a clivagem de GSDMD de maneira semelhante a flaA" Lpn
(Figura 2A). Sabe-se que o T4SS desempenha um papel crucial no estabelecimento
da infecgédo e na viruléncia de L. longbeachae (MASSIS et al., 2017), assim sendo,
investigamos a importancia desse sistema de secrec¢éo na ativagdo do inflamassoma.
Para isso, infectamos também os BMDMs com a cepa de L. longbeachae deficiente
para dotB-, um gene responsavel pela codificagdo da ATPase que impulsiona a
translocagao das proteinas efetoras do T4SS (MASSIS et al., 2017; WOOD et al.,
2015). Observamos que o sistema de secrecédo Dot/lcm é importante para clivagem
de GSDMD (Figura 2A).

Em seguida, avaliamos, se L. pneumophila e L. longbeachae possuem a
mesma capacidade de formar poros na membrana celular. Para isso, realizamos a
quantificacao da formagao de poros com base na incorporagao de iodeto de propidio
durante 9 horas de infecgao. De forma interessante, observamos que L. longbeachae
induz uma menor formagéao de poros, comparando-se com a flaA- Lpn (Figura 2B).
Apos a clivagem de GSDMD, o seu fragmento N-terminal transloca para a membrana
celular, o que resulta na formagao dos poros, crucial para a liberagao de citocinas pro-
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inflamatérias, como IL-18 (BROZ; DIXIT, 2016). Confirmando esses dados,
observamos uma reducdo na clivagem e secrecdo de IL-1B (Figura 2C e 2D).
Adicionalmente, o resultado obtido com a cepa mutante para dotB- sugere que a
clivagem de IL-13 é dependente do T4SS (Figura 2C). Outro parédmetro para a
avaliagao da piroptose envolve a quantificacédo da liberagdo de LDH. Assim, observou-
se uma discreta reducéo na liberagdo de LDH durante a infecgao por L. longbeachae
em comparagao com a flaA Lpn (Figura 2E). Além da piroptose, esse dado também
pode estar relacionado a elevada taxa de replicagdo bacteriana, que induz a lise

celular para infectar novas células.

A clivagem de Caspase-1 é um evento central na ativagdo dos inflamassomas
(MIAQ et al., 2010). Ao comparar BMDMs primados por 4 horas com LPS e infectados
com flaA- Lpn por 8 horas, observou-se que L. longbeachae nao induziu a clivagem

de Caspase-1 (Figura 2F).

Juntos, esses dados indicam que, independentemente de flagelina, tanto L.
longbeachae quanto flaA~ Lpn, desencadeiam a ativagdo dos inflamassomas,
conduzindo a clivagem de GSDMD, a piroptose e a liberagdo de IL-13. Entretanto,

modulam esse mecanismo de defesa do hospedeiro de maneira distinta.
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Figura 2 - L. longbeachae induz a clivagem da GSDMD e uma secrec¢éao reduzida de
IL-1B8 quando comparada a flaA- Lpn em macrofagos.
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Fonte: Da autora (2024). L. longbeachae induz a clivagem da GSDMD e uma secregao reduzida de
IL-18 quando comparada a flaA- Lpn em macréfagos. (A) Western Blotting da clivagem de GSDMD
no lisado de macrofagos derivados de medula éssea murina (BMDMs) de animais C57BL/6. BMDMs
foram primados com LPS (100 ng/mL) por 4h, infectados com MOI 10 de L. pneumophila deficiente em
flagelina (flaA"Lpn), L. longbeachae (L. long) ou L. longbeachae deficiente para dotB™ (dotB" L. long.)
durante 8h. (B) Quantificacéo fluorométrica da captacéo de iodeto de propidio (PI) ao longo do tempo,
expressa em unidades de fluorescéncia relativa (RFUs). BMDMs de animais C57BL/6 foram infectados
com MOI 10 de L. pneumophila deficiente (flaA"Lpn) ou L. longbeachae (L. long) por 9 horas. BMDMs
de animais C57BL/6 nao infectados foram usados como controle negativo. (C) Western Blotting de IL-
18 no sobrenadante de BMDMs de animais C57BL/6. BMDMs foram primados com LPS (100 ng/mL)
por 4h, infectados com MOI 10 de L. pneumophila deficiente em flagelina (flaA'Lpn), L. longbeachae (L.
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long) ou L. longbeachae deficiente para dotB  (dotB L. long.) durante 8h. (D) IL-1B liberada no
sobrenadante de BMDMs de animais C57BL/6 e detectada pelo método de ELISA. BMDMs foram
infectados com MOI 10 com L. pneumophila deficiente (flaA"Lpn) ou L. longbeachae (L. long). * p<0,05
comparou BMDMs de animais C57BL/6 infectados com L. longbeachae com BMDMs de animais
C57BL/6 infectados com flaA- L. pneumophila. (E) A citotoxicidade foi medida por meio do ensaio de
liberagdo de LDH (lactato desidrogenase). BMDMs de animais C57BL/6 foram infectados com L.
pneumophila deficiente em flagelina (flaA Lpn) ou L. longbeachae (L. long.). Apds 24h de infecgéo, o
sobrenadante dessas células foi coletado e a dosagem foi feita por meio do kit CytoTox96 LDH-release.
As porcentagens de liberagdo de LDH foram estimadas em relagéo as células lisadas com Triton X-100
9%. (F) Western Blotting de IL-1B no sobrenadante BMDMs de animais C57BL/6. BMDMs foram
primados com LPS (100 ng/mL) por 4h, infectados com MOI 10 de L. pneumophila deficiente (flaA"Lpn)
ou L. longbeachae (L. long) durante 8h. + desvio padréo das triplicatas. A analise estatistica realizada
em D e E foi t Student ndo pareado. Os dados das figuras A, B, C e D apresentam um experimento
representativo de dois experimentos com resultados similares. Os demais representam um experimento

representativo de um experimento realizado.

