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RESUMO

A partir da evolugéo da biologia molecular e o desenvolvimento de técnicas de
alteracéo de genoma, foi possivel gerar animais geneticamente modificados onde, a
partir de entdo, muitos processos naturais do organismo puderam ser elucidados.
Dentre a ampla gama de assuntos a serem estudados e, com a utilizacdo desses
animais, pesquisadores trabalham a fim de obter mais informacdes a respeito dos
inflamassomas, um complexo multiproteico intracelular que atua na ativacdo de
enzimas, que sdo essenciais para a regulacdo da imunidade em condi¢des
fisiologicas e no reconhecimento de sinais de infeccdes como as provocadas pela
doenca de Chagas, doenca causada pelo Trypanosoma cruzi. Estudos recentes
confirmaram o envolvimento da ativacdo do inflamassoma como sendo dependente
no controle da infeccdo do hospedeiro. Além disso, os inflamassomas estabelecem
uma ligacao estreita com inflamacgdes patoldgicas, uma vez que ha ativacdo de vias
de morte celular. Logo, o conhecimento deste complexo se torna importante por ser
um alvo potencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para doencas
de base inflamatoria.

Palavras-chave: 1. Camundongos endogamicos C57BL 2. Citocinas
3. Inflamassomos 4. Receptores de reconhecimento de padréo 5. Trypanosoma cruzi



ABSTRACT

From the evolution of molecular biology and the development of genome
alteration techniques, it was possible to generate genetically modified animals where,
since then, many natural processes of the organism could be elucidated. Among a
wide range of subjects to be studied, and with the use of these animals, researchers
are seeking more information about the respect of inflammasomes, an intracellular
multiprotein complex that acts on the activity of enzymes, which are essential for
immunity under conditions. physiological and without recognition of signs of infections
as caused by Chagas disease, a disease caused by Trypanosoma cruzi. Recent
studies confirm or activate the inflammasome as being dependent on the control of
host infection. In addition, inflammasomes establish a limited link with pathological
inflammation as there is activation of cell death pathways. Therefore, knowledge of
this complex becomes important as it is a potential target for the development of
therapeutic strategies for inflammatory diseases.

Keywords: 1. C57BL inbred mice 2. Cytokines 3. Inflammation 4. Pattern recognition
receptors 5. Trypanosoma cruzi
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1 INTRODUCAO

1.1 Animais geneticamente modificados

A partir do século XIX os modelos experimentais de camundongos passaram
a ser utilizados em trabalhos académicos e na ciéncia para explorar estudos
genéticos (CHORILLI et al., 2017). Em 1909, o pesquisador geneticista Clarence
Cook Little iniciou, por meio de acasalamento entre irm&os, a primeira linhagem
consanguinea (inbred) geneticamente pura a partir de um casal de camundongos
portadores de mutacbes recessivas para 0S genes responsaveis pela cor da
pelagem (KEANE et al., 2011).

Ap6s a década de 80, diversas técnicas para obtencdo de animais
geneticamente modificados foram desenvolvidas e aperfeicoadas, resultando na
geracdo de novos modelos a serem explorados. Animais geneticamente modificados
sédo linhagens cujo genoma foi artificialmente alterado pela engenharia genética.
Dentre as metodologias utilizadas na biologia molecular para recombinacdo
homdloga em células-tronco embrionérias (ES, do inglés, Embryonic Stem Cell),
podemos citar brevemente: 1) Microinjecdo no pro-nucleo: consiste na introducdo de
uma solucdo de DNA no pré-nucleo de um odcito. 2) Transgénese mediada por ES:
baseia-se na diferenciacéo inicial de ES e posterior introducdo dessas células no
embrido em fase de mérula ou blastocisto. 3) Mecanismos de infec¢do por retrovirus:
nos quais o DNA exdgeno é inserido em um vetor retroviral que posteriormente sera
injetado no odcito fertilizado (ABDELHAY, 2002).

Ha também a técnica de CRISPR (do inglés, Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats). Recentemente desenvolvida, CRISPR-Cas9 é utilizada
para alteracdo de genoma a partir de sistemas de acionamento genético altamente
eficientes. Resumidamente, a técnica possibilita a edicAo do genoma através de
clivagem do DNA pela endonuclease Cas9. As alteracdes observadas em
camundongos influenciam a heranca dos alelos desejaveis 0 que torna esses
animais potencialmente aplicaveis em pesquisas (GRUNWALD et al., 2019).

Entre os animais geneticamente modificados, podemos encontrar mais
frequentemente o0s transgénicos, que sdo distribuidos em quatro categorias:
transgénicos por adicdo, nos quais o genoma foi modificado pela introducdo de

sequéncias de DNA de outro organismo; nocautes (KO, do inglés, knockouts),
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modificacdo genética capaz de interromper ou anular um ou mais genes, impedindo
sua expressdo; knockin, onde a modificagdo de um ou mais genes gera a
superexpressdao dos mesmos e, por ultimo, os animais single knockouts, onde se
retira apenas uma fita de seu gene, normalmente esse processo € realizado para
estudar genes que sdo essenciais para sobrevivéncia do animal avaliando assim o
impacto da alteracdo. Tais variacbes sdo capazes de modificar em parte ou a
totalidade o genoma de diferentes organismos de forma hereditaria, ou seja,
transmitindo aos seus descendentes as modificacbes de seu material genético
(VALONES et al., 2009).

A confirmacéo dos filhotes transgénicos é efetuada um més apds o nascimento.
O material biolégico desses animais € submetido a analise de DNA por meio da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés: Polymerase Chain
Reaction), técnica qualitativa que permite a visualizacdo da amplificacdo do(s)
gene(s) em bandas de DNA por meio de eletroforese (VALONES et al., 2009).

Como mostrado acima, as técnicas de engenharia genética permitem diversas
alteracbes no genoma. Possibilitam a geracdo de diferentes linhagens
experimentais, que podem ser exploradas pela ciéncia para explicar seus fenétipos,
contribuindo para ciéncia basica e entendimento fisiologico das doencas
(ABDELHAY, 2002).

1.2 Camundongos C57BL/6

Para o avanco das pesquisas, camundongos selvagens isogénicos inbred
C57BL/6 sdo comumente empregados em estudos de oncologia, embriologia,
citologia, toxicologia e imunologia, principalmente por representarem modelos
experimentais de muitas condi¢cdes patoldégicas humanas, além de sua utilizacéo
para o desenvolvimento de modelos transgénicos, foi também a primeira linhagem a
ter seu genoma sequenciado e é amplamente utilizado para a contextualizacdo de
camundongos transgénicos e mutantes (MATSUO et al.,, 2010). Suas principais

caracteristicas estdo descritas na imagem 1.
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Figura 1 - Caracteristicas do modelo experimental C57BL/6.

