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RESUMO

Buzzo CL. Papel dos receptores do tipo Nod na ativacdo da iINOS em
macréfagos estimulados com flagelina [Dissertacdo (Mestrado em Imunologia)].
Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séo Paulo;
2009.

O sistema imune inato dispde de receptores para o reconhecimento de
padrées moleculares (PRR- Pathern Recognition Receptors) nos
compartimentos extra e intracelulares, capazes de detectar estruturas
frequentemente presentes em patdogenos (PAMPS — Pathogen associated
molecular patherns), como a flagelina. O reconhecimento da flagelina,
subunidade constituinte do flagelo de bactérias moveis, parece ser
compartilhado pelo receptor transmembranico do tipo Toll 5 (Toll Like Receptor
5 — TLR5) e membros dos receptores citosolicos do tipo NOD (NOD Like
Receptors — NLR), Ipaf e Naip5. Sabe-se que o TLR5 é capaz de ativar
diversos genes inflamatorios pela via MYD88-NF-kB, enquanto Ipaf e Naip5
parecem constituir complexos denominados inflamassomas que culminam na
ativacdo de caspase-l, cisteino-protease necessaria para a maturacado e
secre¢cdo das citocinas pro-inflamatérias IL-13 e IL-18. Assim, o0
reconhecimento de um unico PAMP pode gerar respostas efetoras distintas,
porém pouco ainda € conhecido da contribuicdo relativa desses receptores
para a ativacdo de macrofagos (Mg). Para avaliar as consequéncias do
reconhecimento extra e intracelular da flagelina, Mg peritoneais (MP) e
derivados de medula 6ssea (MDMO) foram estimulados com flagelina
purificada das bactérias gram negativa S. typhimurium e gram positiva Bacillus
subtilis em sua forma livre (FIiC) ou inserida em vesiculas lipidicas cati6nicas
DOTAP (FIiCDot), que permitem a entrega do agonista no citosol celular (0,6
ug de proteina/5x10° cels). Como esperado, 0 estimulo com FliCDot de ambas
as flagelinas induziu a secrecdo de altos niveis de IL-1B, de maneira
dependente da ativacdo de caspase-1, uma vez que a adicdo de Z-YVAD
reduziu significativamente esses niveis. No entanto, tanto FIiC como FliCDot
foram capazes de induzir a expressdo da iNOS, enzima responsavel pela
geracado de 6xido nitrico, fundamental no controle de diversos patdogenos. Uma
vez que o promotor génico da iINOS contém sitios de ligacdo para os fatores de
transcricdo NF-kB e IRF-1 (Interferon responsive factor-1), sua ativagao por
FIIC pode ser alcancada pela via TLR5-MYD88-NF-kB. Porém,
surpreendentemente, a ativagao da INOS por FliCDot se mostrou dependente
de caspase-1, um efeito até entdo desconhecido. E, a ativacdo de iINOS por
FIiCDot parece envolver também o sitio de NF-kB, uma vez que o mesmo
parece ser ativado em sua presenca, assim como de FIliC. Finalmente, a
avaliacdo de MDMO de animais knockouts para Ipaf e mutantes para Naip5
(A/J e Naip5™'™) sugeriu o envolvimento de ambos os receptores na ativagéo
da iNOS. A participacdo de Naip5 foi ainda mais evidente uma vez que a
expressao de INOS induzida por FliCDot foi completamente abolida nos
animais mutantes para esse gene. Os dados em conjunto, nos permitem
especular que Naip5 e Ipaf estariam envolvidos no reconhecimento da flagelina



citosolica e consequente ativacdo da caspase-1 que, por sua vez, seria capaz
de induzir a expressao de iINOS por um mecanismo aparentemente envolvendo
NF-kB.

Palavras-chave : Macréfagos; Receptores do tipo Toll; Receptores do tipo Nod;
Flagelina; INOS; Caspase-1.



ABSTRACT

Buzzo CL. The role of Nod-like receptors on iNOS activation in flagellin-
stimulated macrophages [Master thesis (Immunology)]. S&o Paulo: Biomedic
Science Instiute, University of Sao Paulo; 2009.

The innate immune system is composed intra and extracellular by
Pattern Recognition Receptors (PRR), which can recognize standard structures,
as the flagellin, present in pathogens - Pathogen associated molecular patterns
(PAMPS). The recognition of flagellin, subunit of flagellum, may seem to be
shared by the transmembranic Toll Like Receptor 5 (TLR5) and some members
of the cytosolic Nod-Like Receptors (NLR), Ipaf e Naip5. It is known that the
TLR5 is able to activate some inflammatory genes through the MYD88-NF-kB
pathway, while Ipaf and Naip5 seem to constitute inflamasomes which lead in
the caspase-1 activation, a necessary protease to mature and secrete pro
inflammatory cytokines like IL-1(3 e IL-18. Therefore, the recognition of a single
PAMP can generate distinct effector answers, although it is not much aware yet
the relative contribution of these receptors when activating macrophages (Mg@).
In order to evaluate the responses to the extra and intracellular recognition of
flagellin, peritoneal Mg and those Bone Marrow Derived (MDMO) were
stimulated with purified flagellin from gram negative bacteria S. typhimurium
and gram positive Bacillus subtilis, in its free form (FIiC) or inserted in cationic
lipid vesicles DOTAP (FliCDot). This last form, allows the agonist delivery to the
cytosolic compartment (0, 6 pg proteins/5x10° cells). As expected, the stimulus
with FliCDot from both bacterial flagellins induced high IL-13 secretion levels
dependent of caspase-1 activation, which were dramatically reduced when
added Z-YVAD to the medium. Both FliC and FliCDot were able to induce iINOS
expression, enzyme responsible for Nitric Oxide (NO) production, which is an
important molecule for pathogens control. The INOS gene promoter has some
binding sites for the transcription factors NF-kB and IRF-1 (Interferon
responsive factor-1) and its activation by FIiC can be reached by the TLR5-
MYD88-NF-kB pathway. However, surprisingly, INOS activation by FliCDot was
caspase-1 dependent, an undescribed effect up to know. iINOS activation by
FIiCDot seems to be related also to the NF-kB sites as it is activated in its
presence, and also FIliC. Finally, evaluating MDMO from Ipaf knockout animals
and Naip5 (A/J e Naip5™™) mutant ones suggested that both flagellin
presentations are involved in INOS activation. Naip5 participation was more
clearly seen when iNOS expression induced by FIICDot was completely
abolished in mutant animals for this gene. The complete view of all the data
allow us to speculate that Naip5 e Ipaf would be involved in the recognition of
cytosolic flagellin and as a consequence, caspase-1 activation. This last one
would be able to induce INOS expression by a mechanism apparently involving
NF-kB.

Key Words : Macrophages; Toll-like receptor; Nod-like receptor; Flagellin;
INOS; Caspase-1.
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TGF-B: “Transforming growth factor beta” (Fator beta de
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TIR: “Toll/IL-1R domain” (Dominio Toll/IL-1R)
TLR: “Toll like receptors” (Receptores do Tipo Toll)

TRAM: “TRIF- related adaptor molecule” (Molécula adaptadora

relacionada ao TRIF)
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1 INTRODUCAO



1.1 Os macréfagos e receptores para padrbes molecul — ares

Os macrofagos (MO) sédo células pertencentes ao sistema fagocitico
mononuclear, originados a partir de um progenitor mieldide, compartilhado
também por granulécitos. Apds deixarem a medula 6ssea, séo liberados no
sangue periférico, onde circulam por varios dias como mondcitos antes de
alcancarem os tecidos e se diferenciarem em MOs [1, 2]. Os M[s sdo essenciais
para o funcionamento do sistema imune [3] e dentre suas funcbes destacam-se a
fagocitose e destruicdo de microorganismos, apresentacdo de antigenos para
linfécitos T [4], remocdo de células apoptdticas [5], resolucdo de processos
inflamatorios [6], angiogénese [7] e reparo e remodelamento tissular [8].

Os MOs séo considerados sentinelas imunoldgicas por sua distribuicdo nos
diferentes tecidos do organismo, onde iniciam a resposta imune pelo
reconhecimento de padres moleculares freqientemente associados a patégenos
(Pathogen associated molecular patterns — PAMPS) [9]. Varios tipos de receptores
para reconhecimento de padrdes (Pathern Recognition Receptors — PRR) estéo
presentes nessas células, como o0s receptores do tipo lectina que ligam-se a
carboidratos presentes na superficie de microorganismos (p.e. manose e [3-
glucanos) [10] e receptores tipo scavengers envolvidos no reconhecimento de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) modificadas (envolvidas no processo de
aterosclerose), de eritrocitos e células apoptoticas, além de uma variedade de
patogenos [11].

Nesse contexto, a descoberta dos receptores do tipo Toll (TLR)
revolucionou o conhecimento a respeito dos mecanismos envolvidos no
reconhecimento pelo sistema imune inato e tém alcancado posicdo de destaque
na literatura cientifica atual. Os TLR sdo moléculas transmembranas que contém
um dominio externo a membrana com seqiéncias ricas em leucina, particular para
cada TLR, e uma cauda intracelular que mostra grande homologia com o dominio
intracelular do receptor para a citocina IL-1 (IL-1R), chamada TIR (dominio Toll/IL-
1R) [12]. A ativacdo do TLR por seus ligantes induz o recrutamento de proteinas

adaptadoras especificas como: MyD88 (myeloid differentiation factor 88),
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MAL/TIRAP (MyD88-adaptor like/TIR-associated protein), TRIF (Toll-receptor-
associated activator of interferon), TRAM (Toll-receptor-associated molecule) e
SARM (Sterile a- and armadillo-motif containing protein) [13]. Essas proteinas
adaptoras transduzem o sinal do TIR, ativando quinases e fatores de transcricdo
como NF-kB e IRFs (IFN-responsive factors) [14]. Déa-se, dessa maneira, a
ativacdo de diversos genes proé-inflamatorios, responsaveis pela producdo de
moléculas efetoras, citocinas pré-inflamatorias, interferons do tipo I, quimiocinas,
expressao de moléculas co-estimuladoras, entre outros mediadores envolvidos no

controle de patdégenos e na inducdo da resposta imune adaptativa.