4.2 L. longbeachae desencadeia a ativagédo do inflamassoma n&ao-canénico de NLRP3
em macréfagos

L. pneumophila é capaz de induzir a ativagdo dos inflamassomas de NLRP3,
AIM2 e NAIP5/NLRC4, apés o reconhecimento de LPS e efluxo de potassio, dsDNA e
flagelina, respectivamente (MASCARENHAS; ZAMBONI, 2017). No entanto, o
inflamassoma preponderante, responsavel pelo controle eficaz em macréfagos -
células que desempenham papel como nicho replicativo para a bactéria - é o
inflamassoma de NAIPS/NLRC4. A auséncia de codificacdo de flagelina em L.
longbeachae, por sua vez, impede a ativagao do inflamassoma de NAIP5/NLRCA4.
Diante da observagcdo de que essa bactéria ativa também os inflamassomas,
avaliamos quais desses sdo cruciais para a clivagem de GSDMD e a subsequente
secrecao de IL-18 em BMDMs. Para isso, infectamos com MOI 10 de L. longbeachae
os BMDMs dos animais Gsdmd”-, Asc/casp1/117-, Casp1/117, Casp11”, Nirp3” e
Aim27, a fim de determinar os componentes importantes para a clivagem de GSDMD.
De forma interessante, foi observado que durante as 4 horas de infecgéo, a clivagem
de GSDMD né&o ocorre em células deficientes para Caspase-11 (Figura 3A). O
aparecimento do fragmento N-terminal em células Nirp3--indica a ativagéo da via ndo-

candnica, o que mostra que a Caspase-11 induz a formagao de poros, que pode
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desencadear a ativagdo do inflamassoma de NLRP3. Além disso, a clivagem de
GSDMD ocorre de maneira independente de AIM2 (Figura 3A).

Para compreender o papel da Caspase-11 na piroptose, avaliamos a formagao
de poro em tempo real. Foi observado que a formagéao de poro foi reduzida em BMDMs
Casp117- em resposta a infecgdo por L. longbeachae (Figura 3B). Como esperado,
BMDMs Casp?11”, bem como Asc/Casp1/117 infectados, liberaram menos LDH no
sobrenadante (Figura 3C).

A Caspase-11 nao é capaz de clivar diretamente a pro-IL-1B e a pro-IL-18 e,
por isso, requer a ativacdo secundaria do inflamassoma de NLRP3 (DOWNS et al.,
2020). Nesse contexto, sugerimos que a secrec¢ao de IL-1p € dependente de NLRP3.
Ao avaliar a secregao de IL-1p pelo método de ELISA nos BMDMs apds 24 horas de
infeccdo por L. longbeachae, houve uma redugdo na secregao dessa citocina em
células deficientes para NLRP3 e Caspase-11, mas ndao em células deficientes em
AIM2 (Figura 3D). Além disso, a secrecao de IL-1a induzida pela L. longbeachae foi
diminuida em BMDMs Casp777 (Figura 3E), o que condiz com os estudos anteriores
(CASSON et al., 2013; WANG et al., 2017).

A partir disso, nossos dados demonstram que L. longbeachae promove
principalmente a ativagao do inflamassoma mediada por Caspase-11, o que resulta

na subsequente secrecao de IL-1p de forma dependente de NLRP3 em macréfagos.
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Figura 3 - L. longbeachae desencadeia a ativacdo do inflamassoma nao-candnico de
NLRP3 em macrofagos.
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Fonte: Da autora (2024). L. longbeachae desencadeia a ativagado do inflamassoma nao-canénico
de NLRP3 em macrofagos. (A) Western Blotting da clivagem de GSDMD no lisado de macréfagos
derivados de medula 6ssea murina (BMDMs) de animais Asc/casp1/117, Casp1/117, Casp11™, Nirp3-
I-e Aim2”. Os BMDMs dos animais C57BL/6 e Gsdmd™ foram usados como controle. Os BMDMs foram
primados ou ndo com LPS (100 ng/mL) por 4h, infectados com MOI 10 de L. longbeachae (L. long)
durante 4h. (B) Quantificacédo fluorométrica da captacdo de iodeto de propidio (PI) ao longo do tempo,
expressa em unidades de fluorescéncia relativa (RFUs). BMDMSs de animais C57BL/6 e Casp11’ foram
infectados com MOI 10 de L. longbeachae (L. long) por 15 horas. (C) A citotoxicidade foi medida por

meio do ensaio de liberacdo de LDH (lactato desidrogenase). BMDMs de animais C57BL/6,
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Asc/Caspl1/117 e Caspl1”, foram infectados com L. longbeachae (L. long.). Apds 24h de infecgdo, o
sobrenadante dessas células foi coletado e a dosagem foi feita por meio do kit CytoTox96 LDH-release.
As porcentagens de liberacdo de LDH foram estimadas em relacdo as células lisadas com Triton X-100
9%.* p<0,05 comparou BMDMs de animais C57BL/6 infectados com L. longbeachae com BMDMs de
animais Asc/Casp1/117 infectados. (D) IL-1B liberada no sobrenadante de BMDMs de animais
C57BL/6, Caspll™, NIrp3” e Aim2” e detectada pelo método de ELISA. BMDMSs foram infectados com
MOI 10 com L. longbeachae (L. long). * p<0,05 comparou BMDMs de animais C57BL/6 infectados com
L. longbeachae com BMDMs de animais Caspll’ ou NIrp3” infectados. (E) IL-1a liberada no
sobrenadante de BMDMs de animais C57BL/6, Casp1/11” e Casp1/11” e detectada pelo método de
ELISA. BMDMs foram infectados com MOI 10 de L. longbeachae (L. long). * p<0,05 comparou BMDMs
de animais C57BL/6 infectados com L. longbeachae com BMDMs Caspl/11” infectados. ns: ndo
significativo. + desvio padrao das triplicatas. A anélise estatistica realizada em C, D e E foi t Student
ndo pareado. Todos os dados representam um experimento representativo de um experimento

realizado.

4.3 L. longbeachae ativa os inflamassomas de NLRP3 e AIM2 em macrofagos

L. pneumophila induz a ativagao da Caspase-11 por meio do reconhecimento
do LPS e, simultaneamente, ativa AIM2 apds o reconhecimento de dsDNA bacteriano.
Ambas as vias resultam no dano a membrana celular, o qual propicia o efluxo de K*
e, consequentemente, a ativacdo de NLRP3. Essas evidéncias sugerem uma
redundancia nas vias dos inflamassomas durante a infeccdo por L. pneumophila
(CUNHA; ZAMBONI, 2014).

Neste estudo, L. longbeachae também desencadeia a ativagao do
inflamassoma de NLRP3, principalmente pela via nao-canénica mediada pela
Caspase-11. Embora a secrec¢ao de IL-1[3 tenha sido reduzida tanto nas células Nirp3-
 quanto Casp11” (Figura 3D), os dados sugerem que existe outra via que coopera
para a producado de IL-1B. Para investigar essa hipétese, utilizamos BMDMs de
animais C57BL/6 para quantificar os puncta de ASC, NLRP3 e AIM2 por
imunofluorescéncia. As células foram previamente primadas com LPS por 4 horas, e
depois infectadas com L. longbeachae por 4 horas. Os BMDMs infectados com flaA-
Lpn foram usados para compararmos o comportamento de ativagdo dos
inflamassomas das duas bactérias desprovidas de flagelina. Antes da infecgao, as
células foram tratadas com o inibidor de caspases, Z-VAD (Promega), por 1 hora para
evitar a morte celular e melhorar a observacdo da estrutura dos puncta.