Espécie: Mus musculus

Ordem: Rodentia

Familia: Muridae

Raga: C57BL/6

Pelagem: Preto

Gendtipo: a/a (recessivo)

Longevidade (dias): 561-fémeas e 539-machos
Performance reprodutiva: Ninhada média de 6-8 crias
Desmame: Vigésimo dia pds-nascimento

Fonte: Adaptado de (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002)
Nota: Descri¢cdo das principais caracteristicas dos Camundongos C57BL/6.

Essa linhagem possui os sistemas fisiologico e imunoldgico, bem como o
mapa genético bem definidos, o que faz dos camundongos modelos ideais para a
investigacdo patodgeno-hospedeiro. Com a melhoria das técnicas de alteracéo
genética, houve grandes avangcos nos estudos em imunologia, anteriormente uma
ciéncia meramente descritiva, cujos fendmenos puderam ser explicados em termos
estruturais e bioquimicos. A utilizacdo de camundongos como modelos genéticos
revelou o0s detalhes mecanicistas importantes que sustentam as atividades
inflamatérias, possibilitando um melhor entendimento das dinamicas de
funcionamento do sistema (KANNEGANTI, 2015).

1.3 Sistema imunoldgico

O sistema imunologico tem como principal funcdo fisiolégica manter a
homeostase do organismo, impedindo a atividade de micro-organismos infecciosos.
Substancias nao infecciosas como o ATP proveniente de danos teciduais também
podem desencadear reacfes imunoldgicas. De maneira inclusiva, podemos definir o
sistema imunoloégico como uma reacdo aos componentes de micro-organismos e
macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2015).
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As células que compdem o0 sistema imunolégico possuem papeis
especializados frente a diferentes estimulos. Dentre a variedade celular do
organismo, podemos citar 0s leucocitos: neutrofilos, mondcitos/macrofagos,
mastaocitos, basofilos, eosindfilos, células dendriticas e os linfocitos. Os leucocitos
podem ser subdivididos em células apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés
Antigen-Presenting Cell), como células dendriticas, macréfagos e linfécitos B. A
organizacdo anatémica dessas células é de extrema importancia, uma vez que suas
habilidades em circular entre corrente sanguinea, linfa e sangue sao cruciais para
gerar respostas protetoras efetivas (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL, 2015).

Respostas imunoldgicas dispdem de secre¢cdo de compostos como citocinas,
gue sdo proteinas com diversas estruturas e funcées que regulam e coordenam a
atividade celular por meio de reconhecimento por receptores especificos. Tais
proteinas podem atuar na diferenciacdo de células do sistema imunoldgico, ativacao
das funcOes efetoras de linfécitos e fagocitos e movimento de migracdo celular. A
nomenclatura dessas proteinas é variada, podendo ser interleucina seguida por um
numero, como, por exemplo, a IL-18. Também pode ser designada de acordo com
sua atividade bioldgica, como, por exemplo, o fator de necrose tumoral (TNF, do
inglés: Tumor necrosis factor) e, por fim, ha também os interferons e as quimiocinas
(CHOW; BROWN; MERAD, 2011).

Os mecanismos naturais de uma reacao imunoldgica consistem basicamente
em dois tipos de resposta, a imunidade natural ou inata e a adaptativa ou adquirida.
A primeira fornece a defesa inicial contra infec¢cdes, sendo o0s macrofagos,
neutrofilos e células NK (do inglés: natural killer) as principais células ativas nessa
resposta e o sistema complemento. A segunda resposta, desenvolve-se algumas
horas apds a apresentacdo do patdgeno pelas células APCs, apresentando uma
resposta especifica para diferentes micro-organismos e moléculas. A resposta
adaptativa é importante para a ativacdo de linfécitos e seus produtos, como
anticorpos, que amplificam a resposta contra o patégeno e induzem a memoria
imunologica. Sabe-se que as respostas imunoldgicas natural e adaptativa séo
imprescindiveis para conter infeccbes como, por exemplo, por Trypanosoma cruzi (T.
cruzi). Zamboni e Lima (2015) avaliaram a ativacédo de proteinas que compdem um

complexo multiproteico utilizando a infecgéo por T. cruzi como modelo de estudo.
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1.4 Aspectos gerais e reconhecimento imunolégico do Trypanosoma cruzi

Os estudos em modelos experimentais mostraram que macrofagos
desempenham um papel importante no controle da infeccdo por T. cruzi, agente
etiologico da doenca de Chagas, moléstia de alta prevaléncia na América Latina e
gue possui cerca de oito milhdes de casos registrados, tornando-se uma doenca de

alta relevancia para a saude publica (WHO, 2017).

O T. cruzi é um protozoario flagelado intracelular da familia Trypanosomatidae,
com caracteristicas principais como flagelo, corpo alongado ou arredondado e
cinetoplasto. Possui dois estagios diferenciados no hospedeiro mamifero que séo a
forma tripomastigota flagelada, localizada no meio extracelular e que infecta células
nucleadas do hospedeiro mamifero, e sua forma replicavel, o amastigota, como
esquematizado na figura 2 (NEVES; MELO; LINARDI, 2011).
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Figura 2 - Ciclo celular do T. cruzi

Epimastigotas

Tripomastigotas metacichcos
- liberados nas excretas do
7 C . tnatomineo

<a
A PR

Pele ou mucosa -

Fonte: Adaptado de (LIMA et al., 2010).

Nota: As formas epimastigotas presentes no intestino médio do triatomineo (vetor
hemat6fago) diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sé&o liberadas nas
excretas durante o repasto sanguineo e penetram nas células (fagociticas e nao-fagociticas)
do hospedeiro mamifero, por meio de lesdo tecidual (A, B). O parasito € internalizado
permanecendo no vacuolo parasitéforo, onde a partir de mecanismos de evasao, o parasito
distribui-se no citoplasma da célula hospedeira, diferencia-se em amastigotas que sofrem
sucessivas divisbes binarias (C). Amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas
sanguineos (F) As amastigotas sdo liberadas ap6s o rompimento celular, atingindo a
corrente sanguinea e infectando outras células e tecidos (G, H) ou outros triatomineos, caso
haja novo repasto sanguineo (I). Alternativamente, amastigotas que sdo prematuramente
liberadas das células infectadas, também podem invadir células e sustentar assim um ciclo
infeccioso (E).