A familia dos receptores do tipo Toll compreende, até o momento, treze
proteinas identificadas em mamiferos (13 receptores identificados em
camundongos e 11 receptores em humanos) [15]. Entre seus diversos ligantes, os
melhores caracterizados sédo peptidoglicanas e lipoproteinas bacterianas, ancoras
de GPI (glicofosfatidil inositol) presentes em protozodarios e zimozan em fungos
(ligantes de TLR2), RNA dupla-fita, comuns em virus (ligante de TLR3),
lipopolissacarideos (LPS) presentes na parede de bactérias gram-negativas
(ligante do TLR4), flagelina presente em bactérias moveis (ligante de TLR5) e
sequéncias de DNA ricas em CpG n&do metilados (ligante de TLR9), presentes em

bactérias e virus.

Recentemente, uma nova familia de receptores para padrdes moleculares
tem sido descrita. Os receptores do tipo NOD-LRR (Nucleotide-binding
oligomerization domain — Leucin rich repeats) ou NLR tém como caracteristica
peculiar sua localizacdo citosélica e compreendem proteinas Nods (nucleotide-
binding oligomerization domain-1), Nalps (NATCH- LRR-and pyrin-domain-
containing proteins), Naips (neuronal apoptosis inhibitor factors), Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor-1) e Ipaf (ICE-protease activating factor) [16, 17]. S&o
proteinas formadas essencialmente por trés dominios, sendo um dominio efetor N-
terminal variavel, um dominio central do tipo Nod e uma porcado C-terminal com
sequéncias ricas em leucina (LRR). O reconhecimento de padrdes se da pela
cauda LRR, o qual, quando recrutado, permite a oligomerizacdo do dominio

central do tipo NOD e ativacdo do dominio efetor. O dominio efetor pode ser do
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tipo CARD (caspase activation recruitment domain), PYD (pyrin domain) ou BIR
(baculoviral 1AP repeats domain), dependendo do tipo de receptor recrutado, que,
por sua vez, induz uma cascata de ativacdo que culmina na ativagéo do fator de
transcricdo NF-kB ou da protease caspase-1. Enquanto o fator de transcricdo NF-
KB é capaz de induzir a transcricdo de inUmeros genes, culminando na producéo
de diferentes moléculas efetoras, a caspase-1 é uma protease intracelular
necessaria para a secrecdo das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-18. Além
disso, a ativacdo da caspase-1 induz a morte de macréfagos infectados, por um
processo denominado piroptose, fato que poderia indicar um mecanismo de

resisténcia e controle da disseminacao de patégenos [18, 19].

Os receptores do tipo NOD-LRR foram descobertos por sua homologia com
a proteina de resisténcia (R), codificada por um gene de resisténcia presente em
plantas. Este gene confere resisténcia a um determinado patégeno, uma vez que
este contenha um gene de viruléncia correspondente ao gene de resisténcia
presente na planta. Ainda, uma das subclasses do gene R, contém um dominio de
ligagdo a nucleotideos chamados NB-ARC, que é homologo ao dominio Nod
(NATCH). O dominio C-terminal LRR dos genes R das plantas € homdlogo ao
dominio LRR dos NLRs, porém, a proteina R tem o dominio N-terminal diferente,
com grupos distintos de aminoacidos chamados TIR ou CC, ao invés de CARD,
PYD ou BIR [20, 21]. Como o conhecimento dos NLR é bastante recente, pouco
se sabe a respeito de seus ligantes e vias de sinalizacdo. Porém dada a
importancia das proteinas R na defesa celular das plantas e a similaridade
estrutural entre as proteinas R e os NLRs, podemos imaginar que o0s receptores
NLRs sdo os receptores que detectam produtos microbianos no citosol, onde
estdo localizados. Ainda, algumas sindromes inflamatorias e susceptibilidade a
infeccdes bacterianas tém sido associadas a mutacdes de alguns membros dos
NLR [19, 22], indicando, mais uma vez, sua importancia na regulagdo da resposta

imune.

Dentre os membros da familia dos NLR, o0s primeiros receptores
identificados foram Nodl e Nod2. Ambos o0s receptores reconhecem
muropeptideos derivados de peptideoglicana, um dos principais componentes da
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parece celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas [23, 24]. Enquanto
Nod2 detecta muramyl dipeptideo (MDP), o reconhecimento de peptidioglicana
bacteriana por Nodl é dependente da presenca de meso-DAP ou iE-DAP, um
aminodcido caracteristico de muitas bactérias, tais como Listeria monocytogenes e
Bacillus ssp. Apés ativacdo, Nodl e Nod2, a partir de interacdes CARD-CARD,
recrutam a serina-treonina kinase Rip2 ou RICK (receptor-interacting caspase-like
apoptosis-regulatory kinase) e iniciam uma resposta pro-inflamatéria dependente
da ativacdo de NF-kB [24, 25].

Outros membros da familia NLR constituem complexos denominados
inflamasomas, estrutura multi-proteica que compreende a proteina adaptadora
intracelular ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) e
um receptor NLR que funciona como um “gatilho” para ativagéo da caspase-1 [26].
Dentre esses receptores, podemos citar os inflamasomas Nalpl, Nalp3 e o Ipaf.
Sabe-se que o Nalpl reconhece a toxina letal anthrax, enquanto o Nalp3 parece
reconhecer multiplos agonistas de origem microbiana e do hospedeiro, incluindo
RNA bacteriano, RNA dupla fita presente em virus, cristais de acido urico e efluxo
celular de potéssio [26, 27]. O fato dos receptores Nalp3 serem ativados em
resposta ao acido Urico e efluxo de potassio sugere que esses NLR detectam
sinais de perigo, em adicao a estimulos derivados de patdégenos [28]. Por fim, o
inflamassoma Ipaf foi identificado por responder a flagelina intracelular,
proveniente de bactérias como Salmonella typhimurium e Legionella pneumophila
[29, 30]. E importante ressaltar, que a ativagdo do inflamassoma por baixas
concentracdes de potassio é especifica aos inflamasomas Nalp3. A ativagdo de
Ipaf por Shigella ou Salmonella ndo € afetada por altas concentracdes de potassio
extracelular, indicando que os mecanismos da ativacdo de Nalpl e Nalp3 e Ipaf,
ocorrem de maneira distinta e independente [31]. Apés detectar seus respectivos
ligantes, Nalpl e o Nalp3 recrutam a proteina adaptadora ASC através de
interacBes homofilicas PYD-PYD. A proteina ASC contém um dominio N-terminal
PYD e um dominio C-terminal CARD que permite o recrutamento da caspase-1,
através de interagbes CARD-CARD. No caso do Ipaf, que contém um dominio N-

terminal CARD, ao invés de PYD, as interacdes ocorrem com a proteina ASC ou
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diretamente com o dominio CARD, presente na pro-caspase-1 [32, 33]. Assim,
enquanto a ativacédo de Nodl e Nod2 por seus ligantes induz a ativacdo de NF-kB,
as proteinas Nalps e Ipaf iniciam o processo inflamatério pela ativacdo da
caspase-1.

O Naip5 (Neuronal apoptosis inhibitory protein5) & outro membro da familia
NLR envolvido no reconhecimento da flagelina citosdlica, sendo esse receptor
fundamental no controle da L. pneumophila por MOs, por um mecanismo
dependente de caspase-1 [34-36]. Porém, ao contrario do Ipaf, a proteina Naip5
nao apresenta o dominio efetor do tipo CARD, capaz de recrutar a caspase-1.
Naip5 apresenta um dominio efetor do tipo BIR (baculoviral IAP repeats domain) e,
para ativar a caspase-1, necessita interagir com outras moléculas que apresentam
o dominio CARD, como ASC e Ipaf, [32, 33]. Essa variedade de intera¢des, aliado
ao fato da susceptibilidade a infeccdo por Legionella pneumophila apresentada
pelos animais A/J (mutantes para Naip5) se apresentar patente mesmo na
presenca de Ipaf e caspase-1, sugerem que Naip5 possa utilizar mecanismos
efetores distintos da caspase-1 para controlar infecgbes [37]. Vale ressaltar,
porém, que alguns estudos ja demonstraram que ambos os receptores Ipaf e
Naip5 reconhecem a flagelina de maneira independente de TLR5 [30, 35, 38].

1.2 Flagelina

A flagelina faz parte de uma estrutura de superficie complexa, comum em
bactérias moveis, chamadas de flagelo e que possuem mais de 15um de
comprimento. Tal estrutura atua como sensor captando informacdes quimicas e
fisicas do ambiente e promove a migracdo desses microrganismos visando sua
sobrevivéncia [39]. A flagelina tem sido alvo de muitos estudos devido sua
importancia na patogenicidade de bactérias flageladas. Esse fato foi demonstrado
por estudos histolégicos com linhagens bacterianas de Pseudomonas aeruginosa
desprovidas de flagelo que revelaram infeccdes localizadas e mais atenuadas que

as linhagens flageladas, as quais causam infec¢des generalizadas [40].
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A estrutura flagelar € constituida por trés porcdes, o corpo basal; um
gancho que liga o corpo basal ao filamento; e o filamento flagelar propriamente
dito [41]. O filamento flagelar é semelhante a um cilindro formado por 11
protofilamentos constituidos por polimeros [42]. Cada polimero € composto por
mondmeros, 0s quais sdo formados por dominios, chamados DO a D4. O
mondmero de flagelina é constituido por duas regifes terminais conservadas,
chamadas N e C terminais, que flanqueiam a regido central. A regido central €
também conhecida como regido hipervariavel por ndo conservar seu tamanho nem
composicao. As regides conservadas N e C terminais formam uma estrutura em a-
hélice que constitui os dominios DO e D1, enquanto as regides variaveis D2 e D3
sdo expostas e estdo relacionadas com a adesdo bacteriana a superficie celular

[41].
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Figura 1: Estrutura da FliC. Bactérias flageladas apresentam o complexo flagelar, cada flagelo é
composto por protofilamento os quais sédo formados por monémeros de flagelina (A). Cada
mondmero e flagelina é constituido por dominios DO a D4 (B). Flagelina interage com seu
receptor para padrao molecular (TLR5) (C).