Demonstramos que L. longbeachae induz a ativagdo de ambos os inflamassomas,
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AIM2 e NLRP3, com predominancia na ativagao de NLRP3 (Figuras 4B e 4C). Embora
nao tenhamos detectado diferenca significativa na formagao de agregados proteicos
de AIM2 entre as duas bactérias, observamos que L. longbeachae levou a uma maior
formagéao de puncta de NLRP3 em comparagao a flaA  Lpn (Figuras 4B e 4C). Por
outro lado, BMDMs infectados com flaA- Lpn apresentaram mais puncta de ASC do
que os BMDMs infectados com L. longbeachae (Figura 4A).

Ademais, notamos que na auséncia de NIrp3”, ndo houve alteragdo
significativa na formacgéao de puncta de AIM2, comparando-se aos BMDMs selvagens
(Figuras 4B). No entanto, na auséncia de Aim27- houve menos formag&o de puncta de

NLRP3 do que nos BMDMs controle (Figura 4C), o que sugere que pode haver uma
interconexao entre eles.

Figura 4 - L. longbeachae ativa os inflamassomas de NLRP3 e AIM2 em macrdéfagos.
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Fonte: Da autora (2024). L. longbeachae ativa os inflamassomas de NLRP3 e AIM2 em
macrofagos. (A-E) Formacgéao de puncta de ASC (A), AIM2 (B) ou NLRP3 (C) em macrofagos derivados
de medula 6ssea murina (BMDMs) de animais C57BL/6 (A-C), Nirp3” (B) ou Aim2” (C). Os BMDMs
foram primados com LPS (100 ng/mL) por 4 horas e posteriormente tratados com inibidor de protease

Z-VAD por 1h. Em seguida, as células foram infectadas com MOI 10 de L. longbeachae ou L.
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pneumophila deficiente (flaA"Lpn) e fixadas ap0ds 4h de infeccéo. A quantificagao foi realizada em 300
células por microscopia de fluorescéncia. + desvio padrao das triplicatas. Todos os dados representam

um experimento representativo de um experimento realizado.

4.4 Caspase-1, Caspase-11, AIM2 e GSDMD sao dispensaveis para o controle de L.
longbeachae em macrofagos

Anteriormente, observamos que a infec¢do por L. longbeachae é capaz de
ativar os inflamassomas de NLRP3 (via ndo-candnica) e AIM2. A partir desses dados,
nosso préximo passo foi investigar as implicagdes da ativagao dos inflamassomas na
replicacdo bacteriana in vitro. Tendo em vista que identificamos o inflamassoma
principal ativado por L. longbeachae como sendo o nao-canbnico de NLRP3,
realizamos a infecgéo inicial dos BMDMs provenientes de animais Casp11” e
Asc/casp1/117- com baixo (0,015) ou alto (10) MOI, a fim de determinar as UFCs em
intervalos de 0, 24, 48, 72 e 96 horas ap0s a infeccao (Figuras 5A e 5B). Os resultados
mostraram que nao houve diferenga no crescimento bacteriano entre os diferentes
tipos de macréfagos nos dois MOI quando comparados aos BMDMs de animais
controle C57BL/6. Além disso, observamos que AIM2 e GSDMD n&o desempenham
papel significativo na restricao bacteriana em macréfagos (Figuras 5C, 5D e 5E). Em
conjunto, esses dados sugerem que a ativagado dos inflamassomas composto por

Caspase-11 e AIM2 ¢ dispensavel para o controle de L. longbeachae in vitro.

Além disso, ao infectarmos os BMDMs de animais NIrp3”,, notamos uma
diferenca estatistica no aumento da replicagdo bacteriana em comparagdo com o
controle apos 48 horas de infecgéo (Figura 5C). Tal resultado necessita de estudos
adicionais, pois a ativagdo de NLRP3 esta intrinsecamente associada a interagao de
Caspase-1 e ASC. No entanto, essa diferenca nao foi observada nos BMDMs de

animais Asc/casp1/117.
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Figura 5 - Caspase-1, Caspase-11, AIM2 e GSDMD séo dispensaveis para o controle
de L. longbeachae em macrofagos.
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Fonte: Da autora (2024). Caspase-1, Caspase-11, AIM2 e GSDMD sao dispensaveis para o
controle de L. longbeachae em macréfagos. (A-E) Replicagéo bacteriana em macréfagos derivados
de medula 6ssea murina (BMDMs) de animais Casp11”, Asc/casp1/117, Aim2”, Nirp3”, Gsdmd” e
C57BL/6 infectados com MOI 0,015 (A e D) e 10 (B, C e E) de L. longbeachae. Apés 0, 24, 48 e 72h
de infeccdo para MOI 10 e 0, 24, 48, 72 e 96h para MOI 0,015, as células foram lisadas para
determinagdo da Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs). + desvio padréo das triplicatas. * p<0,05
BMDMs C57BL/6 infectados com L. longbeachae comparado com Nirp3” infectados. A analise
estatistica realizada foi ANOVA. Todos os dados representam um experimento representativo de dois

experimentos realizados com resultados similares.
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4.5 GSDMD e NLRP3 sao importantes para o controle de L. longbeachae in vivo

Ao contrario da L. pneumophila, L. longbeachae é letal em murinos, e os
mecanismos imunoldgicos que estdo envolvidos na eliminagdo dessa bactéria
intracelular sao pouco conhecidos (MASSIS et al., 2017; WANG et al., 2018). Neste
contexto, investigamos a relevancia da ativagdo das vias dos inflamassomas no

controle de L. longbeachae in vivo.

Para isso, infectamos animais Gsdmd”, Nirp3”, Casp1/117-, Casp11”,
Asc/casp1/117- por via intranasal com 10° de L. longbeachae. Apos 48, 72 e 96 horas,
os pulmbdes foram coletados, macerados e plaqueados em placas CYE para a
contagem das UFCs. Foi observado que os animais deficientes para NLRP3 foram
mais suscetiveis a infecgao apds 48 e 72 horas, em comparagao aos animais controle
C57BL/6 (Figura 6A). Em contrapartida, os animais Aim2”’- ndo apresentaram um

aumento na replicac&o bacteriana (Figura 6B).

A GSDMD pode estar envolvida em outros mecanismos de resposta do
hospedeiro, que vao além da ativagdo dos inflamassomas, como a liberagcdo de
armadilhas extracelulares e a produgao de muco por células epiteliais (SOLLBERGER
et al., 2018; ZHANG et al., 2022). Nesse contexto, observamos uma maior replicagéo
bacteriana nos animais Gsdmd” infectados com 10° de L. longbeachae em
comparagao com os animais C57BL/6 nas fases de 48 e 72 horas apds a infecgao
(Figura 6A). No entanto, ao aumentar a carga bacteriana para 10°, esses animais,
bem como os animais deficientes para todas as vias de morte celular piroptética (Asc,
casp1/117), foram tdo suscetiveis quanto os animais controles apds 72 horas de
infecgdo (Figura 6C). Conforme esperado, os camundongos Gsdmd”’ também
apresentaram uma sobrevida menor quando infectados com L. longbeachae,

possivelmente devido a um dano pulmonar grave (Figura 6D).