A invasao do parasita em macrofagos pode ser independente de fagocitose.
Com a internalizacdo do parasita, pode ocorrer a fusdo do fagossomo com
lisossomo, resultando no fagolisossomo ou vacuolo parasitéforo, local onde o
parasita pode ser degradado. Este processo € dependente de vias de sinalizacdo de
célcio, fornecendo membranas para a formacédo do vacuolo parasitoforo, onde os
tripomastigotas sao inicialmente contidos (TARDIEUX, 1994). Estes parasitas podem
evadir-se para o citosol e se replicar de forma binaria. Os amastigotas podem se

diferenciar em tripomastigotas sanguineos rompendo a membrana celular, atingindo
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a corrente sanguinea, dispersando-se e infectando outros tecidos ou novos vetores

por repasto sanguineo (LIMA et al., 2010).

O reconhecimento do T. cruzi pelos macréfagos ocorre por meio dos
receptores de reconhecimento de padrbes associados a patdgenos. Diferentes
componentes do T. cruzi sdo reconhecidos pelos receptores semelhantes a Toll
(TLR, do inglés: Toll like receptor), incluindo ancoras de glicosilfosfatidilinositol e
glicoinositolfosfolipidios, RNA e DNA presentes no T. cruzi. A partir do
reconhecimento do parasita, inicia-se a cascata de sinalizacdo com a ativacdo dos
fatores de transcricdo NF-kB (do inglés: Nuclear Factor Kappa B), culminando na
producdo de citocinas pro-inflamatérias e 6xido nitrico (NO), um importante agente
anti-tripanossomal. Além disso, esta célula pode destruir o parasita apresentando
seus epitopos via MHCII aos linfocitos T CD4+, seguidos de moléculas co-
estimulatérias e citocinas pro-inflamatorias, o que leva a ativacdo e diferenciacéo
dos linfocitos T CD4+ em perfil T-helper 1 (Thl). H& também o reconhecimento pelos
receptores de tipo NOD (NLRs, do inglés: NOD-like receptors), resultando no
processo de recrutamento de proteinas que se oligomerizam formando o complexo
multiproteico denominado inflamassoma, que uma vez ativado amplifica a resposta
inflamatoria (FRANCHI et al., 2009).

Zamboni e Lima descreveram, em 2015, que compreender esses processos
pode colaborar com o desenvolvimento de novos métodos tanto para combater
infeccdes quanto para evitar uma inflamacao exacerbada e lesiva ao organismo. Por
isso, faz-se necesséario o entendimento das funcBes dos inflamassomas e suas
regulacbes, uma vez que sdo fundamentais para o avanco da elaboracdo de
estratégias terapéuticas. Um dos métodos aplicados para compreensdo desses
processos € a utilizacdo de macréfagos peritonais de camundongos geneticamente
modificados, onde as células sdo mantidas em cultura e, posteriormente, submetidas
a estimulos inflamatérios para que seja possivel observar os componentes de
ativacdo dos inflamassomas. A presenca de citocinas pro-inflamatérias no
sobrenadante da cultura celular indica a atividade deste complexo multiproteico,

como sera detalhado a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Realizar uma revisdo bibliografica a fim de elucidar a utlizacdo de

camundongos geneticamente modificados em estudos de pesquisa que citam 0s

complexos multiproteicos, conhecidos como inflamassomas, para discutir sua

ativacdo em macrdéfagos peritoneais a partir da resposta a infec¢ao por T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Realizar levantamento bibliografico sobre a utilizagdo de camundongos em
laboratérios de pesquisa.

Descrever a importancia da pesquisa com T. cruzi abordando aspectos gerais
de sua morfologia e ciclo de vida.

Sintetizar e discutir informacdes a respeito do sistema imunoldgico bem como
ativacao de inflamassomas, principalmente NLRP3 e NLRCA4.

Abordar as principais aplicacfes, na pesquisa académica, dos macrofagos
peritoneais de camundongos da linhagem C57BL/6, tanto para camundongos
selvagens (wild-type) como geneticamente modificados.

Citar pesquisas recentes realizadas a partir da infeccdo de macréfagos
peritoneais de animais geneticamente modificados para discutir a ativacdo do

inflamassoma NLRP3.
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao bibliografica com base em artigos cientificos
obtidos a partir dos portais de revistas eletrdnicas, tais como: SciELO, PubMed,
LILACS e por meio do uso de ferramentas de busca como o Google Académico.
Utilizando os descritores: Inflamassomos, citocinas, receptores de reconhecimento
padrdo, piroptose, C57BL/6, macréfagos peritoneais e T. cruzi. Os artigos cientificos
selecionados estavam nos idiomas portugués e inglés. Além disso foram utilizados
livros didaticos impressos do Sistema integrado de Bibliotecas Pe. Inocente
Radrizzani do Centro Universitario Sdo Camilo, bem como livros digitais. Nao houve

delimitacdo de data.
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4 DESENVOLVIMENTO

4.1 Imunidade natural ou inata e seus receptores de reconhecimentos

Como descrito por Abbas, Lichtman e Pillai (2015), a imunidade inata é
induzida como resposta inicial contra a micro-organismos, impedindo ou controlando
a infeccdo do hospedeiro. Como é a primeira linha de defesa contra infec¢cbes, os
mecanismos da imunidade inata encontram-se estabelecidos e dispostos a qualquer
sinal de mudanca na homeostase. As substancias dos micro-organismos com
estrutura preservada que estimulam a imunidade inata sdo chamadas de padrdes
moleculares associados a patéogenos (PAMPs, do inglés: Pathogen-associated
molecular pattern). Para cada classe de micro-organismo, um PAMP €& expresso
diferentemente como, por exemplo, os complexos de lipopolissacarideos (LPS),
componentes estruturais da parede celular bacteriana necessarios para sua
sobrevivéncia sintetizados por bactérias gram negativas e que, no corpo humano,
sédo identificados por receptores de reconhecimento padrédo (PRRs) (CRUVINEL,
2010).

Janeway (1989) descreve que os PRRs séo proteinas capazes de distinguir o
gue é préprio ou ndo préprio do organismo e emergiram filogeneticamente antes do
surgimento de imunidade adaptativa, portanto, sdo considerados parte do sistema
imunoldgico inato.