Em 2001, Hayashi et al.,, utlizando fracdes purificadas de Listeria
monocytogenes, caracterizaram a flagelina como ligante para o TLR5 em células
mononucleares [43]. Além disso, demonstraram que a ativacdo de tal receptor
promove a mobilizacdo do fator nuclear NF-kB para o nacleo celular estimulando a

producéo de TNF-a e IL-6 de maneira dependente de MyD88.
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Mais recentemente, a flagelina foi descrita por sua habilidade em ativar os
receptores citosolicos, Ipaf e Naip5 [19, 29, 30]. A flagelina € uma das poucas
estruturas protéicas capazes de serem reconhecidas pelo sistema imune inato.
Como dito anteriormente, o reconhecimento extracelular da flagelina se da pelo
TLR5 [43], porém a flagelina pode ser levada ao citosol através de sistemas de
transporte, presentes em bactérias virulentas, como o sistema de secrecao tipo Il
(TTSS) de Salmonella e do tipo IV (T4SS) de Legionella, onde ativaria os
receptores NLR, Ipaf e Naip5 [19, 29, 30].

Os dominios da flagelina reconhecidos por TLR5 e Ipaf e/ou Naip5 séo
distintos. Enquanto TLR5 reconhece uma sequéncia de aminoacidos especifica
presente no dominio D1 da flagelina [44], os receptores citosolicos parecem
reconhecer uma regido presente nos 35 aminodacidos localizados na por¢cdo C-
terminal da flagelina, no dominio DO [36]. A delecdo desses aminoacidos faz com
gue a Legionella pneumophila perca motilidade, mostrando que os aminoacidos
reconhecidos por Ipaf e Naip5 sdo fundamentais para a fungéo do flagelo. Assim,
os receptores do tipo Toll e do tipo Nod parecem compartilhar os mesmos ligantes,
porém as circunstancias nas quais os diferentes receptores interagem e a

relevancia deste fato para o controle das infec¢gbes ainda sao desconhecidos.

1.3 TLR e NLR no controle de patdégenos por macrofag os

z

O evento de reconhecimento inicial de patdgenos € essencial para o
controle dos mesmos e conducao da resposta imune como um todo. O fato de
TLR e NLR compartilharem os mesmos ligantes pode sugerir uma cooperacao
entre esses no sentido de otimizar a ativagdo celular frente a determinadas

infeccdes, como vem sendo sugerido na literatura [45].

A ativacdo de MOs por TLR induz a ativacdo dos fatores de transcricdo NF-
KB e IRFs, responsaveis pela transcricdo de inUmeros genes pro-inflamatérios
culminando na producdo de citocinas inflamatérias, quimiocinas, mediadores

provenientes do metabolismo lipidico (leucotrienos e prostaglandinas) e ativacéo
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de enzimas como NO-sintase induzida (iNOS), NADPH-oxidase, mieloperoxidase

(MPO), hemeoxigenase-1 (HO-1) e indoleamina dioxigenase (IDO).

Todos esses genes compdem o arsenal de mecanismos que os fagoécitos
dispdem para controlar os microorganismos reconhecidos. Dentre esses
mecanismos, a geracdo de intermediarios reativos do oxigénio (ROI) e do
nitrogénio (RNI) ha muito tem sido considerada de fundamental importancia para a
degradacdo dos microorganismos ingeridos. Esses reativos modificam
guimicamente e inativam proteinas, lipideos e acidos nucléicos desses

microorganismos [46, 47].

A producdo de ROI é regulada pelo complexo protéico fagécito-oxidase
(phox), enquanto o 6xido nitrico (NO) é produzido pela conversdo do aminoéacido
L- arginina e oxigénio molecular em citrulina, em uma reacgéo catalizada pela
enzima NOS. No caso dos fagocitos, pela isoforma iNOS [46]. A importancia da
INOS e phox na defesa contra patdbgenos pode ser comprovada pela
susceptibilidade a diversos microorganismos apresentada por animais deficientes
nessas enzimas [48-50]. Ainda, os animais deficientes em ambas as enzimas
sofrem de graves infec¢des e sdo incapazes de controlar até bactérias comensais,
pontuando a geracdo de RNI e ROI como os principais mecanismos inatos para o

controle de patdgenos [51].

Porém, a susceptibilidade a infeccbes apresentada por animais deficientes
em alguns membros da familia NLR e\ou caspase-1, confere um papel bastante
importante para essa protease, no controle de patdégenos [52]. A ativacdo de
caspase-1 como resultado do engajamento de inflamasomas tem sido relacionada
com um processo de morte celular induzida por infeccdo, denominado piroptose.
Apesar de a piroptose se apresentar como uma forma de morte celular
programada e molecularmente regulada como a apoptose, 0s mecanismos
moleculares envolvidos em seu controle e, especialmente, suas consequéncias
para a resposta imune, séo distintas daquelas observadas para a apoptose, a qual
inibe ativamente a inflamacdo. Esta via pro-inflamatoria de morte celular €

exclusivamente dependente de caspase-l e leva a destruicdo celular e
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processamento das citocinas IL-1p3 e IL-18 [53]. Assim, a piroptose vem sendo
descrita como o mecanismo efetor envolvido na resisténcia dos macrofagos a
infeccdo pelas bactérias Legionela, Salmonela, Shigela, Pseudomonas, entre
outras infecc¢des, por induzir a morte de células infectadas, impedindo, assim, a
disseminacédo do patdégeno [52, 54-57]. Porém, ainda ha muitas questdes a serem
sanadas nesse sentido, uma vez que outros mecanismos microbicidas também

parecem atuar no controle desses patdégenos, como é o caso do NO [58].

Os mediadores soluveis produzidos em resposta ao engajamento dos
diferentes tipos de receptores para padrées moleculares também parecem ter papel
primordial na modulagdo da resposta imune [45, 59]. A IL-12 € uma citocina pré-
inflamatoria produzida principalmente por MO e células dendriticas (DCs) em
resposta a ligantes de receptores do tipo Toll, cuja principal funcéo € a inducéo da
producdo de IFN-y por células NK e linfocitos T, direcionando a polarizacdo de
linfécitos para o perfil Thl de ativacéo [60]. Porém, além de conduzir o perfil de
ativacdo dos linfécitos T, a IL-12 parece influenciar diretamente o perfil dos MO e
DCs por um mecanismo autécrino [61-63]. Dados obtidos por nosso grupo
demonstraram que nos animais knockouts para IL-12, essas células sofrem uma
polarizacdo para o perfil 2 de ativacdo, com secrecdo espontanea de altos niveis de
TGF- e deficiéncia na producdo de 6xido nitrico (NO), [64, 65] frente a infeccBes

pelos protozoarios Trypanosoma cruzi e Plasmodium chabaudi [51, 52].

A IL-18, outra citocina pro-inflamatéria produzida por Ms e DCs [66], age de
maneira sinérgica com a IL-12, otimizando as suas acdes [67-71]. Recentemente,
NOSSO grupo mostrou que o pré-tratamento de macréfagos com IL-12 e IL-18 €&
capaz de programar essas células para secretarem altos niveis de NO e TNF-a em
resposta ao LPS e a tripomastigotas de T. cruzi. A andlise de animais knockouts
para diversas moléculas mostrou que o efeito da riL-12 e rIL-18 para a producédo de
NO depende de IFN-y e IRF-1 e é parcialmente dependente da molécula
adaptadora MyD88, enquanto que para a producdo de TNF-a, essa molécula é
essencial e o IFN-y dispensavel [72]. Ainda, o tratamento com rIL-12 e rIL-18 parece

induzir o aumento da expresséo e atividade das enzimas iINOS, NADPH e IDO
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tornando os M[Js mais resistentes a infec¢cdes por Trypanosoma cruzi, Candida

albicans e Klebsiela pneumoniae (nossos dados ainda néo publicados).

Uma vez que a IL-12 é produzida especialmente apos ativacao de receptores
do tipo Toll [60, 73] e a IL-18 é secretada somente na presenca de caspase-1,
ativada especialmente por receptores do tipo Nod [74], a interagdo entre esses
receptores e as citocinas induzidas por esses, poderiam trabalhar de maneira
coordenada no sentido de amplificar a resposta dos MOs e DCs a infeccdes. Nesse
mesmo contexto de interacdo entre receptores para padroes moleculares e
citocinas, Totemeyer e seus colaboradores propuseram que o IFN-y interage com
Nod2 para a secrecdo de NO por macrofagos [75] e Dietrich e seus colaboradores
mostraram que TNF-a e IFN-a3 cooperam com Naip5 e Ipaf no controle da
Legionella [76]. Diante do exposto, fica claro que varios sdo 0s mecanismos
gue podem estar envolvidos no controle de infec¢bes por MIs. Porém, resta ainda
entender o que faz com que um mecanismo efetor predomine e, principalmente, em
qual situacdo a morte € o melhor destino para os MOs infectados. Assim, um dos
grandes desafios da imunidade inata € entender a contribuicdo relativa dos
diferentes tipos de PRR na ativagdo de M[Os e resisténcia contra patégenos. No
caso particular da flagelina esse estudo parece ser ainda mais interessante uma vez
gue o TLR5 parece reconhecer todas as bactérias flageladas enquanto Ipaf e Naip5
parecem reconhecer apenas bactérias invasivas. Assim, o entendimento do papel
diferencial dessas vias de reconhecimento e suas possiveis interacfes, trardo

importantes informacdes a respeito da logica do reconhecimento imune.
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2 OBJETIVOS
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Avaliar os efeitos do reconhecimento da flagelina intra e extracelular na
ativacao de M[ls, assim como a participacdo de caspase-1, Naip5 e Ipaf nesses

efeitos.
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3 MATERIAIS E METODOS

30



3.1 Animais

Camundongos C57BL/6 com 6-8 semanas de idade, mantidos em
condicbes SPF (specific pathogen free), foram fornecidos pelo Biotério de
camundongos isogénicos do Departamento de Imunologia, ICB-USP.
Camundongos A/J, Naip55¥*, Naip5™'™, Caspase-17 e Ipaf’” foram gentiimente
cedidos pelo Dr° Dario Zamboni, professor titular do departamento de Biologia
Celular da USP-RP.