Ao avaliar o BAL dos animais infectados, foi observado que, embora os animais
Asc/casp1/117-, Casp1/11” e Casp11”- tenham demonstrado resisténcia a infecgao
houve um aumento parcial no dano pulmonar, conforme indicado pela quantificacéo
de proteinas totais, em comparacdo aos animais C57BL/6 (Figura 7A).
Adicionalmente, ao monitorar os animais Casp777 ao longo de 10 dias, constatamos
que eles apresentaram sobrevida semelhante aos animais selvagens (Figura 7B).

Resultado semelhante foi observado por Pereira e col. (2011) ao comparar a taxa de
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sobrevida entre os animais Casp1/117- e controle (PEREIRA et al., 2011a). Dessa
forma, tanto a Caspase-11 quanto a Caspase-1 mostram-se dispensaveis para a

resisténcia do hospedeiro a L. longbeachae.

Além das Caspases-1 e -11, a Caspase-8 tem um papel importante na
imunidade, desempenhando fung¢des cruciais na sinalizacdo de morte celular e na
participacdo de vias inflamatorias (ORNING; LIEN, 2021). Por isso, tornou-se
importante investigar se a atividade de Caspase-8 poderia ser detectada no BAL dos
animais infectados com L. longbachae apds 72h. O ensaio realizado foi o Caspase-8
Glo Assay, o qual permite a detec¢cdo de um sinal de luminescéncia ao adicionar um
substrato para a Caspase-8 ativa (MASCARENHAS et al., 2017). Nos detectamos
uma atividade de Caspase-8 nos animais C57BL/6, e esta estava ainda aumentada
no BAL dos animais Asc/Casp1/117-, Casp1/117- e Casp11” (Figura 7C).

Além disso, durante a piroptose, a célula se rompe e, consequentemente, libera
DAMPs no meio extracelular. Essas moléculas podem desencadear o recrutamento e
ativacao de outras células, como os neutrdéfilos, amplificando, assim, a resposta
inflamatodria (JORGENSEN et al., 2016b; MASCARENHAS et al., 2015). Estudos
anteriores mostraram que os neutroéfilos sdo uma das células predominantes no inicio
da infecgao por L. longbeachae (GOBIN et al., 2009; MASSIS et al., 2017). Com o
objetivo de explorar ainda mais o papel dos inflamassomas na resposta imunoldgica,
formulamos a hipotese de que as vias dos inflamassomas sao fundamentais para o
recrutamento de neutrofilos. No entanto, ao examinar a porcentagem de neutrdfilos
no BAL de animais deficientes para Caspase-11, Caspase-1/11 e Asc/casp1/11, nao
observamos uma redugao significativa dessa populagao celular em comparagao aos
animais selvagens (Figura 7D). Tal resultado sugere que o recrutamento de neutrofilos
para a cavidade pulmonar durante a infecgdo por L. longbeachae ocorre de forma

independente dos inflamassomas.

Além da piroptose, outro possivel mecanismo importante para o controle
bacteriano de L. longbeachae que ocorre apds a ativagao das vias de inflamassomas
€ a secrecao de IL-18. A IL-18 é capaz de induzir a produgao de IFN-y por células T e
células Natural Killer (NK), além de contribuir para a polarizagao de células T em Th1
(WAWROCKI; DRUSZCZYNSKA, 2017). Além disso, estudos mostraram que a

secrecao de IFN-y é fundamental para a resisténcia a infecgéo por L. pneumophila e
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L. longbeachae (BROWN et al., 2016; MASSIS et al., 2017; SPORRI et al., 2006). Em
contrapartida, os animais deficientes para IL-18 ndo apresentaram um aumento na
replicacdo bacteriana quando comparados com os animais C57BL/6 (Figura 7E).
Esses resultados sugerem que o controle eficaz dessa bactéria ndo € estritamente
dependente da presenca de IL-18, assim como foi observado durante a infecgao por
L. pneumophila (MIAO et al., 2010).

Figura 6 - GSDMD e NLRP3 s&o importantes para o controle de L. longbeachae in vivo.
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Fonte: Da autora (2024). GSDMD e NLRP3 sao importantes para o controle de L. longbeachae in
vivo. (A-B) Cinética da replicagédo bacteriana de animais Gsdmd”, Nirp3”, Casp1/117, Casp117,
Asc/casp1/117-e C57BL/6 ap6s 48, 72 e 96 horas de infecgéo via intranasal com 10° de L. longbeachae.
Os animais foram sacrificados nos momentos indicados apds a infecgéo, e 10 yL das diluicdes dos
pulmdes triturados foram plaqueados no agar de extrato de levedura de carvdo (CYE) para
determinacédo das Unidades Formadoras de Colbénias (UFCs) por grama de pulmé&o. (C) Animais
Gsdmd”, Asc/casp1/117, Casp1/11”- e C57BL/6 foram infectados com 10° de L. longbeachae via
intranasal e as UFCs foram determinadas apds 72h de infecgdo. (D) Analise da porcentagem de
sobrevida dos animais Gsdmd” e C57BL/6 infectados com 108 de L. longbeachae via intranasal ao
longo de 10 dias. As linhas horizontais representam a média. Em todos os gréficos * p<0,05 animais
C57BL/6 infectados com L. longbeachae comparado com os animais knockout infectados. A analise

estatistica realizada foi t Student ndo pareado. A e B representam um experimento representativo de
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um experimento, embora outros experimentos foram realizados com os animais somente no tempo de
72h e tiveram resultados similares. C representa um experimento representativo de dois experimentos

realizados com resultados similares. D representa um experimento representativo de um experimento
realizado.