Ha diversos tipos de PRRs encontrados na membrana celular, membranas
endossémicas e no citoplasma da célula. Podem estar presentes na corrente
sanguinea e fluidos intersticiais e sdo capazes de realizar reconhecimento especifico
de epitopos, como esquematizado na figura 3 (WALSH et al., 2013). Os PRRs
desempenham duas fun¢bes importantes: culminam na ativacdo de fungdes pré ou
anti-inflamatodrias e facilitam processo de fagocitose, internalizacdo do micro-
organismo para o interior da célula e degradacdo. A eliminacdo de micro-organismos
do sangue e liquidos corporais envolve receptores sollveis que aumentam a
captacdo para o interior da célula ou ativam mecanismos de morte celular
programada ou inflamatérias como, por exemplo, apoptose, necroptose e piroptose.
Aléem dos produtos microbianos, o sistema imunoldgico inato pode reconhecer
células do hospedeiro que estejam estressadas, lesadas e/ou infectadas as

eliminando e mantendo a homeostase do organismo (PARSLOW et al., 2004).
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Figura 3 - Receptores do sistema imunoldgico inato
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Fonte: Adaptado de (BORTOLUCI; MEDZHITOV, 2010)

Nota: TLRs sdo proteinas transmembrana que podem ser encontradas na membrana
plasmética (TLR1, 2, 4, 5, 6 e 11) ou nos endossomas (TLR3, 7, 8 e TLR9) e NODs que sdo
proteinas citosélicas.

Dentre os receptores de reconhecimento de padrdes descritos, podemos citar
guatro subfamilias: receptores de gene induzido por acido retindico 1 (RIG-1)-like
receptors (do inglés: retinoic acid-inducible gene 1), receptores de lectina tipo C
(CLR, do inglés: C-type lectin receptors), receptores semelhantes a Toll (TLR) e os
de dominio de oligomerizacdo de ligacdo de nucleotideos (NOD, do inglés:
nucleotide-binding oligomerization domain) (WALSH et al., 2013).

Os receptores da subfamilia TLR sdo moléculas transmembrana que se
localizam principalmente na membrana plasmatica e membranas endossémicas de
fagocitos e células endoteliais, reconhecendo PAMPs de moléculas bacterianas e
virais. A ativacdo do TLR por seus ligantes induz o recrutamento de proteinas
adaptadoras especificas, promovendo a sua dimerizacdo. Essas proteinas
adaptadoras processam o sinal recebido e estimulam a producdo de cinases e
fatores de transcricdo como NF-kB e STAT-1. O estimulo de fatores de transcricdo

resulta na expressao de genes que codificam moléculas importantes para a resposta
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do sistema imunologico inato, como a citocinas inflamatorias TNF-a e IL-18,
moléculas de adesdo como E-selectina e quimiocinas (LEIFER; MEDVEDEV, 2016).

Ja4 a subfamilia conhecida como NODs é subdividida em outras duas
subfamilias, denominadas LRRs (do inglés: Leucin Rich Repeats) e NACHT-LRRs
(do inglés: nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat-containing
receptor). Essas moléculas estimulam a ativacdo de NF-kB e IRFs (do inglés:
Interferon Regulatory Factor), acarretando a producédo de citocinas e mediadores da
imunidade inata que possuem um papel crucial na resposta imunolégica (CAMPOS
et al., 2001).

Os receptores NODs estdo localizados no citoplasma dos fagdcitos, eles
reconhecem PAMPs e padrées moleculares associados a danos (DAMPSs, do inglés:
Damage-associated molecular patterns). Sdo definidos pela conservacdo de seu
dominio N-terminal, agindo como sensor intracelular e podendo ser apresentado de
guatro maneiras diferentes: NLRA (do inglés: AD-domain-containing), NLRB (do
inglés: BIR-domain-containing), NLRC (do inglés: CARD-domain-containing) e NLRP
(do inglés: pyrin-domain-containing) como esquematizado na figura 4. Uma vez
ativadas, essas proteinas sdo capazes de se oligomerizar resultando no complexo
multiproteico inflamassoma (KIM; SHIN; NAHM, 2016).



Figura 4 - Classificacéo e estrutura proteica da familia de receptores NOD
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Fonte: Adaptado de (KIM; SHIN; NAHM, 2016).

Nota: AD, dominio de transativagdo acida; NACHT, para NA IP, CIITA,HET-T e T P-1; BIR,
inibidor de baculovirus de repeticdo de apoptose ou NOD, dominio de ligacdo a nucleotideos
e oligomerizagdo; CARD, ativacdo de cisteina-aspartato proteases (caspase) e dominio de
recrutamento; PYD, dominio pirina; FIIND, funcdo para encontrar dominio; LRR, repeticdo
rica em leucina; X, dominio desconhecido.

4.2 Ativacéao de inflamassomas e morte celular

A presenca de patdgenos capazes de ser reconhecidos pelos inflamassomas,

resulta no extravasamento de proteinas para o citoplasma, podendo representar um

sinal de estresse celular, na qual desencadeia a ativacdo de um complexo

multiproteico denominado inflamassoma que, por sua vez, culmina na secrecao de

citocinas proé-inflamatorias IL-1B e IL-18, cujas acdes bioldgicas seguem descritas na
tabela 1 (GONCALVES et al., 2013).
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Tabela 1 - Acdo bioldgica das citocinas IL-1beta e IL-18

Citocina Ac3o
Interleucina IL1-B Induz COX-2 e iNOS com producgdo de NO causando vasodilatacao;
Citocina proinflamatoria Aumenta a produgdo de citocinas como TNF-alfa e IL-6

Massa molecular: 15-kDa Ativa célula endotelial;
Aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e produgdo de
quimiocinas;
Aumenta a produgdo e atividade de metaloproteases;
Inibe a sintese de proteoglicanas;
Estimula hematopoese e aumenta o niumero de progenitores mieldides;
Promove a liberac¢do de neutréfilos (neutrofilia) pela medula dssea;
Atividade pirogénica endégena (indugdo de febre);
Influencia no controle da saciedade, sono e temperatura;
Ativacao de linfocitos T e macrofagos.

Interleucina IL-18 Estimula a proliferacdo de células T ativadas;

Citocina proinflamatoéria Diferenciacdo de células T helper em Th1i,

Massa molecular: 24-kDa Aumento da toxicidade de NK;
Ades3do de moléculas em superficies;
Aumento do fator de crescimento de macrofagos (GM -CSF);
Induz resposta alérgica, atuando em células Th2, linfécitos B,
basofilos/mastdcitos.

Fonte: (OLIVEIRA et al., 2012)

Os NLRs sao classificados em categorias funcionais como montagem de
inflamassoma, transducdo de sinalizacdo, ativacdo de transcricdo e morte celular
programada, como autofagia e piroptose. A autofagia € crucial para a sobrevivéncia
da célula em situacbes de estresse metabdlico por falta de nutrientes, gerando
homeostase citoplasmatica por degradar e reciclar proteinas e organelas velhas e/ou
danificadas e contribuindo para a modulagéo do sistema imunolégico na presenca de
patogenos, além de seu potencial regulatério de piroptose (KIM; SHIN; NAHM,
2016).