3.2 Purificagéo da flagelina

A linhagem de Salmonella typhimurium LDV322 utilizada para a extracdo do
flagelo foi semeada em 50 mL de meio LB e incubada a 37 °C com agitacao de 80
rpm durante 16 horas. As células foram coletadas por centrifugacédo a 6.000 rpm
por 15 minutos, e ressuspendidas em 2 mL de PBS. A suspensao bacteriana foi
agitada em agitador tipo “vortex” em 4 ciclos de 2 minutos, com intervalos de 1
minuto no gelo. Apos a remocdo das ceélulas (centrifugacdo a 8.000 rpm, 15
minutos a 4 C) o sobrenadante foi coletado em fras co tipo “corex” e adicionado 3
a 4 volumes de acetona gelada para precipitacdo da flagelina presente. Apés 30
minutos de repouso a —20 °C, o material foi centrifugado a 13.000 rpm por 15
minutos e o precipitado ressuspendido em aproximadamente 0,5 mL de PBS. A
guantidade total de proteinas foi determinada usando-se o método de BSA Pierce
e a pureza foi determinada em gel de poliacrilamida a 15% com coloracdo por
Coomassie Blue R-250. Para a completa remoc¢éo de LPS presente na preparacéo
de flagelina utilizou-se a coluna Gel-detoxi (Pierce) e a confirmagédo da remocéao
foi feita utilizando o Kit LAL da Cambrex. A preparacao de flagelina foi gentilmente

cedida pelo grupo do Prof. Dr. Luis Carlos de Souza Ferreira. (Massis L.M — tese)
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Figura 2: FIiCi e FjiB. A flagelina é extraida da bactéria Salmonella enterica serovar typhimurium
SL3261 como citado acima e a seguir passa por uma coluna de cromatografia para
purificagdo. A figura mostra o gel de proteina antes e apés a purificacéo.

3.3 Preparacéo da flagelina inserida no DOTAP

Flagelina purificada da bactéria gram negativa Salmonella entérica serovar
typhimurium e gram positiva Bacillus subtilis foi inserida em vesiculas lipidicas
cationicas DOTAP (dioleoyl trimethylammonium propane) (Roche) (FliCDot), de
acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente, 1 ug de flagelina purificada
foi adicionado a 5 yL de DOTAP, homogeneizados e mantidos por 15 minutos em
temperatura ambiente para a formacdo de complexos espontédneos. Apos a
formacdo dos complexos o mix de flagelina/DOTAP (FliCDot) foi adicionado a
cultura celular. Desta maneira, a flagelina pode ser levada para o citosol celular,
como tém sido descrito na literatura [77, 78].

3.4 Obtencao de macrofagos peritoneais (MP)

Camundongos C57BI/6 foram inoculados pela via intraperitoneal (i.p) com
amido de batata (STARCH, 1%) (SIGMA) e ap0s 4 dias, o lavado peritoneal (PEC)

dos animais foi removido por lavagem com PBS (5 mL).
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3.5 Obtencao de M-CSF do sobrenadante da culturade  células L929

As células L929 foram gentilmente cedidas pelo Dr Dario Zamboni, da USP-
RP. Resumidamente, as células L929 foram colocadas em cultura em garrafa de 5
mL com meio RPMI 10% SFB, 1% de glutamina e 1% de penicilina e streptomicina
(pen-strepto) (Gibco) por 1-2 dias até entrarem em confluéncia. Apds 2 dias em
cultura as células foram expandidas para uma garrafa de 80 mL e apos entrarem
em confluéncia novamente (2-3 dias) as células foram mantidas por 7 dias para
producdo de M-CSF. Apés este periodo, o sobrenadante da cultura foi coletado,

centrifugado e filtrado.

3.6 Obtencao de macrofagos derivados de medula 6sse  a (MDMO)

Os fémures dos camundongos foram removidos e a medula éssea foi
retirada com lavagens do 0sso com uma seringa contendo 5 mL de meio de
cultura. As células de medula 6ssea foram contadas e para a diferenciacdo em
MOs e plaqueadas em placa petri sem tratamento por 7 dias com meio RPMI
contendo 10% SFB, 1% glutamina, 1% pen-strep e 30% do sobrenadante de
células L929 contendo M-CSF.

3.7 Tratamento das células peritoneais

As células peritoneais (6x10°) obtidas dos camundongos previamente
inoculados com AMIDO (STARCH) (1%) (Sigma) foram colocadas em cultura em
meio RPMI 3% suplementado (Sigma) por 4 horas a 37 °C, em atmosfera
contendo 5% de CO,, em placas de 96 pocos (Costar), para aderéncia. As células
nao aderentes foram retiradas apds vigorosas lavagens com meio RPMI morno e
as células peritoneais aderentes foram estimuladas com flagelina purificada da
bactéria Salmonella entérica serovar typhimurium ou da bactéria Bacillus subtilis (3

pg/mL) em sua forma livre (FIiC) ou inserida em vesiculas lipidicas catidnicas
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DOTAP (Roche) (FIliCDot). Os estimulos foram realizados na presenc¢a ou nédo de
riL-12 e riL-18 (Pharmingen) (2,5 ng/ml cada). Como controle, os Ms foram

colocados com meio de cultura ou com a vesicula DOTAP vazia (Dot).

3.8 Tratamento de macréfagos derivados da medula 6s  sea (MDMO)

Apoés a diferenciagdo em MUs, as ceélulas foram retiradas da placa petri
através de lavagens com PBS gelado, centrifugadas, contadas e plagueadas em
placa de 96 pocos. Os estimulos foram realizados da mesma forma como para

macrofagos peritoneais, como descrito acima.

3.9 Detecc¢édo de 6xido nitrico e citocinas no sobren  adante das culturas

A producao de 6xido nitrico (NO) foi analisada pelo método de Griess, como
descrito previamente [79]. Resumidamente, 50 ul do sobrenadante de cultura
foram incubados com 50 pl do reagente de Griess (preparados com reagentes da
Sigma) por 5 minutos em temperatura ambiente. A concentracdo de NO; foi
determinada por leitura da densidade 6ptica a 540 nm em referéncia ao padréo da
solucdo de NaNO,. As dosagens foram realizadas em duplicata.

A producéo de IL-1B e IL-6 foi analisada por ELISA sandwich de captura,
utilizando kits da Pharmingen, de acordo com as instru¢cbes do fabricante. As

dosagens foram realizadas em duplicata.

3.10 Deteccgao de iNOS e | kB-a por Western Blotting

Os MUOs foram lisados com tampédo SDS (sodium dodecyl! sulfate) (50 mM
Tris-HCI, Ph 6,8; 2% SDS, 10% glicerol e 2,5% de B-mercaptoetanol). A amostra
foi aquecida a 100 °C por 5 minutos e estocada a —80 °C. As amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida (8% ou 12%) contendo SDS e submetidas a
eletroforese. As proteinas do gel foram, entdo, transferidas para uma membrana

de nitrocelulose e incubadas com anticorpos policlonais para iINOS e IkB-a. A
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deteccdo dos imunocomplexos foi realizada pelo método de quimioluminescéncia

utilizando o kit ECL (Amershan), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.11 Andlises Estatisticas

Andlise estatistica foi realizada através do Teste Turkey. As diferencas

entre 0s grupos serdo consideradas significantes quando o valor p <0.05 (*), p
<0.01 (**) e p<0,001(***).
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4 RESULTADOS
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4.1 Flagelina intracelular induz IL-1 B em macréfagos

O reconhecimento da flagelina parece ser compartilhado pelos receptores
TLR5 e, Ipaf e Naip5, membros da familia NLR. No intuito de tentar elucidar as
consequéncias do reconhecimento extracelular e intracelular da flagelina para a
ativacdo de MOs, MOs peritoneais (MP) ou derivados da medula 6ssea (MDMO)
de camundongos C57BL/6 foram estimulados com flagelina proveniente de
Salmonella typhimurium, em sua forma livre (FliC) (3 pg/mL), capaz de ativar o
receptor TLR5 [43], ou inserida em vesiculas lipidicas catidnicas (DOTAP)
(FIiICDot) (3 pg/mL), a qual facilita a entrega do agonista no citosol da célula, onde
ativariam os receptores NLR, Naip5 e Ipaf [29, 34]. Ainda, para eliminar artefatos
de residuos minimos de LPS que poderiam permanecer ap0s a purificacdo e
tratamento da flagelina de S. typhimurium, os MOs também foram estimulados
com flagelina proveniente de uma bactéria gram positiva, Bacillus subtilis. Como
controle, os M[s foram mantidos apenas com meio de cultura ((-)) ou com as
vesiculas lipidicas DOTAP vazias (Dot). Todas as doses aqui utilizadas foram
previamente estabelecidas por nosso grupo.

O primeiro parametro avaliado foi a producdo de IL-13, como indicativo da
ativacdo da caspase-1l. Sabe-se que a ativacdo de TLR5 por flagelina induz a
transcricdo e translocacado da pré-IL-1B, mas ndo sua secrecdo. Para que haja a
secrecdo de IL-1B é necessario um segundo sinal que induz a ativacdo da
caspase-1, que por sua vez cliva a pro-IL-1 para sua forma madura [57].