Figura 7 - A deficiéncia das vias de inflamassomas gera mais danos no pulméo
durante a infeccéo por L. longbeachae.
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Fonte: Da autora (2024). A deficiéncia das vias de inflamassomas gera mais danos no pulmao
durante a infeccdo por L. longbeachae. (A) Quantificagdo de proteinas totais pelo método de
Bradford no Lavado Broncoalveolar (BAL) de animais Casp11”, Casp1/117, Asc/casp1/11- e C57BL/6
infectados ou ndo com 107 de L. longbeachae durante 72h. (B) Andlise da porcentagem de sobrevida
dos animais Casp11”- e C57BL/6 infectados com 10° de L. longbeachae via intranasal ao longo de 10

dias. (D) Quantificagcéo da atividade de Caspase-8 pela adi¢cdo de substrato luminescente de Caspase-
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8 ativa nas amostras de BAL dos animais Casp117, Casp1/117-, Asc/casp1/117- e C57BL/6 infectados
ou ndo com 107 de L. longbeachae durante 72h. ULR: Unidades Relativas de Luminescéncia. (D)
Porcentagem de neutrdfilos no BAL de animais Casp11”, Casp1/117, Asc/casp1/11”- e C57BL/6
infectados ou ndo com 107 de L. longbeachae. Os animais foram eutanasiados e o BAL foi coletado
apés 72h de infecgdo. (E) Animais C57BL/6 e /118”7 foram infectados com 10° de L. longbeachae via
intranasal e as UFCs foram determinadas apods 72h de infecgdo. + desvio padrdo das amostras. Em
todos os graficos * p<0,05 animais C57BL/6 infectados com L. longbeachae comparado com os animais
knockout infectados. A analise estatistica realizada foi t Student ndo pareado. Todos os dados

representam um experimento representativo de um experimento realizado.

4.6 Caspase-8 € importante no controle bacteriano in vivo e in vitro

Apods observarmos a importancia de GSDMD para o controle da infecgao por L.
longbeachae, buscamos avaliar qual caspase estaria envolvida na clivagem da
GSDMD in vivo, uma vez que tanto a Caspase-1 quanto a Caspase-11 mostraram-se
irrelevantes para o controle bacteriano. Estudos anteriores mostram que a Caspase-
8 é capaz de realizar a clivagem direta da GSDMD (MALIREDDI et al., 2020; ORNING
et al.,, 2018). Além disso, nossos dados prévios sugerem a ativagdo in vivo da
Caspase-8. Para avaliar a importancia da Caspase-8 durante a infecgao por L.
longbeachae, utilizamos os animais Casp8/ripk3”- e Casp8/1/ripk3”, que sao
duplamente mutantes para Caspase-8 e RIPK3 devido a letalidade embrionaria
causada pela delegdo unica de Caspase-8 (KAISER et al., 2011). Com isso,
observamos que os animais Casp8/ripk3”’- e Casp8/1/ripk3”- foram significativamente
mais suscetiveis a infeccdo do que os animais C57BL/6 (Figura 8A). N&o houve
diferenga entre os animais knockout, sugerindo que a Caspase-8 desempenha um

papel crucial no controle de L. longbeachae.

Para verificar se a GSDMD e Caspase-8 atuam em vias de controle
dependentes ou independentes, infectamos os animais knockout Gsdmd”
/casp8/ripk3”- e Gsdmd”’/casp8/1/ripk3”-, e comparamos aos animais, Gsdmd” e
Casp8/ripk37-. Além disso, utilizamos os animais C57BL/6 e Ripk3”- como controles.
De forma interessante, ndo teve aumento da suscetibilidade dos animais Gsdmd”
/casp8/ripk3” e Gsdmd”’/casp8/1/ripk3”- comparados com os camundongos
Casp8/ripk37-, sugerindo que o efeito de Caspase-8 depende de GSDMD (Figura 8B).
Os animais Gsdmd-~- foram menos suscetiveis do que os animais Casp8/ripk3” (Figura
8B), 0 que nos leva a hipotetizar que a Caspase-8 também esta envolvida em outras
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vias de controle da replicagdo in vivo, como a expressao de citocinas pro-

inflamatorias.

Em seguida, verificamos se a Caspase-8 também ¢é importante no controle de
L. longbeachae in vitro, utilizando BMDMs de animais Casp8/ripk37. Notamos que as
células deficientes para Caspase-8 apresentaram um aumento das UFCs apos 48

horas de infecgéo (Figura 8C), consistente com os dados in vivo.

Para avaliar se a Caspase-11 € a principal caspase envolvida na clivagem de
GSDMD em BMDMs, utilizamos BMDMs deficientes para as diferentes caspases,
incluindo a Caspase-8. Dessa forma, os BMDMs foram inicialmente primados com
LPS por 4 horas, seguido de infeccdo com MOI 10 de L. longbeachae. Apés 4, 6, 8 e
10 horas de infecgdo, coletamos os lisados celulares para avaliar a clivagem de
GSDMD por meio de Western Blotting. A clivagem de GSDMD aumentou ao longo do

tempo, ocorrendo de maneira independente das Caspases-8 e -1 (Figura 8D).

Além disso, ndo observamos um impacto significativo na secrecao de IL-1 nos
BMDMs Casp8/ripk3”- em comparagao com os BMDMs controle (Figura 8E). Esses
dados reforgam os resultados iniciais, indicando que a via nao-candnica do
inflamassoma de NLRP3 é responsavel pela clivagem de GSDMD e secregao de
citocinas por macrofagos. Embora a Caspase-8 nao pareca ser crucial para a clivagem
de GSDMD e a secrecao de IL-1[3, sugere-se que ela possa desempenhar um papel
em outros mecanismos de defesa celular durante a infecgdo por L. longbeachae in

vitro.
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Figura 8 - Caspase-8 € importante no controle bacteriano in vivo e in vitro.
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Fonte: Da autora (2024). Caspase-8 é importante no controle bacteriano in vivo e in vitro. (A-B)
Animais Casp8/ripk3”, Casp8/1/ripk3”, Gsdmd/casp8/ripk3”, Gsdmd’/casp8/1/ripk3”-, Gsdmd”,
Ripk3” e C57BL/6 foram infectados com 10° de L. longbeachae via intranasal e as UFCs foram
determinadas apds 72h de infecgdo. Os animais foram sacrificados nos momentos indicados apoés a
infecgcao, e 10 uL das diluicdes dos pulmdes triturados foram plaqueados no agar de extrato de levedura
de carvao (CYE) para determinagédo das Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs) por grama de
pulm&o. (C) Replicagao bacteriana em macréfagos derivados de medula 6ssea murina (BMDMs) de
animais Casp8/ripk3” e C57BL/6 infectados com MOI 10 de L. longbeachae. Apos 0, 24, 48 e 72h de
infecgdo, as células foram lisadas para determinagédo das Unidades Formadoras de Colbnias (UFCs).
(D) Western Blotting da clivagem de GSDMD no lisado de BMDMs de Casp?”, Casp8/ripk3™,
Casp8/1/ripk3”-, Casp11”- e Asc/Casp1/117-. Os BMDMs de animais C57BL/6 e Gsdmd” foram usados
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como controle. Os BMDMs foram primados com LPS (100 ng/mL) por 4h, infectados com MOI 10 de L.
longbeachae (L. long) durante 4, 6, 8 e 10h. + desvio padrdo das amostras. * p<0,05 comparado com
C57BL/6. Arepresenta um experimento representativo de dois experimentos com resultados similares.
Os demais dados representam um experimento representativo de um experimento realizado. A analise

estatistica realizada foi t Student nao pareado.
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5. DISCUSSAO