A piroptose € uma morte celular inflamatoria em resposta a ativacdo dos PRRs
capazes de ativar os inflamassomas. O resultado da ativacédo da pro-caspase-1 por
via canonica e/ou pro-caspase 11 pela via ndo canbnica (a caspase 11 em
camundongos, corresponde a caspase 4 e 5 em humanos) como € a formacao de
poros na membrana plasmatica, que aumenta a pressdo osmoética liquida resultando
em lise osmoética e, consequentemente, a liberacdo do conteudo intracelular,
incluindo citocinas proé-inflamatérias e DAMPs. Dessa forma, a piroptose resulta em

uma rapida remocéao de células infectadas levando a eliminagdo dos nichos de
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replicacdo parasitaria. Em casos de respostas exacerbadas, foram descritas
associacfes significativas entre NLRs e doencas relacionadas a infeccdo e
imunidade, como mostrado na tabela 2 (SBORGI et al., 2016).

Recentemente, foi demonstrado que a piroptose ndo mata as bactérias
intracelulares, como a Salmonella typhimurium (JORGENSEN et al., 2016). Em vez
disso, as bactérias permanecem presas dentro de restos piroptoticos. Essa estrutura
€ denominada armadilha induzida por poros (PIT, do inglés: pore-induced trap) e
impede a disseminacdo bacteriana. O meio inflamatoério criado pela liberacdo do
conteddo intracelular recruta neutréfilos circulantes para o local da infeccao.
Subsequentemente, os neutrodfilos liberam PITs e eliminam o patégeno por um
mecanismo dependente de espécies reativas de oxigénio (ROS) e independente de
IL-18. Bactérias extracelulares também podem ser controladas pela agao de
peptideos antimicrobianos e, potencialmente, pelo dominio N-terminal GSDMD
liberado durante a lise celular devido a sua afinidade com cardiolipina e
fosfatidilserina, expressa em algumas membranas celulares bacterianas, como
Escherichia coli e Listeria monocytogenes (JORGENSEN et al., 2016).

Tabela 2 - Funcdes e doencas associadas a Receptores de reconhecimento humano

semelhantes a NOD

Subfamilia NLR Fungio Doenga Associada
NLRA CITA  Regulaciio da expressdo do MHCJ  Sindrome do linfécito nu, doenca de Hodgkin e
linfoma mediastinal de células B primario
Reconhece flagelina, mecanismo de  Distrofia muscular espinhal e aumento da
NLRB NAIP . P - L
piroptose e inibicdo de apoptose suscetibilidade a legionela
NLRC NLRC4  Formacéo de inflamassoma Susceptibilidade a infeccdes bacterianas

Sindrome da febre periddica associada a
criopirina, gota, diabetes tipo | e ll, doenga

NLRP NLRP3  PRR para DAMPs celiaca, psoriase, aumento da suscetibilidade
a infeccdes por HIV-1, doencas inflamatarias
intestinais

Fonte: adaptado de (KIM; SHIN; NAHM, 2016)
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A familia de receptores NOD, descrita anteriormente, caracteriza-se por possuir
trés dominios: a regido carboxi-terminal contém motivos repetitivos, em sua maioria
repeticdo rica em leucina (LRR); na regido central sdo encontrados motivos de
ligacdo e clivagem de ATP ou GTP (nucleotide binding oligomerization domain —
denominado NOD, NBS ou NACHT) e a regido amino-terminal € constituida por um
dominio efetor, de interacdo proteina-proteina (MAN; KARKI; KANNEGANTI, 2017).

Ha também as proteinas que contém o dominio de ativacdo e recrutamento da
caspase (CARD, do inglés: Caspase recruitment domain), que incluem os receptores
citoplasmaticos que se ligam ao RNA viral como, por exemplo, os receptores do tipo
RIG (RLRs, do inglés: RIG-like receptors) e o gene associado a diferenciacado de
melanoma 5 (MDAS5, do inglés: Melanoma Differentiation-Associated protein 5) que
induzem a producéo de interferons antivirais do tipo 1 (LOO; GALE JUNIOR, 2011).

A ativacdo de alguns dos componentes da familia dos receptores citosolicos
NLRs culmina na formacéo do inflamassoma, que é pertencente a familia de PRRs e
atua como modulador das respostas de defesa do organismo por meio de seu
mecanismo efetor central de ativacdo (MARIATHASAN et al., 2005). Os
inflamassomas sdo compostos por sensores proteicos como NLRs, sensores das
familias da proteina Pirina e proteina contendo o dominio HIN (PYHIN, do inglés:
pyrin and HIN domain-containing protein), a molécula adaptadora associada a
apoptose (ASC, do inglés: apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD) e pro-caspase-1 (PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011).

Além disso, os receptores NLRs sdo caracterizados por trés dominios
estruturais: um rico em repeticées de leucina (LRR, do inglés: leucine-rich repeat),
central de ligagdo nucleotidica e oligomerizagdo NOD e o dominio efetor iniciador da
sinalizacdo, que pode ser um dominio de recrutamento de caspase (CARD) ou
dominio pirina (PYD, do inglés: pyrin domain) (SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

A formacédo do complexo se da inicialmente pela ativacdo da proteina receptora
e, a partir disso, ocorre o recrutamento de proteinas citosolicas, podendo ser de
forma canbnica, onde h& ativacdo da molécula adaptadora ASC, que consiste em
dois dominios: PYD e CARD e que recruta a forma inativa da protease caspase-1
(pro-caspase-1), ou de forma ndo candnica, onde as caspases sdo recrutadas
independente da ativagao de inflamassoma (Figura 5) (MAN; KARKI; KANNEGANTI,
2017). A caspase-1 ativa realiza a clivagem das citocinas pro-inflamatérias pro-1L-13
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e pro-1L-18, assim como a proteina gasdermina D (GSDMD), cujo fragmento N-
terminal induz a piroptose (Figura 6) (BROZ; DIXIT, 2016).

Figura 5 - Bases da piroptose
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Fonte: Modificado de (MAN; KARKI; KANNEGANTI, 2017)

Nota: (A) A via canbnica de piroptose consiste no reconhecimento de PAMPs, DAMPs ou
disturbios citosolicos diretamente pelos sensores proteicos que necessitam da proteina
adaptadora ASC para recrutar pro-caspase-1. (B) A via ndo candnica identifica lipidio A de
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas no citoplasma celular recrutando
caspase-4, 5 e 11 com fungé&o principal na clivagem do fragmento N-terminal da GSDMD
promovendo piroptose e maturacdo de interleucinas.



31
Figura 6 - Mecanismos efetores mediados pela caspase-1 ativa
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Fonte: Adaptado de (BROZ; DIXIT, 2016)

Nota: A Caspase-1 ativa induz a clivagem de pr6-IL-18 em sua forma madura IL-1(.
Alternativamente, ocorre clivagem da GSDMD e seu fragmento N-terminal chamado também
de dominio de formacao de poros, se insere na membrana celular induzindo a formacao de
poros na mesma, resultando no processo denominado piroptose.