Apoés 24 horas de cultura com as flagelinas, o sobrenadante dos MOs foi
retirado para andlise da producédo de IL-1B por ELISA. Como mostra a Figura 1A,
apenas o estimulo com FliCDot de B.subtilis foi capaz de induzir a producgéo de IL-
1B por MP, sugerindo a ativacdo da caspase-1 necessaria para a liberacdo desta
citocina, fato que ndo ocorre apos o estimulo com FliC (Figura 1A).

Assim como para B.subtilis, o estimulo com FliCDot de S. typhimurium
induziu altos niveis da producdo de IL-18 por MOs (Figura 1B). No entanto, de
maneira inesperada, o estimulo com FIiC também foi capaz de induzir a producéo

de niveis significativos de IL-13 por MP (Figura 1B), sugerindo que, de alguma
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maneira, a flagelina proveniente de S. typhimurium, em sua forma livre, parece

também induzir a ativacdo de caspase-1.
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Figura 1: Andlise da producédo de IL-1 B por macréfagos peritoneais (MP) estimulados com
flagelina . MP provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com
STARCH 1% foram plagueados em placa contendo 96 pogos (3x10° células/poco) e
estimulados com meio RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram
positiva B.subtilis (A) ou da bactéria gram negativa S. typhimurium (B), em sua forma
livre (FIiC) (3ug/mL) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3ug/mL). Apés
24 horas, 0 sobrenadante da cultura foi retirado para anélise da producédo de IL-13 por
ELISA. Os experimentos foram repetidos ao menos trés vezes, com 0 mesmo perfil de
resultados. Os dados apresentados séo provenientes de um experimento representativo
com n=3. **p<0.01 em relagdo ao grupo controle. ***p<0.001 em relacdo ao grupo
controle. ## p<0.01 em relacéo ao grupo FliC.

Grande parte da literatura envolvendo o estudo de NLR utiliza como modelo
experimental MDMO no intuito de eliminar a interferéncia de outros tipos de
populacdes celulares. Ainda que a populacdo de MP utilizada em nossos estudos
seja representada por 98% de células F4/80" (dados nio mostrados), decidimos
verificar o efeito da flagelina de ambas as bactérias na ativagcdo da caspase-1
nessas células, seguindo 0 mesmo parametro de produgéo de IL-183.

A producéo de IL-1p por MDMO em resposta a FliCDot de S. typhimurium
foi cerca de dez vezes menor do que aquela apresentada pelos MP (Figura 2).
Ainda, ndo houve producéo de niveis detectaveis de IL-13 por FliCDot de B.
subtilis. Esses dados parecem estar de acordo com a literatura, uma vez que a
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maioria dos trabalhos utiliza estimulacéo prévia com LPS no intuito de estimular a
producdo de proé-IL-1B [80]. Vale ressaltar que assim como em MP, o estimulo

com FliC de S. typhimurium também foi capaz de induzir a produgéo de IL-1f,

ainda que em baixas concentracdes. Este dado sugere novamente um mecanismo

desconhecido para a flagelina de S. typhimurium na ativacdo da caspase-1 (Figura

2B), dados que necessitam maiores elucidagdes.
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Figura 2: Analise da producéo de IL-1 B por macréfagos derivados de medula 6ssea (MDMO)

estimulados com flagelina . MDMO provenientes de camundongos C57BL/6 foram
plaqueados em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e estimulados com meio
RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram positiva B.subtilis (A) ou da
bactéria gram negativa S. typhimurium (B), em sua forma livre (FIliC) (3ug/mL) ou
inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3ug/mL). Apés 24 horas, o
sobrenadante da cultura foi retirado para anélise da producéo de IL-13 por ELISA. Os
experimentos foram repetidos duas vezes, com o mesmo perfil de resultados. Os dados
apresentados sé@o provenientes de um experimento representativo com n=3. **p<0.01 em
relacdo ao grupo controle. ***p<0.001 em relacdo ao grupo controle. ### p<0.001 em
relacéo ao grupo FliC.

4.2 Flagelina extra e intracelular induzem a expres sao de iINOS por

macrofagos

Os M[Os dispdem de grande diversidade de mecanismos efetores

envolvidos no controle de patdégenos. Dentre eles, a ativagdo da enzima iNOS,

com conseqiente geracdo de reativos intermedidrios do nitrogénio tém sido
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relacionada a via de ativacdo por TLR e o processo de piroptose, induzido pela
ativacdo da caspase-1, mediado por NLR [81].

Assim, o préximo passo foi verificar a producdo de NO e a expresséo de
iINOS pelo método de Griees e Western Blotting, respectivamente. Para isso, MP e
MDMO foram estimulados como descrito para a producéo de IL-1B. A figura 3A
mostra que, ainda que em baixas concentracdes, tanto o estimulo com FliC quanto
com FliCDot de S. typhimurium induziram niveis de NO acima do limite de
deteccdo do ensaio (Figura 3A). Porém, apenas o resultado com FIiC foi
considerado significativo.

O efeito dos agonistas € ainda mais claro na indugcdo da expressdo da
iINOS, onde, surpreendentemente, ambos os estimulos foram capazes de induzir
uma alta e semelhante expressédo dessa enzima em MP (Figura 3A). O mesmo
resultado foi obtido com MDMO, onde observamos claramente a expressao de
INOS apo6s ambos os estimulos, FliC e FliCDot, ainda que em niveis inferiores
comparados aos MP (Figura 3B). Vale ressaltar que, em ambos 0s casos,
observamos uma completa auséncia de ativacdo de iINOS nos M[Is estimulados

com vesiculas DOTAP vazias (Dot) ou mantidos apenas com meio de cultura.
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Figura 3: Avaliacdo da producdo de NO e expressdo d e INOS por macréfagos peritoneais
(MP) e macréfagos derivados de medula 6ssea (MDMO). MP (A) proveniente de
camundongos C57BL/6 previamente inoculados com STARCH 1% e MDMO (B) foram
plaqueadas em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e estimuladas meio RPMI,
Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram negativa S. typhimurium, em sua
forma livre (FIiC) (3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3ug/ml).
Apés 24h, o sobrenadante da cultura foi retirado para a andlise da producao de NO pelo
método de Griess. A expressédo de iINOS e B-actina foi avaliada nos lisados celulares por
Western Blotting. Os dados representam a média +/- DP de um experimento
demonstrativo de 5, realizados com n = 3. *p<0.05 em relagdo ao grupo controle.

Em seguida fomos avaliar se este mesmo efeito se repetia com MOs
estimulados com flagelina da bactéria gram positiva B. subtilis. Mais uma vez, a
expressao de iNOS foi induzida por ambas as formas da flagelina tanto em MP
(Figura 4A) como em MDMO (Figura 4B). No entanto, ao contrario da S.
typhimurium, o estimulo com FliC de B. subtilis se apresentou mais potente que

FliCDot. O fato de a flagelina intracelular induzir a ativagcdo de INOS, sugere a
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participacdo de receptores citosdlicos e/ou das moléculas adaptadoras ali

presentes, na inducdo desta enzima, um efeito ainda desconhecido.

(- Dot FIliC FliCDot
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Figura 4: Avaliacdo da expressao de iNOS por macr6f  agos peritoneais (MP) e macréfagos
derivados de medula éssea (MDMO). MP (A) provenientes de camundongos C57BL/6
previamente inoculados com STARCH 1% e MDMO (B) foram plaqueados em placa
contendo 96 pocos (3x105 células/poco) e estimuladas com RPMI, Dot, flagelina
purificada proveniente da bactéria gram positiva B.subtilis, em sua forma livre (FIiC)
(3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FIliCDot) (3pg/ml). Apds 24 horas,
as células foram lisadas com SDS e a expressao de iNOS e B-actina foram avaliadas por
Western Blotting, como descrito em materiais e métodos. Os dados representam
experimentos demonstrativos de um total de 3, com n = 3 cada.

4.3 1L-12 e IL-18 modulam a producdo de NO e expres sé&o de iNOS mas néo a

producao de IL-1 B por macrofagos estimulados com flagelina

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por Ms e
células dendriticas (DCs) em resposta a ligantes de receptores do tipo Toll. A IL-
18, outra citocina pré-inflamatoria produzida por MOs e DCs [66], age de maneira
sinérgica com a IL-12, otimizando as suas acdes [67-71], sendo que sua secre¢ao
depende da acéo da caspase-1, ativada por NLR. Ainda, nosso grupo de pesquisa

mostrou que o pré-tratamento com riL-12 e rIL-18 é capaz de programar os MOs
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para produzirem altos niveis de NO em resposta a agonistas de TLR, como o LPS
[72].

Diante desse contexto, para verificar a influéncia de fatores solaveis
produzidos em resposta a TLR e NLR, os Ms foram estimulados como descrito
acima, na presenca ou nao de rlL-12 e rlL-18. Apds 24 horas, 0 sobrenadante foi
retirado para analise da producéo de IL-1B8 e NO e as células foram lisadas para
avaliacdo da expressao de iINOS por Western Blotting. O tratamento com rlL-12 e
rlL-18 na auséncia de agonistas induziu a producéo de niveis muitos baixos de NO
(Figura 5A), assim como observado para os agonistas na Figura 3A. Porém, a
presenca das citocinas aumentou cerca de quatro vezes a producdo de NO em
resposta a FliC e FliCDot, induzindo a producao de altos niveis de NO (Figura 5A).

O mesmo perfil observado na produgdo de NO em resposta a FliC e
FliCDot, na presenca ou nao de rlL-12 e rIL-18, foi observado na expresséo de
INOS (Figura 5B). Nota-se um nitido aumento na expressdo desta enzima na
presenca das citocinas, tanto em MP (dados ndo mostrados) quanto em MDMO
(Figura 5B).