Ainfeccédo por L. longbeachae causa uma forma grave de pneumonia adquirida
em seres humanos, resultando na hospitalizagdo e, em alguns casos, no oObito de
individuos (MONDINO et al., 2020). Embora os casos de infec¢ao por essa bactéria
sejam mais comuns na Australia e Nova Zelandia, sua incidéncia esta em ascensao
em todo o mundo, inclusive na Europa e em partes da Asia (CURRIE; BEATTIE, 2015;
WHILEY; BENTHAM, 2011). As manifestagbes clinicas das infecgbes por L.
pneumophila e L. longbeachae sao semelhantes, mas tais espécies apresentam
caracteristicas distintas em relagdao aos nichos ambientais, rotas de transmisséo,
epidemiologia, bem como em suas caracteristicas fisioldgicas e genéticas (CAZALET
et al.,, 2010; CHAMBERS et al., 2021; MONDINO et al., 2020). L. longbeachae, por
exemplo, ndo codifica genes para flagelina e possui uma capsula polissacaridica
(CAZALET et al., 2010). Ao contrario de L. pneumophila, os mecanismos imunolégicos
responsaveis pela eliminacdo de L. Jongbeachae, como a ativacdo dos

inflamassomas, ainda nao foram explorados.

Nosso estudo mostra que a infecgédo por L. longbeachae desencadeia a ativagao
dos inflamassomas, culminando na clivagem de GSDMD e na liberacdo de IL-1P3 e
LDH em macrofagos (Figura 2). Vale ressaltar que essa ativagéo é dependente do
sistema de secrecao Dot/lcm. Desse modo, o T4SS desempenha um papel dual na
infeccao, sendo crucial para a sobrevivéncia e replicacao de L. longbeachae, além de
possibilitar a ativagdo das vias de imunovigilancia do hospedeiro por meio do
reconhecimento das proteinas efetoras transduzidas para o citosol pelos PRRs
(COPENHAVER et al., 2014; DOLINSKY et al., 2014).

Embora as bactérias ndo flageladas, L. longbeachae e flaA- Lpn, clivam de forma
semelhante a GSDMD, observamos que L. longbeachae induz uma formagao de de
poros reduzida na membrana celular e, consequentemente, menor liberagao de LDH
e IL-1B (Figura 2). Com isso, acredita-se que L. longbeachae regula de maneira
distinta os eventos de piroptose em comparacdo a flaA- Lpn. E possivel que os fatores
de viruléncia de L. longbeachae possam modular as vias de reparo celular, impedindo
ou retardando a ruptura da célula para que seu ciclo de vida se complete. Essa
suposicao se baseia na existéncia de mecanismos distintos nas células para reparar
a membrana plasmatica (ANDREWS; ALMEIDA; CORROTTE, 2014). Estudos
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anteriores evidenciaram que a maquinaria ESCRT-IIl é capaz de remover poros na
membrana formados durante a necroptose e a piroptose (GONG et al., 2017; LI et al.,
2022). Além disso, a Caspase-7 também foi identificada como capaz de impedir a
funcionalidade dos poros de GSDMD, ativando a esfingomielinase acida para produzir
ceramida e realizar o reparo (NOZAKI et al., 2022). Outro mecanismo que poderia ser
regulado por essa bactéria para prolongar a sua sobrevida na célula hospedeira, seria
o bloqueio do executor terminal da ruptura da membrana plasmatica durante a
piroptose, o NINJ1 (DIAS; HORNUNG; NYLANDSTED, 2022; KAYAGAKI et al., 2021).
Portanto, investigar a relevancia de NINJ1 durante a infecgao por L. longbeachae é
crucial para compreender como essa bactéria intracelular manipula as respostas do

hospedeiro.

Além disso, a observagao de uma menor secrecgéao e clivagem de IL-18 em BMDMs
infectados por L. longbeachae em comparacéao a cepa flaA- Lpn estda em concordancia
com dados da literatura, os quais indicam uma redugao na secrec¢ao de citocinas pro-
inflamatorias em BMDMs e macrofagos humanos (MASSIS et al., 2017). Por isso, L.
longbeachae foi caracterizada como uma bactéria de perfil mais silencioso (MASSIS
et al., 2017). Essa resposta atenuada pode estar relacionada a presenga da capsula
ou a outros fatores de viruléncia exclusivos de L. longbeachae. Vale ressaltar que L.
longbeachae apresenta um repertdrio unico de substratos para o sistema de secregao
Dot/lcm tipo IV, os quais ainda ndo foram explorados quanto aos seus papéis na
viruléncia dessa bactéria (CAZALET et al., 2010).

Demonstramos aqui que a clivagem de GSDMD é predominantemente mediada
pelo reconhecimento do LPS bacteriano pela Caspase-11. Como resultado, os poros
formados na membrana desencadeiam o efluxo de K*, ativando o inflamassoma de
NLRP3, o que, por sua vez, propicia a clivagem e liberagdo de IL-1B (Figura 2)
(DOWNS et al., 2020). Essa via de inflamassoma também é ativada em macréfagos
infectados por bactérias clinicamente importantes, como Escherichia coli, Citrobacter
rodentium, Vibrio cholerae, L. pneumophila, entre outras (KAYAGAKI et al., 2011,
2015). Embora L. longbeachae induza a ativagao do inflamassoma nao-candnico de
NLRP3, observamos que a Caspase-11 ndo € importante para o controle em
macrofagos (Figura 4A e 4B). Esse resultado sugere que os macréfagos nao sao as
principais células envolvidas no controle de L. longbeachae. Estudos anteriores

revelaram que, em camundongos, ha um grande infiltrado de neutréfilos no inicio da
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infecgao e, na fase mais tardia, as células predominantes sao as moDCs (ATAIDE et
al., 2023; MASSIS et al., 2017). As moDCs tornam-se as principais células produtoras
de citocinas pro-inflamatorias nesse estagio da infecgdo (ATAIDE et al., 2023). No
entanto, as contribuicbes claras das moDCs na restrigdo do nicho replicativo
permanecem obscuras. Uma hipotese € que a sinalizagdo de IFN-y produzido por
outras células imunoldgicas, como as NK, nas moDCs poderia levar a morte celular
das células infectadas de forma dependente de Caspase-8 (SIMPSON et al., 2022;
SPORRI et al., 2006). Portanto, ha a necessidade de caracterizar as principais células

€ 0S seus mecanismos agao no controle de L. longbeachae.