Este complexo de alto peso molecular, o inflamassoma, pode ser formado por
outros PRR citosdlicos, como NLRP1, NLRP10, NLRC4, NOD1 e NAIPs. Os
inflamassomas formados pelas proteinas NLRP3 (Figura 7) e NLRC4 (Figura 8) sao
0s mais estudados na literatura (BROZ; DIXIT, 2016), entretanto, a sua ativacao
ainda nao foi totalmente esclarecida. Van de Laar e colaboradores (2016) indicaram
gque o NLRP3 pode ser ativado por diversos estimulos, como infeccdes virais,
bacterianas, fungicas e parasitarias, sugerindo que sinais comuns promovem sua
ativacdo, além de sinais incluindo PAMPs, DAMPs, espécies reativas de oxigénio
(ROS, do inglés: Reactive Oxygen Species), liberacdo de potassio, alteracdes
intracelulares nos niveis de calcio, cristais de acido urico, amianto, silica e alimen,
danos no fagossomo e liberacdo de catepsina B, disfuncdo mitocondrial, DNA

mitocondrial oxidado e ATP.
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Figura 7 - Componentes do inflamassoma formado por NLRP3

PRO-CASPASE 1

Fonte: Adaptado de (TANG et al., 2018)

Nota: O NLRP3 contém um dominio-terminal LRR, dominio central NOD e N-terminal PYD.
ASC consiste em um dominio N-terminal PYD e C-terminal CARD. Quando o sensor NLRP3
€ ativado, ocorre recrutamento da molécula adaptadora ASC via PYD-PYD e ativacdo da
pré-caspase-1 por interacdo homotipica CARD-CARD.

O receptor NLRC4 responde principalmente a flagelina (FLI), subunidade
monomérica do flagelo de bactérias mdveis e uma das poucas estruturas de
proteinas que podem ser reconhecidas pelo sistema imunoldgico inato, agindo como
um agonista natural dos sensores TLR e NLR. NLRC4 reconhece também sistemas
de secrecdo bacterianos, contudo, ndo possui capacidade de reconhecimento de
ligante e, por isso, é dependente da proteina da subfamilia NAIP (do inglés:
Neuronal Apoptosis Inhibitor Protein) para sua ativacado. NAIP tem capacidade de
reconhecer o ligante, porém, possui em sua regido N-terminal o dominio BIR que
nao é capaz de interagir com ASC e nem com caspase-1 por ndo dispor de dominios
homologos a elas. Sendo assim, ap6s o reconhecimento feito por esse receptor,

NLRC4 é ativado e realiza seus mecanismos efetores (MARIATHASAN et al., 2004).

Em humanos, existe apenas um NAIP funcional capaz de reconhecer tanto a
flagelina bacteriana quanto a estrutura do sistema de secrecédo tipo 3 (T3SSs, do
inglés, Type 3 Secretion System), enquanto que em camundongos existem sete
proteinas NAIP (NAIP1-7). Sabe-se que tanto NAIP1 quanto NAIP2 reconhecem
T3SSs bacterianos, enquanto NAIP5 e NAIP6 sao ativados pela flagelina (KOFOED;
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VANCE, 2011). O papel dos demais NAIPs murinos na ativacdo do inflamassoma
ainda nao foi elucidado (ZHAO et al., 2011).

Os inflamassomas NLRC4 diferem-se de NLRP3 pela sua porgdo C-terminal,
onde ha a presenca de dominio CARD, capaz de interagir com a caspase-1 por
interacdo homologa entre CARD-CARD promovendo sua ativacdo. Além disso, esse
inflamassoma possui a propriedade de recrutar a proteina adaptadora ASC,
aumentando o processamento de IL-1B e, consequentemente, ampliando sua
efetividade (BROZ et al., 2010).

Figuras 8 - Componentes dos inflamassomas formados por NLRC4 e NAIP
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Fonte: Adaptado de (SULJAN; ROLKAR; HAFNER-BRATKOVIE, 2017).

Nota: A) NAIP possui uma regido C-terminal LRR, dominio central NACHT e a regido N-
terminal BIR. A proteina NAIP apds ser ativada em resposta ao reconhecimento da flagelina
bacteriana B) A proteina NLRP4 em seu estado inativo C) A proteina NLRP4 em seu estado
ativo. O NLRC4 é composto por trés dominios, sendo o N-terminal LRR, o dominio central
NACHT e o C-terminal CARD. D) Receptores sao ativados e ha o recrutamento da molécula
adaptadora ASC via CARD-CARD e ativagdo da pro-caspase-1 por interagdo homotipica
CARD-CARD.

O mecanismo de ativacdo de NLRC4 é dependente da fosforilacdo que ocorre
no residuo serina 533, localizado entre os dominios NOD e LRR do receptor. Tal
fosforilacdo € necessaria para o recrutamento da pro-caspase-1. Qu e colaboradores
(2012) desenvolveram um modelo experimental knockin hiperfosforilado, que
possibilitou elucidar que, mesmo na auséncia de infeccdo, o ganho de funcéo de
NLRC4 por meio da mutacdo pontual do aminoacido serina pelo aspartato (S533D)
levando a hiperfosforilagcdo, induz piroptose rapidamente em macréfagos. Esse dado
reforca o papel essencial da fosforilacdo para funcionamento do inflamassoma
NLRC4. Comumente, NLRC4 hiperfosforilado é conhecido como DIPAF e essa
alteracao genética é utilizada para os estudos de ativacdo do inflamassoma a partir

de estimulos inflamatérios ou ndo como descrito.
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Com base nesses estimulos ja estudados na literatura, foi demonstrado que a
resposta inflamatoria € de extrema importancia para o controle da homeostase. Qu
et al. (2016) descreve que NLRC4 e NLRP3, da familia de proteinas intracelulares
de receptores do tipo NOD (NLR), sédo expressos em células do sistema imunol6gico
inato e, tais células, possuem uma ampla variedade, logo cada trabalho apresenta
como foco principal e uma amostra celular especifica. Observamos entdo, que
dentre as células estudadas, os fagécitos sdo comumente observados por serem

uma populacdo com fungdes eminentemente relevantes.