De maneira interessante, apesar do claro efeito modulador de rIL-12 e rlIL-
18 na producéo de NO e expressdo de iINOS, o mesmo néo foi observado para a
producdo de IL-1B (Figura 5C), mostrando que os mediadores inflamatérios
produzidos em resposta a ativacdo de TLR e NLR nédo sdo capazes de influenciar

todos os parametros de ativacdo dos MUs.
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Figura 5: Avaliagdo do efeito modulador de rIL-12 e rIL-18 na producédo de NO, expresséo de
iINOS e producgéo de IL-1 B por macrofagos estimulados com flagelina . MP (A e C)
provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com STARCH 1% e
MDMO (B) foram plaqueadas em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e
estimuladas com RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram negativa
S. typhimurium, em sua forma livre (FIiC) (3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas
DOTAP (FliCDot) (3ug/ml). Ap6s 24 horas o sobrenadante da cultura foi retirado para
analise da producéo de NO pelo método de Griess e IL-1 por ELISA. Em seguida as
células foram lisadas com SDS e a expresséo de iNOS foi avaliada por Western Blotting,
como descrito em materiais e métodos. Os dados representam dois experimentos
demonstrativos de 3. Figura A * p< 0.05 em relagdo ao grupo controle; ### p<0.001 em
relagdo ao grupo ndo tratado com rlL-12 e rIL-18. Figura C ** p<0.01 em relagdo ao
grupo controle, *** p<0.001 em relagdo ao grupo controle.

4.4 Flagelina intracelular se mostrou capaz de ativ. ar NF-kB

Sabe-se que o promotor génico da iINOS contém sitios de ligacdo para os
fatores de transcricdo NF-kB e IRF-1 [82, 83], 0 que explicaria a expressao dessa
enzima induzida por FIiC, pelo eixo TLR5-MYD88-NF-kB e o claro efeito sinérgico
de FIliC com IL-12 e IL-18, uma vez que as citocinas sao capazes de ativar IRF-1
[72]. Porém, os dados obtidos com a flagelina intracelular tornam-se interessantes
uma vez que a mesma é reconhecida por Ipaf e/ou Naip5, que culminam na

ativacdo da caspase-1 e ndo de NF-kB e IRF-1.



Assim, para avaliar se o estimulo com FliCDot, ou seja, com a flagelina
intracelular, é capaz de ativar NF-kB, as células peritoneais aderentes foram
colocadas em cultura e estimuladas com FliC ou FliCDot por 10, 30, 60, 90 e 120
minutos para analise da ativacao do fator de transcricdo NF-kB, através da
fosforilacdo de IkB-a por Western Blotting. Somente apés fosforilagdo, IkB-a é
translocado para o nucleo, onde ocorre ativacdo de NF-kB [84].

De forma esperada, mostramos que a fosforilacdo de IkB-a ocorre entre 10
e 30 minutos apés o estimulo com FIiC. Porém, observamos o mesmo efeito apos
estimulo com FliCDot (Figura 6). Ainda que por um mecanismo desconhecido,
este dado sugere que a ativacao de NF-kB por FliCDot possa estar envolvida com

a inducao de INOS, na presenca ou nao de riL-12 e rlL-18.

FliC FliCDot
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Figura 6: Avaliacéo da ativacdo do fator de transcr  icAdo NF-kB por flagelina. MP provenientes
de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com STARCH 1% foram plaqueados
em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e estimuladas com flagelina purificada
proveniente da bactéria gram negativa S. typhimurium, em sua forma livre (FIiC) (3ug/ml)
ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3pg/ml) por 10, 30, 60, 90 e 120
minutos. As células foram lisadas com SDS e a ativagdo de NF-kB foi analisada através
da fosforilacdo de IkB-a por Western Blotting, como descrito em material e métodos.

4.5 IL-6 nado é produzida em resposta a flagelina in  tracelular

Vimos que a flagelina intracelular induz a ativagdo de NF-kB (Figura 6), fato
qgue poderia ter reflexo na expressao de iINOS. Como a producéo de IL-6 também

depende da ativacdo deste fator de transcricdo [38], questionamos se o estimulo
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com FliCDot também induziria a producdo desta citocina. Para responder essa
guestdo, MP provenientes de camundongos C57BL/6 foram estimulados com FliC
e FliCDot, como descrito para analise da producdo de IL-1B. Apos 24 horas de
estimulo, o sobrenadante da cultura foi retirado para a analise da producgéo de IL-6
por ELISA.

O estimulo com FIiC induziu a producéo de altos niveis de IL-6 por MP, ao
contrario do estimulo com FliCDot (Figura 7). Apesar da capacidade de FliCDot
em ativar NF-kB, nem todos os genes dependentes desse fator de transcricdo séo

induzidos pela mesma, sugerindo seu envolvimento peculiar na ativagdo da iNOS.
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Figura 7: Avaliacdo da producdo de IL-6 por macrofa  gos peritoneais (MP). MP provenientes
de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com STARCH 1% foram plaqueados
em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e estimulados com meio RPMI, Dot,
flagelina purificada proveniente da bactéria gram negativa S. typhimurium, em sua forma
livre (FIiC) (3ug/mL) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3ug/mL). Apés
24 horas, o sobrenadante da cultura foi retirado para andlise da produgéo de IL-6 por
ELISA. Os dados representam dois experimentos demonstrativos de trés. ***p<0.001 em
relacdo ao grupo controle. ### p<0.001 em relag&o ao grupo FliCDot.
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4.6 A expressdo de INOS por flagelina intracelular requer a atividade de

caspase-1

Como dito previamente, os receptores citosolicos Ipaf e Naip5, envolvidos
no reconhecimento da flagelina intracelular, fazem parte de um complexo
denominado inflamasoma, cuja ativacdo culmina na maturacéo da serino-protease
caspase-1. Sendo assim, todas as fungOes efetoras induzidas pelo engajamento
de Ipaf e Naip5 se mostram dependentes de caspase-1 [36, 54]. Para verificarmos
o envolvimento da caspase-1 nos efeitos obtidos pelo estimulo com FliCDot, os
MOs foram estimulados como ja descrito, na presenca ou ndo do inibidor de
caspase-1 (Z-YVAD - FMK, fluoromethyl ketone) (1 mM) para anélise da producéo
de IL-1B e expressao de iINOS.

Como esperado, na presenca de Z-YVAD, nao houve secrecédo de IL-1p3
pelos MP estimulados com FliCDot de B. subtilis (Figura 8A). Ainda, pudemos
verificar o claro envolvimento da caspase-1 na inducéao da expressao de iINOS por
esse estimulo, a qual é praticamente abolida na presenca de Z-YVAD (Figura 8B).
Vale ressaltar que a expressédo de iINOS induzida por FliC de B. subtilis n&o foi
alterada por Z-YVAD, mostrando que as formas livre e citosélica da flagelina de B.
subtilis induzem a expressdo de INOS por mecanismos distintos, sendo esse

ultimo dependente de caspase-1, ainda desconhecido.
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Figura 8: Avaliagdo da producéo de IL-1 B e expressdo de iINOS por macréfagos peritoneais
(MP). MP provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com
STARCH 1% foram plagueadas em placa contendo 96 pogos (3x105 células/poco) e
estimuladas com RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria B.subtilis, em
sua forma livre (FIIC) (3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot)
(Bpg/ml) na presenca de Z-YVAD (1mM). Apés 24 horas o sobrenadante da cultura foi
removido para andlise da producgéo de IL-1B (A) por ELISA. Em seguida as células foram
lisadas com SDS e a expressao de iNOS (B) foi avaliada por Western Blotting, como
descrito em materiais e métodos. Os dados representam um experimentos
demonstrativo de 2 experimentos.

Uma vez que a secrecao de IL-13 é sabidamente dependente de caspase-
1, os niveis altos de IL-1B obtidos com FIliC de S. typhimurium (Fig 1B) sugerem
gue, de alguma maneira, a flagelina livre dessa bactéria poderia estar ativando
caspase-1. De fato, a adicdo de Z-YVAD as culturas inibiu, ainda que néo
completamente, a secrecao de IL-1B frente a ambos os estimulos, FIiC e FliCDot
de S. typhimurium (Figura 9A). Interessante, ao contrario do observado para B.
subtilis, a inibicdo de caspase-1 também diminuiu a expressdo da INOS em
resposta as duas formas da flagelina (Figura 9B). Em conjunto, os dados mostram
a participacdo da caspase-1 para a secrecao de IL-1p e ativacdo da INOS em
resposta a flagelina intracelular, provavelmente como resultado do seu
reconhecimento por Ipaf e/ou Naip5. Nesse sentido, resta ainda entender o

mecanismo utilizado pela flagelina livre de S. typhimurium para ativar a caspase-1.
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Figura 9: Avaliacdo da producéo de IL-1 B e expressao de iNOS por macréfagos peritoneais

(MP). MP provenientes de camundongos C57BL/6 previamente inoculados com
STARCH 1% foram plaqueadas em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e
estimuladas com RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram negativa
S. typhimurium, em sua forma livre (FIiC) (3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas
DOTAP (FliCDot) (3ug/ml) na presenca ou de Z-YVAD (1mM). Ap6s 24 horas o
sobrenadante da cultura foi removido para andlise da produgédo de IL-1p (A) por ELISA.
Em seguida as células foram lisadas com SDS e a expressao de iNOS (B) foi avaliada
por Western Blotting, como descrito em materiais e métodos. Os dados representam um
experimento demonstrativo de dois experimentos.