Outro aspecto relevante que demonstramos é que tanto a Caspase-11 quanto
a Caspase-1 ndo desempenham um papel crucial na defesa do hospedeiro contra L.
longbeachae in vivo (Figuras 6A-C, 7B). Resultados anteriores, destacados por
Pereira et al. (2011), ja sugeriam que a Caspase-1 e -11 ndo contribuiam para a
resisténcia bacteriana (PEREIRA et al., 2011a). No entanto, observamos que, na
auséncia dessas caspases, ha um aumento significativo no dano tecidual (Figura 7A).
Nesse sentido, embora nao figurem como o mecanismo principal de controle, é
possivel que desempenhem um papel colaborativo para manter um equilibrio

adequado na resposta imunoldgica.

Observamos que a maquinaria dos inflamassomas AIM2 e, principalmente,
NLRP3 é formada no citosol dos BMDMs (Figura 4). Acreditamos ainda que a ativagao
de AIM2 pode cooperar para a amplificacdo da atividade do inflamassoma de NLRP3
por meio do aumento do efluxo de K* nos macrofagos, uma vez que na auséncia de
Aim2’ houve menor formacdo de puncta de NLRP3 do que nos BMDMs controle
(Figura 4C). Estudos apontam que diferentes sensores e caspases podem ser
recrutados para um unico complexo de inflamassoma (KARKI et al., 2015; MAN et al.,
2014). No entanto, ndo investigamos se esses inflamassomas podem se colocalizar

durante a infecgéo por L. longbeachae.

Além disso, nossos dados suportam a hipétese de que o inflamassoma de AIM2
ndo € importante para o controle tanto in vitro quanto in vivo (Figura 5C e 6B). Esse
inflamassoma é ativado por meio do reconhecimento de dsDNA no citosol das células
(WANG et al., 2020). Em contraste, a bactéria Gram-negativa, Francisella tularensis,

que € o agente causador de tularemia, desencadeia a ativagdo de AIM2 em BMDMs
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e em células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs), sendo importante para
a protecao do hospedeiro (BELHOCINE; MONACK, 2012; FERNANDES-ALNEMRI et
al., 2010). A relevancia do inflamassoma AIM2 também foi examinada em outras
infeccdes bacterianas, como Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumonia,
Mycobacerium species, Brucella abortus, Chlamydia muridarum e L. pneumophila
(SHARMA; KARKI; KANNEGANTI, 2019). No entanto, varios microrganismos
desenvolveram mecanismos especificos para evitar a ativagéo desta via de resposta
inata, como por meio da expressédo de proteinas que preservam a integridade dos
fagossomos (SHARMA; KARKI; KANNEGANTI, 2019). Por exemplo, L. pneumophila
secreta a proteina efetora, SdhA, a qual previne a liberacdo de DNA bacteriano no
citosol de macréfagos ao manter a integridade da membrana do LCV (GE et al., 2012).
Dessa forma, ndo seria surpreendente se L. longbeachae também empregasse

mecanismos semelhantes para reprimir a ativacdo do inflamassoma AIM2.

A compreensao da regulagéo da resposta imune in vivo pelos inflamassomas é
um desafio complexo. Dessa maneira, investigamos se a piroptose desencadeada
pelas vias dos inflamassomas contribui para o recrutamento de neutrdfilos. Isso se
deve ao fato de que, apds a ruptura das células, ocorre o extravasamento do conteudo
citoplasmatico, como liberagdo de DAMPs, citocinas e quimiocinas, 0os quais propiciam
a disseminagao da resposta inflamatéria (JORGENSEN et al., 2016b; WANG et al.,
2017). Todavia, observamos que o recrutamento de neutrofilos para os pulmdes de
animais infectados por L. longbeachae ocorre de maneira independente do
inflamassoma. Outra consequéncia da ativacdo das vias de inflamassomas é a
liberacdo de IL-18, particularmente importante para induzir a producéo de IFN-y por
células NK, bem como para polarizar a resposta dos linfécitos T em diregdo a Th1
(WAWROCKI; DRUSZCZYNSKA, 2017). No entanto, os nossos resultados mostram

que essa citocina também é dispensavel para o controle de L. longbeachae.

Nossos dados mostram que o inflamassoma de NLRP3 desempenha um papel
crucial no controle tanto in vitro quanto in vivo. Esta observagao contrasta com a falta
de suscetibilidade evidenciada na auséncia de Asc/Casp-1 e -11, sugerindo, assim, a
possibilidade de que NLRP3 possa exercer fungdes independentes dessas proteinas.
Em camundongos, NLRP3 e ASC, mas nao Caspase-1/11, protegem o hospedeiro da
infecgao por Streptococcus pneumoniae por meio da regulagao de genes relacionados

a defesa da mucosa nas vias areas, como TFF2, REG3y e BPIFA1 (FANG et al., 2019).
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Outro trabalho, por sua vez, mostrou que o NLRP3 tem efeito na fungao da barreira
epitelial pulmonar de forma independente de IL-18, IL-1B, Caspase-1 e ASC
(KOSTADINOVA et al., 2016). Portanto, estudos prospectivos que se dedicam a
elucidacao dos genes regulados por NLRP3 durante a infecgdo por L. longbeachae,
bem como a avaliagdo da integridade da barreira pulmonar, contribuirdo para uma
compreensao mais aprofundada dos mecanismos especificos subjacentes ao papel
de NLRP3.

Adicionalmente, nossos dados revelam que a GSDMD ¢é importante para a
resisténcia a infeccdo em camundongos, mas que os macréfagos nao sao as
principais células responsaveis por essa resposta (Figura 5D-E; 6A). Em contraste
com L. pneumophila, na qual a piroptose em macrofagos esta associada a eliminagéo
do nicho replicativo ou a formagdo de detritos celulares denominados PITs, que
aprisionam as bactérias previamente intracelulares e facilitam a captacdo por
neutrofilos (GONCALVES et al., 2019; JORGENSEN et al., 2016b; MASCARENHAS
et al., 2017; PEREIRA et al., 2011a). Além do seu papel em macrofagos, a fungao da
GSDMD em outras células, como neutrdfilos e células epiteliais, tem sido cada vez
mais investigada. Por exemplo, Zhang et. al (2022) demonstraram a fungao intrinseca
da GSDMD na exocitose dos granulos de mucina em células caliciformes (ZHANG et
al., 2022). Em neutrdfilos, a GSDMD pode contribuir para a liberagdo de armadilhas
extracelulares denominadas NETs, de forma dependente ou independente dos
inflamassomas (CHEN et al., 2018; SOLLBERGER et al., 2018). Dessa forma, a
GSDMD também parece desempenhar papéis diversos na contencéo da replicacao

de L. longbeachae.