4.3 Fagocitos

Como citado anteriormente, os fagocitos sao células amplamente estudadas.
O primeiro pesquisador que observou sua atividade moével e capacidade de ingerir
particulas estranhas foi o bidlogo russo Elie Metchnikoff (1845-1916), que introduziu
0 conceito de fagocitose em 1882 (ELLIS, 2016). Posteriormente, em 1969, foi
proposta uma classificacdo para essas células, levando em consideracdo sua
morfologia, funcéo e cinética de producado. A partir disso, foi possivel classificar as
células mononucleares fagociticas e seus precursores no sistema nomeado de
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), definido como uma familia de células
originadas da medula 0ssea, além das caracteristicas ja citadas, como similaridade
morfologica e funcional (GHOSN et al.,, 2010). Na década de 60, Ralph van Furth
descreveu em detalhes as células do SFM, em especial a cinética de producéo
dessas células sob condicdes fisioldgicas ou inflamatdrias.

Os macrofagos residem em tecidos distintos, representando uma populacéo
altamente heterogénea refletida tanto em seus aspectos morfolégicos e fenotipicos,
como metabdlicos e funcionais. Nos adultos, as células da linhagem de macréfagos
surgem a partir de células precursoras na medula 0ssea, direcionadas pela proteina
denominada fator estimulador de colénia de mondcito (M-CSF). Os precursores
evoluem para mondcitos que circulam no sangue e migram para 0s tecidos,
especialmente durante reacdes inflamatérias, quando amadurecem em macrofagos.
De modo geral, em humanos sdo caracterizados fenotipicamente pela expresséo de
altos niveis de marcador da superficie celular de CD14 e sem expresséao de CD16, e

seu equivalente em camundongos é Ly62%. Além disso, sabe-se que em um mesmo
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microambiente podemos encontrar populacdes heterogéneas dessas células
(SCHMID et al., 2018).

De maneira geral, durante um processo inflamatorio e/ou infeccioso, mondcitos
podem ser recrutados da corrente sanguinea e, por serem uma populacao
inflamatdria que apresenta rapido recrutamento do tecido, migram para os sitios de
inflamacé&o. No tecido, os macréfagos exercem diversas fungdes, além de induzirem
uma resposta inflamatéria ou anti-inflamatoéria que sdo fundamentais para garantir a
homeostasia. Entre suas diversas fun¢des, os macrofagos participam na defesa de
hospedeiro contra patdégenos, finalizam o processo inflamatorio ao eliminar os restos
celulares, participam do processo fisiologico fagocitando e eliminando células
apoptoticas, regulam a resposta imunoldgica e reparo tecidual por secrecdo de
citocinas e/ou quimiocinas e induzem a resposta adaptativa através da apresentacao
de antigeno (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Ademais, os macrofagos podem adquirir capacidades funcionais distintas
dependendo dos tipos de estimulos ativadores aos quais sdo expostos, logo, o
processo de ativacdo da célula a partir de citocinas com o objetivo de tornar-se
eficientes para eliminacdo de micro-organismo, € intitulado de ativacéo classica. Se
a ativacdo de macréfago é feita para reparos teciduais e remodelamento, o processo
passa a ser denominado como via alternativa (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).

4.3.1 Macréfagos peritoneais

Pesquisas realizadas a partir dos organismos vivos utilizam técnicas de
cultura celular para investigac6es imunolégicas. Segundo Cohn (1962), grande parte
das células de interesse sé@o encontradas no local que abriga a maior parte dos
orgaos, a cavidade peritoneal. Dentre as células presentes nessa regido, podemos
citar os linfocitos T, linfocitos B, células NK, granulocitos e fagocitos do sistema
mononuclear, células que participam da resposta imunolégica (CASSADO, 2011).

Macréfagos peritoneais podem expressar niveis diferentes de glicoproteina
em sua superficie de acordo com as condi¢cdes encontradas no microambiente. Na
auséncia de estimulacdo e/ou inflamacdo da cavidade peritoneal, os macrofagos
peritoneais, também chamados de macrofagos residentes, sdo caracterizados pelo
fendtipo F4/802%°. Em contrapartida, quando estimulado, o peritbnio passa a ser

composto por macréfagos inflamatérios, os quais apresentam o fenétipo F4/80*
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(SCHMID et al., 2018). Sua caracteristica funcional pode ser dividida em M1,
provenientes de camundongos de linhagens Thl como C57BL/6 e caracterizados
por alta expressdo da enzima NO-sintase induzida (INOS), com consequente
producao de niveis elevados de NO em resposta aos LPS ou interferon-y (IFN-y), ou
a caracteristica funcional M2 que sao macrofagos provenientes de camundongos de
linhagens Th2 como BALB/c com predominante geracdo de ornitina e poliaminas
(CASSADO, 2011).

4.4 Estudos de inflamassoma envolvendo a utilizacdo de macrofagos

peritoneais de camundongos C57BL/6

Comumente, camundongos C57BL/6 wild-type sao utilizados como grupo
controle e seus macrofagos peritoneais sdo comparados aos dos camundongos
C57BL/6 geneticamente modificados, visando assim, elucidar cada vez mais o papel
das proteinas sensoras que formam o complexo inflamassoma, principalmente os
NLRP3 e NLRC4/NAIP, especialmente, no controle de infecgbes, como por T. cruzi,
como mostrado por Gongalves e colaboradores em 2013.

Outros estudos como os de Lage e colaboradores (2013) abordaram a
resposta regulatéria do sistema imunolégico dependente de inflamassomas e
independente de macréfagos a partir de estimulos gerados pela flagelina. Além
disso, existem outras possibilidades como, por exemplo, o esclarecimento da
atuacao de NLRC4 independente de NAIP, ou até mesmo, a elucidacdo do papel da
proteina NAIP e sua atuacao como molécula adaptadora.

Essas questfes tém sido amplamente discutidas no mundo académico com o
intuito de compreender detalhadamente o funcionamento dos sensores do complexo
multiproteico. Abderrazak e colaboradores (2015) mostraram que ha um numero
crescente de estudos vinculando a deteccdo de sinais de estresse celular a um
papel fisiopatolégico direto da ativagdo do inflamassoma em uma ampla gama de
distarbios auto inflamatérios e autoimunes, além da relagcdo entre ativacdo de
complexo e a suscetibilidade as infec¢des. Isso pode fornecer um novo mecanismo
racional sobre como essas moléculas desencadeiam doencas inflamatorias estéreis
0 que criou um grande interesse em desvendar as formas como ocorrem as
ativacdes, uma vez que a percepcado mecanicista € 0 pré-requisito para um

desenvolvimento baseado em conhecimento de estratégias de intervencéo



38

terapéutica que visem especificamente a producdo de IL-1B desencadeada por
inflamassoma (DINARELLO, 2011).

4.5 Imunidade inata no controle da infeccao por Trypanosoma cruzi

Pensando no controle da infeccdo mediado por NLRP3, Zamboni e Lima
(2015) revisaram a ativacdo e o0s papeéis especificos dos inflamassomas no
reconhecimento e nas respostas do hospedeiro a parasitas protozoarios
intracelulares, descrevendo os mecanismos de reconhecimento e ativacdo das

proteinas formadoras do NLRP3, como mostrado na figura 9.