4.7 Ipaf e Naip5 parecem estar envolvidos na indu¢gd o0 da expresséo de iINOS

por flagelina

Para verificar o envolvimento dos receptores citosolicos Ipaf e Naip5 no
reconhecimento da flagelina e consequente ativacdo da caspase-1 e INOS,
MDMO provenientes de camundongos C57BL/6, Ipaf KO, Caspase-1 KO e A/J
(mutante para o gene Naip5) foram estimulados como descrito acima para a
analise da producdo de IL-1B e expressdo de iNOS. Ainda, uma vez que 0
background genético dos animais pode influenciar a ativacdo da INOS [85],
utilizamos também camundongos Naip5%°™ (geracéo F4 C57BL/6 X A/J, com alelo
Naip5 de C57BL/6) e Naip5™'™ (geracdo F4 C57BL/6 X A/J, com alelo Naip5 de
A/J) para verificar o envolvimento de Naip5, uma vez que os animais knockouts

apresentam o background genético dos animais C57BL/6.
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A figura 10 mostra que a expressdo da INOS por MDMO estimulados com
FliCDot de B. subtilis parece ser parcialmente dependente de Ipaf, uma vez que
notamos uma pequena diminuicdo na expressdo de iINOS por MDMO de Ipaf KO
guando comparado com MDMO de C57BL/6. No entanto, a participacado de Naip5
parece ser muito mais evidente, uma vez que a expressao de iINOS apresentada
por MDMO de Naip5%®’ é completamente abolida nos MDMO dos animais A/J
(Figura 10). Importante ressaltar que, mais uma vez, ndo foi observada expresséo
de iINOS com meio de cultura e vesiculas DOTAP vazias, em todas as linhagens
estudadas (dados ndo mostrados).

FliCDot

C57BL/6 Ipaf Naip586&  A/J

B-aCtina -45 ¢ B-aCtlna

Figura 10: Avaliacdo da expressdo de iINOS por macr6 fagos derivados da medula 0ssea
(MDMO). MDMO proveniente de camundongos C57BL/6, Ipaf KO, Naip5%®™ e A/J
foram plagqueados em placa contendo 96 pocos (3x10° células/poco) e estimuladas
com RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da bactéria gram positiva B. subtilis,
em sua forma livre (FIiC) (3ug/ml) ou inserida em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot)
(3ug/ml). Apés 24 horas as células foram lisadas com SDS e a expressao de iNOS foi
avaliada por Western Blotting, como descrito em materiais e métodos. Os dados
representam dois experimentos demonstrativos de 3 experimentos.

Uma vez que mostramos a ativacdo de caspase-1 por FlIiC de S.
typhimurium, decidimos verificar a participacdo dos receptores citosolicos na
ativacdo da iNOS por ambas as formas da flagelina. Inicialmente, a utilizacao de
MDMO de animais caspase-1 KO confirmou os dados obtidos com Z-YVAD, uma
vez que a expressao de iNOS induzida tanto por FliC quanto por FliCDot foi quase
gue totalmente perdida nesses animais (Figura 11). Porém, enquanto a expressao
de INOS induzida por FIiIC se mostra completamente independente de Ipaf, com

niveis semelhantes (e até maiores) aqueles encontrados nos animais C57BL/6, o
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estimulo com FIliCDot se mostra parcialmente dependente desse receptor. Mais
uma vez, o envolvimento de Naip5 no reconhecimento da flagelina intracelular se
mostra bastante evidente, uma vez que a expresséo de iNOS induzida por FliCDot

em MDMO de Naip5%®™ n&o é observada nos MDMO de Naip5*'. De maneira

interessante, niveis menores de iNOS foram encontrados nos MDMO de Naip5*'/*’

estimulados com FIliC de S. typhimurium em relacdo aos MDMO de Naip5%°™’.
Uma vez que a expressao de B-actina € homogénea entre 0s grupos, podemos
sugerir que o Naip5 também parece ter participacdo na ativacao de iNOS por FIliC
de S. typhimurium.

Os dados, em conjunto, nos permitem especular que Naip5 e Ipaf estariam
envolvidos na ativacdo da caspase-1 e consequente inducdo da expressao de

iINOS por flagelina, um efeito até entdo desconhecido para esses receptores.

C57BL/6 Caspase-1+ Ipaf+
I 1 [ 1
{} Dot FIiC FliCDot {7 Dot FIiC FliCDot (7 Dot FIiC FI|CDot

Naips B6AJ Naips AVAJ
I 1 T 1
(-} Dot FIiC FliCDot () Dot FIiC FliCDot

p-actina
Figura 11: Avaliacdo da expressdo de INOS por macr6 fagos derivados da medula 6ssea

(MDMO) MDMO provemente de camundongos C57BL/6, Caspase-1 KO, Ipaf KO
Na|p5 e Na|p5 A foram plagueados em placa contendo 96 pogos (3x10
células/pogo) e estimuladas com RPMI, Dot, flagelina purificada proveniente da
bactéria gram negativa S. typhimurium, em sua forma livre (FIiC) (3ug/ml) ou inserida
em vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) (3ug/ml). Apés 24 horas as células foram
lisadas com SDS e a expressdo de iNOS foi avaliada por Western Blotting, como
descrito em materiais e métodos. Os dados representam dois experimentos
demonstrativos de trés experimentos.
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5 DISCUSSAO
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A flagelina, subunidade monomérica do flagelo presente em bactérias
moveis, € uma das raras estruturas protéicas capazes de serem reconhecidas
pelo sistema imune inato. Além de sua relacdo com a patogenicidade microbiana
[40], a flagelina tem sido alvo de estudos envolvendo os receptores para padroes
moleculares presentes em células da imunidade inata. Em 2001, a flagelina foi
descrita como agonista de TLR5 [43] e, mais recentemente, a sua capacidade em
ativar os receptores citosolicos Naip5 e Ipaf foi demonstrada utilizando diferentes
linhagens bacterianas [19, 29, 30]. O reconhecimento citosélico da flagelina
depende de sistemas de transporte, presentes em bactérias virulentas, como o
sistema de secrec¢do tipo lll (TTSS) de Salmonella e do tipo IV (T4SS) de
Legionella [19, 29, 30], que permite a insercdo de produtos bacterianos, como a
flagelina, no citosol.

A ativagcdo de TLRS5 por flagelina promove a mobilizagcdo do fator nuclear
NF-kB para o nudcleo celular, estimulando a producéo de citocinas inflamatérias
como TNF-a e IL-6, de maneira dependente da molécula adaptadora MyD88 [43].
As vias de sinalizagcédo induzidas pela ativacdo de Ipaf e Naip5 ainda ndo estdo
completamente elucidadas, porém, parece que esses receptores sao capazes de
recrutar e ativar a caspase-1 que, por sua vez, é necessaria para a secrecao das
citocinas pro-inflamatoérias IL-18 e IL-18 e indugdo de um processo de morte
celular programada e inflamatéria, denominado piroptose [9, 13].

Edward Miao e colaboradores demonstraram que MOs derivados medula
o0ssea (MDMO) provenientes de camundongos selvagens ou deficientes em TLR5
secretam IL-13 em resposta a flagelina transfectada para o citosol, indicando que
a producao de IL-1B ocorre de maneira independente de TLR5 [13], [30, 35, 38].
Porém, o fato dos receptores do tipo Toll e do tipo Nod compartilharem os
mesmos ligantes poderia sugerir uma cooperagao entre 0S mesmos no intuito de
otimizar o controle de infeccdes, aspectos que ainda ndo estdo elucidados.
Multiplos séo os fatores envolvidos no controle de patégenos influenciados por seu
reconhecimento inicial por células do sistema imune inato. Sendo assim, ainda é
um grande desafio no estudo da imunidade inata a identificacdo do papel

individual e interativo entre os receptores inatos na ativacao desses mecanismos
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microbicidas. Para tentar elucidar alguns aspectos, esse trabalho foi delineado no
intuito de avaliar as consequéncias da ativacdo de macréfagos peritoneais (MP)
ou derivados de medula 6ssea (MDMO) por flagelina purificada da bactéria gram
positiva Bacillus subtilis, em sua forma livre (FIiC) ou inserida em vesiculas
lipidicas catibnicas (DOTAP - dioleoyl trimethyammonium propane) (FliCDot).
Essas vesiculas formam complexos estaveis, de maneira espontanea, quando
adicionado a uma proteina. Esse complexo, por sua vez, adere-se a membrana
celular, e entdo, as proteinas sdo liberadas no citoplasma. Essa estratégia tem
sido amplamente empregada para a entrega de agonistas no citosol celular ou
transfeccdo de material genético, em substituicdo a outros métodos como
retrovirus, microinjecéo e eletroporacéo, por apresentar menor citotoxicidade, alta
reprodutibilidade e melhor distribuicdo do material transferido [77, 78].

O primeiro parametro da ativacado de M[s avaliado foi a producéo de IL-1(3
tomando por base a dependéncia da caspase-1 neste processo. Inicialmente,
utilizamos a flagelina da bactéria gram positiva Bacillus subtilis, no intuito de
eliminar residuos minimos de LPS que poderiam conter durante a preparagcédo da
purificacdo da flagelina de S. typhimurium, o que poderia interferir em nossos
resultados. De fato, ao contrario da flagelina livre (FIiC), o estimulo com a flagelina
intracelular (FliCDot) induziu a producdo de altos niveis de IL-1 por MP, de
maneira dependente de caspase-1, uma vez que na presenca de Z-YVAD (inibidor
de caspase-1) a producao desta citocina foi inibida. Como a Bacillus subtilis € uma
bactéria ndo patogénica, os efeitos de seu reconhecimento citosolico ainda néo
haviam sido estudados. Assim mostramos que a flagelina de B. subtilis, se
presente no citosol, também ativa caspase-1.

O proximo passo foi verificar a inducdo de um mecanismo envolvido no
controle de patdgenos, sabidamente induzido por TLR, a enzima iNOS.
Realmente, altos niveis de expressao de iINOS foram alcancados em resposta a
FliC. Os niveis de NO, dosados pela determinagao do nitrito acumulada na cultura,
foram baixos, como ja previamente demonstrado em MOs ndo primados [64].
Porém, esses niveis foram aumentados em até 4 vezes na presenca das citocinas

riL-12 e rIL-18. O interessante e inesperado foi o fato do estimulo com FliCDot
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também induzir a expressdo de INOS. Mais ainda, o efeito de FliCDot, e ndo de
FliC, foi perdido na presenca de Z-YVAD, mostrando a dependéncia da caspase-1
para a expressao de iINOS. Como o promotor génico da iINOS contém sitios de
ligacdo para dois fatores de transcricdo, NF-kB (ativado pela cascata intracelular
dos TLR) e IRF-1 (induzido por IFN-y) a sua ativagdo por caspase-1 ainda € um
efeito desconhecido [82, 83]. Importante ressaltar que o estimulo com FliCDot
induziu a expresséao de iNOS tanto em MP quanto em MDMO, sendo este ultimo,
utilizado no intuito de eliminar a interferéncia de outros tipos de populacdes
celulares, ainda que a populacdo de MP utilizada em nossos estudos seja
representada por 98% de células F4/80".