Além das Caspases-1 e -11, a GSDMD pode ser clivada pela Caspase-8 para
desencadear a piroptose (DEMARCO et al., 2020; ORNING et al., 2018; ZHENG et
al., 2021). A Caspase-8 é classificada como uma caspase apoptética e inflamatéria; e
possui um dominio DED. Assim como a Caspase-1, é ativada por dimerizagao, e a
sua forma ativa consiste em duas grandes subunidades p18 e duas pequenas
subunidades p10 (ORNING; LIEN, 2021). Embora seja mais reconhecida como um
ativador da Caspase-3, comumente associada a regulagcao da morte celular por
apoptose, essa proteina também esta relacionada a respostas inflamatérias em
diferentes infecgdes bacterianas (ORNING et al., 2018; ORNING; LIEN, 2021). Por

exemplo, macréfagos infectados com L. pneumophila, quando na auséncia de
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Caspase-1 e GSDMD, ativa uma via alternativa do inflamassoma de NAIP5/NLRC4
que recruta a Caspase-8 e resulta na morte da célula hospedeira de forma
independente de GSDMD (GONCALVES et al., 2019; MASCARENHAS et al., 2017).
Além disso, a ativacédo de Caspase-8 pode desencadear a ativagao do inflamassoma
de NLRP3 (VINCE; SILKE, 2016). Um estudo realizado com Yersinia demonstrou que
a sua molécula efetora Yopd inibe a sinalizacdo da quinase TAK1 e,
consequentemente, recruta um complexo envolvendo FADD-RIPK1-Caspase-8. Esse
complexo, por sua vez, ativa a Caspase-8 e leva a piroptose (ORNING et al., 2018;
ZHENG et al., 2021).

Portanto, formulamos a hipotese que a Caspase-8 também poderia clivar a
GSDMD durante a infecgao por L. longbeachae. De forma interessante, identificamos,
pela primeira vez, uma via crucial para o controle de L. longbeachae, dependente tanto
de Caspase-8 quanto de GSDMD, em um modelo murino (Figuras 8A e 8B). Por
Gltimo, vimos também que os BMDMs Casp8/ripk3”- sdo mais suscetiveis a infeccéo,
mas esse fenotipo ndo sugere ser dependente de GSDMD, tendo em vista que os
BMDMs Gsdmd” n&o apresentaram um aumento na replicagdo bacteriana. Uma
possivel explicagao para esse achado € que em macrofagos a Caspase-8 pode estar
mais associada a ativacdo de NF-kB, fator de transcricdo importante na ativacao de
genes que codificam citocinas, por exemplo (SU et al., 2005; WENG et al., 2014).
Dessa forma, estudos futuros podem se beneficiar dessas descobertas para
aprofundar a compreensao da via Caspase-8/GSDMD no controle de bactérias que

causam pneumonia, uma preocupacao significativa em termos de saude publica.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, investigamos a capacidade de L. longbeachae ativar diferentes
vias de inflamassomas e sua relevancia na defesa do hospedeiro contra a replicacao
bacteriana. Os resultados revelam que L. longbeachae predominantemente ativa o
inflamassoma nao-candnico de NLRP3 a partir do reconhecimento do LPS bacteriano
pela Caspase-11 em macréfagos (Figura 9). De forma interessante, Caspase-11 e
Caspase-1 mostraram-se dispensaveis para o controle bacteriano in vitro e in vivo.
NLRP3 exibiu um efeito protetor independente de inflamassomas. Além disso,
identificamos uma via crucial para o controle de L. longbeachae, na qual GSDMD e
Caspase-8 desempenham papéis fundamentais em modelo murino (Figura 9). Uma
investigacdo mais aprofundada dessa via podera revelar alvos medicamentosos

relevantes contra bactérias que causam pneumonia.

bY

Figura 9 - Modelo proposto de mecanismos da resposta imunoldgica durante a infeccdo por L.
longbeachae.
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Fonte: Da autora (2024). Imagem criada com o BioRender.com.
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Immunity to infection

Inflammasome activation and CCR2-mediated
monocyte-derived dendritic cell recruitment restrict

Legionella pneumophila infection

Marco A. Ataide, Graziele £. Manin, Samuel 5. Oliveira,
Rhanoica 0. Guerra and Dario 5. Zamboni

Deparmment of Cell Biology, Ribeirio Prem Medical School, Universioy of Sdo Paulo, Ribeirdo
Prero, 5io Paulo, Brazil

Flagellin-induced NAIP/NLRC4 inflammasome activation and pyroptosis are critical events
restricting Legionella pneumophila infection. However, the cellular and molecular dynamiecs
of the in vivo responses against this bacterium are still unclear. We have found temporal
coordination of two independent innate immunity pathways in controlling Legionella infec-
tion, the inflammasome activation and the CCRZ-mediated Mo-DC recruitment. Inflam-
masome activation was an important player at the early stage of infection by lowering
the numbers of bacteria for an efficient bacterial clearance conferred by the Mo-DC at
the late stage of the infection. Mo-DC emergence highly depended on CCR2-signaling
and dispensed inflammasome activation and pyroptosis. Also, Mo-DC compartment did
not rely on the inflammasome machinery to deliver proper immune responses and was
the most abundant cytokine-producing among the monocyte-derived cells in the infected
lung. Importanty, when the CCR2- and NLRC4-dependent axes of response were simulta-
neously ablated, we observed an aggravated bacterizl burden in the lung of infected mice.
Taken together, we showed that inflammasome activation and CCR2-mediated immune
response interplay in distinct pathways to restrict pulmonary bacterial infection. These
findings extend our understanding of the in vivo integration and cooperation of different
innate immunity arms in controlling infectious agents.

Keywords: CCR2 - innare immuniry - Legionella - monocyre-derived dendridc cell - NLRC4-
inflammasome

Introduction

The Innate Immune responses play a crideal role In che lym-
phold and non-lymphotd dssues in the early phase of Infections
by recognizing and contalning microbes and pachogens [1, 2).
The lung Is an important site of Infection for several clinically rel-
evant pathogens, Including viruses and bacteria, where the Innate
immune responses play a plvotal role in malntalning the periph-
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eral tssue homeostasls [3]. The response agalnst Legionella pricu-
maophila Infection is a typical example of the importance of innace
Immunity in that tissue. L. prewrmophila infection is generally con-
trolled by innate Immuniey, although it can stll cause severs pney-
monla, known as Leglonnalres' disease, If early bacterlal replica-
tlon s not restriceed [4, 5). Therefore, a betrer underscanding
of the successful Innate Immune responses during Legfonella (n
vivo Infectlon could (lluminate the molecular and cellular inter-
play controlling the pulmonary bacterial insult.

L. prreurmophilo has been used as a valuable tool wo dissect the
molecular mechanisms of iInflammasome actvatlon and s effec-
tor molecules [6]. Inflammasomes are muldproeeln platforms
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