Figura 9 - Ativacao do inflamassoma NLRP3 em resposta a infeccao por T. cruzi
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Fonte: Adaptado de (ZAMBONI; LIMA, 2015).

Nota: Receptores de reconhecimento de padrdes, como TLRs séo ativados por PAMPs T.
cruzi. A ativacdo de TLRs e NODL1 aciona o recrutamento de a proteina adaptadora MyD88
e a serina-treonina-quinase 2 que interage com o receptor (RIP2), respectivamente. Isso
ativa a sinalizacdo de NF-kB. Infeccdo por T. cruzi em macréfagos levam a efluxo de K*,
geracdo de EROs (espécies reativas de oxigénio) e ruptura da membrana fagossémica,
levando a liberacdo de catepsinas vacuolares em citoplasma da célula hospedeira. Esses
processos culminam na montagem e ativacdo do inflamassoma NLRP3" ASC” caspase-1,
levando a clivagem da Caspase-1 e processamento de pro-IL-1B para sua forma madura.
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Dados obtidos por Gongalves e colaboradores (2013) demonstraram a
capacidade do T. cruzi ativar NLRP3 por meio da avaliagdo da secrecéo de IL-1p por
macréfagos peritoneais infectados. Concluiu-se entdo que a infec¢do induz a
secrecao de IL-1B por macrofagos peritoneais isoladas de camundongos WT, mas
ndo de macréfagos peritoneais isoladas de camundongos NLRP3” e caspase-17

como mostrado na figura 10.

Figura 10 - Ativacdo de NLRP3 induzida por T. cruzi

25093 wr
s Das”
B nrpP3”
2004 .
=} Caspase-1"
=t
£ 150~
(=]
=
o
< 1004
=
-
504
m] "k -k
(-)

Infectados

Fonte: Adaptado de (GONCALVES et al., 2013).

Nota: Macrofagos peritoneais de camundongos WT, MyD88", NLRP3” e Caspase-17
infectados com tripomastigotas de T. cruzi. A avaliagdo da producéo de IL-1( foi feita a partir
dos sobrenadantes coletados em cultura celular apos a infec¢ao utilizando a técnica de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés: Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay).

O mesmo estudo demonstrou pela primeira vez que a infeccdo por T. cruzi
induz a producéao de IL-13 de maneira dependente de NLRP3 e Caspase-1, onde foi
observado também que a catepsina B parece ser necesséaria para a ativacdo do
NLRP3 em resposta a infec¢cdo. Os pesquisadores utilizaram inibicdo farmacologica
da catepsina B para demonstrar a anulacao da secrec¢ao de IL-13. Para esse estudo,
foram utilizados macréfagos peritoneais de camundongos geneticamente
modificados para observar que exibiram uma quantidade maior de parasitas como

mostrado na figura 11.
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Figura 11 - Ativacdo de macréfagos isolados frente ainfec¢cdo por Trypanosoma cruzi
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Fonte: Adaptado de (GONCALVES et al., 2013)
Nota: Quantificacdo do namero de amastigotas (indicados pelas setas brancas) presentes
apo6s 1-2h de infecg@o com T.cruzi. Observa-se o aumento da contagem de amastigotas em
camundongos MyD88”-, NLRP3” e caspase-1™.

Logo, foi visualizado que esses camundongos exibiram deficiéncia na produgéo
de NO e comprometimento da atividade celular mediada por macrofagos na
eliminacdo dos parasitas por ter apresentado picos de parasitemia comparavel aos
camundongos MyD88” (modelos suscetiveis a infeccdo por T. cruzi), indicando
assim, o envolvimento e necessidade do inflamassoma NLRP3 no controle da
infeccdo (GONCALVES et al., 2013).

Adicionalmente, um estudo feito por Compan e colaboradores (2014) mostrou
também que animais NLRP3” tiveram alta carga parasitaria e inflamacdo nos
tecidos cardiacos. Este trabalho teve como objetivo principal observar a atividade de
oligomerizacdo da molécula adaptadora ASC. O papel dessa molécula € altamente
inexplorado e, nesse estudo foi descrito sua importancia. Em um meio hipotonico
verificou-se a formacédo de pontas de ASC o que mostrou um potencial de auto-
oligomerizacdo, porém, as mesmas ndo foram suficientes para ativar caspase-1 e
desencadear piroptose. No entanto, quando houve a interacdo com NLRP3 foi
constatado uma melhor formacdo de particulas ASC e constituicdo de
inflamassomas totalmente funcionais.

Em concluséo, Franchi e colaboradores (2009) descreveram que o modo pelo
gual se d4 a ativacdo de NLRP3 ainda precisa ser elucidado, pois, mesmo com
muitos trabalhos publicados mostrando o envolvimento do inflamassoma no controle
de infeccbes, nenhum descreve de fato como ocorre o reconhecimento pelas
proteinas formadoras do complexo. Atualmente a teoria mais aceita € que ele
responde a eventos celulares comuns que englobam danos mitocondrial,
desestabilizacdo lisossomal, mudangas nos niveis de célcio intracelular e

especialmente, efluxo de potassio.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com a melhoria das técnicas de alteracdo genética em modelos
experimentais, foi possivel observar avancos importantes no ambito de pesquisas
académicas, permitindo a compreensao de muitos detalhes referentes a processos
imunoldgicos. Assim, a imunologia deixou de ser uma ciéncia meramente descritiva,
0 que vem possibilitando um melhor entendimento das dinamicas de funcionamento
de um sistema integrado.

A deteccdo dos sinais de estresse celular observada pelas proteinas da
familia de receptores NOD que compdem o inflamassoma pode englobar uma ampla
gama de disturbios auto inflamatérios e autoimunes, por outro lado, essa resposta é
importante também para o controle de infeccdo como a causada pelo T. cruzi.

Em conjunto, o envolvimento de NLRP3 no controle da infeccéo por T. cruzi é
bem estabelecido uma vez que os dados levantados a partir da literatura mostram
que:

1) Macro6fagos peritoneais derivados de camundongos deficientes em NLRP3
apresentam altos niveis de parasitemia e mortalidade em comparacdo as células
selvagens.

2) Os macrofagos infectados com T. cruzi secretam IL-13 de maneira
dependente de NLRP3, caspase-1 e ASC.

3) Macroéfagos peritoneais deficientes em componentes do inflamassoma
NLRP3 nao controlam a infeccéo por T. cruzi.

4) A carga parasitaria de células derivadas de camundongos deficientes em
NLRP3 é maior em relacdo aos macrofagos selvagens, devido sua diminuicdo na

producédo de NO.
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