Uma vez que Ipaf e Naip5 sdo os receptores presentes no citosol descritos
como capazes de reconhecer a flagelina intracelular, utilizamos MOs knockouts
para Ipaf e M[s mutantes para Naip5, para avaliar o papel desses receptores
neste processo. A expressdo de iINOS nessas células mostram o envolvimento de
Ipaf, uma vez que a intensidade na expresséo desta enzima foi menor em relacdo
ao grupo controle, apesar da expressdao de [(-actina (gene constitutivo) ser
homogénea entre os grupos. Pudemos ainda notar uma completa dependéncia de
Naip5 para esse efeito, na expressao de iINOS por MDMO induzida por FliCDot .

O gene do Naip5 presente nos camundongos A/J ndo € completamente
disfuncional. Nesse sentido, Zamboni e colaboradores identificaram o Naip5 como
“sensor” intracelular chave no controle da Legionella, por um mecanismo
dependente de caspase-1. Porém, outros trabalhos mostram que o estimulo com
flagelina purificada na presenca de SLO, uma proteina que permite a liberacdo de
moléculas exdgenas para o citosol de células vivas, induziu a expressao da
caspase-1 em ambos os camundongos, C57BL/6 e A/J. Além disso, camundongos
congénicos, que possuem fundo genético de um camundongo C57BL/6, entretanto
carregam o gene permissivo (Naip5) do A/J, B6-Naip5A/J, também foram capazes
de expressar a caspase-1 [37]. A mutacdo do gene Naip5 em camundongos A/J
foi descrita em 1995 [86, 87], e todos os trabalhos da literatura relacionados ao
Naip5 foram realizados em animais A/J ou com B6-Naip5A/J. Porém, muito

recentemente Russel e colaboradores conseguiram desenvolver o camundongo
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knockout para Naip5 [88]. Esses autores mostraram claramente que 0s animais
Naip5KO séo incapazes de ativar a caspase-1 e, portanto de secretar IL-13 em
resposta a Legionella, ao contrario dos animais A\J e B6-Naip5A/J, mostrando que
0 gene Naip5 presente nesses animais ndo € completamente disfuncional. A
completa auséncia de iINOS nesses MUs ndo deixa duvidas do envolvimento de
Naip5 neste parametro. Ainda, para minimizar os efeitos do background,
utilizamos camundongos Naip5°®*’ (geracdo F4 do cruzamento entre C57BL/6 X
A/lJ, com alelo Naip5 de C57BL/6) e Naip5™™ (geracéo F4 do cruzamento entre
C57BL/6 X A/J, com alelo Naip5 de A/J) para verificar o envolvimento de Naip5,
uma vez que os animais knockouts apresentam o background genético dos
animais C57BL/6.

Esses dados se tornam interessantes uma vez que sugerem que a
piroptose, com consequente morte dos MOs pode ndo ser o Unico mecanismo
efetor induzido por Ipaf e Naip5. Esse fato tem ainda mais relevancia sob o ponto
de vista de bactérias patogénicas. Assim, também estudamos as consequéncias
da ativacdo de MOs frente ao estimulo com flagelina de Salmonella typhimurium,
uma bactéria gram negativa, patogénica na qual tanto o NO quanto a piroptose
parecem atuar em seu controle [89, 90].

Os dados obtidos com FliCDot de S. typhimurium foram bastante
semelhantes, onde tanto IL-13 como iINOS se mostraram dependentes de
caspase-1. Ainda para esta flagelina, Ipaf e Naip5 parecem estar envolvidos. A
participacdo de Ipaf na inducdo de INOS com flagelina de Salmonella foi mais
evidente do que a flagelina de B. subitilis. Porém vimos que a flagelina extracelular
de S. typhimurium parece induzir a ativacado da caspase-1, uma vez que esta foi
capaz de induzir a producao IL-1B por MP. Ainda, a expressao de iNOS, induzida
por FliC foi dependente da ativacdo de caspase-1, jA que observamos uma
diminuicdo desta expressdo na presenca de Z-YVAD. Esses resultados foram
confirmados utilizando MOs knockouts para esta protease onde mostramos
claramente uma diminuicdo acentuada na expressédo de iNOS, tanto em resposta

ao estimulo com FliC quanto em resposta ao estimulo com FliCDot.
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O fato da flagelina livre, apenas de S. typhimurium, induzir a producéo de
IL-18 pode ser reflexo da insercdo desta no citosol da célula, de maneira
espontanea, ou seja, sem ferramentas como DOTAP. Isto poderia ser explicado
pelas diferencas na estrutura das duas flagelinas estudadas. Sabe-se que as
sequéncias de aminoacidos presentes na regido N-terminal e C-terminal das
flagelinas sdo as regibes conservadas, reconhecidas pelos receptores TLR5 e
Ipaf/Naip5, respectivamente. No entanto, enquanto a flagelina de Salmonella tem
495 aminoacidos, a flagelina de B. subtilis tem 308, mostrando que as sequéncias
entre as por¢gbes N e C-terminal s&o distintas entre si. E, como a sequéncia que
permite a entrada da flagelina no citosol ndo estd nem na por¢cao N- terminal nem
na porcao C-terminal, essas seqiéncias distintas entre as flagelinas, porém bem
maior na flagelina de Salmonella, poderia conter os aminoacidos necessarios para
a entrada na célula [91, 92].

Porém, apesar da dependéncia da caspase-1, a expressao de iNOS a partir
do estimulo com FIiC se mostrou completamente independente de Ipaf e apenas
uma pequena diminuicio nesta expressao foi observada em MOs Naip5™™, em

comparacdo com Naip55¢/A

. Nao conseguimos entender esse efeito, apenas
especular um possivel mecanismo compensatério de receptores TLRs que
mantém niveis altos da expressao de iNOS pela via MYD88-NF-kB.

Dessa forma, entendemos que Ipaf e Naip5 estariam reconhecendo a
flagelina e induzindo a ativacdo da caspase-1, que por sua vez, de maneira ainda
desconhecida, estaria induzindo a expressédo de iINOS. Como verificamos que o
estimulo com FliCDot também foi capaz de ativar NF-kB, podemos especular que
a ativacdo da iNOS induzida por caspase-1 envolva esse fator de transcri¢ao.

Sabe-se que a flagelina intracelular ativa o receptor Ipaf que, em conjunto
com a molécula adaptadora ASC, formam um complexo multiprotéico, o
inflamasoma, capaz de recrutar e ativar a caspase-1, atraves de interacfes
CARD-CARD [36]. Apesar do inflamasoma Ipaf ser o melhor caracterizado na
literatura, pouco se sabe sobre o receptor Naip5, que ao invés do dominio CARD,
este receptor possui um dominio efetor do tipo BIR, sugerindo que Naip5

necessita da interagdo com outras moléculas que apresentem o dominio CARD
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para ativar a caspase-1, como ja foi mostrado sua interacdo com Ipaf e ASC [19,
93]. Assim, a ativacdo de NF-kB a partir do reconhecimento da flagelina citosélica
por Naip5, poderia ser resultado da interacdo desse receptor com outras
moléculas adaptadoras, como Rip2, essencial para ativagcdo de NF-kB por NOD1
e NOD2 [94].

Além disso, podemos postular a influéncia da IL-13 e IL-18, citocinas pro-
inflamatorias induzidas pela caspase-1. Nesse sentido, o Unico trabalho
encontrado na literatura relacionado caspase-1 com ativacdo de iNOS, corrobora a
influéncia da IL-18 nesse aspecto, ainda que em um modelo bastante distinto do
nosso [58]. Eric e colaboradores mostraram que a ativacdo iINOS em astrocitos
(AC) e células endoteliais do cérebro (BEC) por citocinas pro-inflamatérias como
IFN-ye TNF-a, dependem da disponibilidade de IL-1B ativa, assim como da
atividade da caspase-1 (ICE) [58]. Sendo assim a avaliacdo da influéncia de IL-13

se torna o proximo passo no desenrolar desse trabalho.
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6 CONCLUSAO
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- Flagelina purificada de B. subtillis, inserida em vesiculas lipidicas DOTAP
(FIiCDot) que permitem a sua entrega no citosol celular, induz a producéo de IL-1

e ativacdo de iINOS em macrofagos, de maneira dependente de caspase-1.

- Flagelina purificada de S. typhimurium em suas formas livre (FliC) e inserida em
vesiculas lipidicas DOTAP (FliCDot) induzem a producéo de IL-1p e expresséo de

INOS em macroéfagos, por um mecanismo dependente de caspase-1.

- A'inducéo da expressao de iINOS em macréfagos por FliCDot de B. subtillis e S.

typhimurium envolve os membros da familia NLR, Naip5 e Ipaf.

- O mecanismo pelo qual a via Naip5/Ipaf-caspase-1 induz a expresséo de iINOS

nao esta elucidado, porém parece envolver o fator de transcricdo NF-kB.

- Os dados em conjunto sugerem uma nova via de ativacdao de INOS,
aparentemente envolvendo o reconhecimento citosdlico da flagelina pelos
receptores Naip5 e Ipaf, culminando na ativagdo da caspase-1. A caspase-1, por
sua vez, por um mecanismo ainda nao elucidado, induziria a ativacdo de NF-kB,

resultando na expresséao de iNOS.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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