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Resumo

Infeccbes por Escherichia coli (E. coli) ainda sdo um problema de salde publica
gracas ao seu alto potencial zoonoético e ao fato de que em muitos paises ainda
existem altos indices de mortalidade. Sistemas de secrecdo sdo descritos como
importantes aparatos celulares para que bactérias sejam capazes de translocarem
proteinas efetoras para células hospedeiras. Dentre as proteinas efetoras que
compde o sistema de secrecao do tipo VI (SST6), destacam-se ClpV e IcmF, por sua
importancia em manter o SST6 funcional. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho foi analisar o papel do SST6 bacteriano, via ClpV e IcmF, na ativacao dos
inflamassomas durante a resposta imune inata. Através dos resultados observamos
que o SST6 € crucial para a replicacdo intracelular de E. coli em macrofagos,
modulando a secrec¢éo de citocinas, 0 metabolismo redox da célula e a ativacdo dos
inflamassomas através da clivagem de caspase 1. As proteinas NLRP3 e as
caspases 1 e 11 sdo necessarias para o aumento da secrecédo de IL-1f induzida por
E. coli. Demonstramos que a presenca das caspases 1 e 11, bem como do receptor
NLRP3 podem atuar em outros processos e mecanismos celulares ativados durante
a infeccdo por E. coli, como a apresentacdo de antigenos lipidicos, geracdo de
espécies reativas de oxigénios, producdo de 6xidos nitrico e outras citocinas pro-
inflamatorias. A auséncia de componentes do inflamassoma favoreceu a replicacéo
intracelular bacteriana assim como a colonizacdo de érgédos vitais em camundongos
como o figado e o baco. Investigamos também o papel do metabolismo lipidico
durante a infeccao através da andlise da biogénese de corpusculos lipidicos e ainda
constatamos que a replicacdo intracelular bacteriana esta relacionada com a
presenca da enzima acido graxo-sintase. Portanto o presente trabalho caracterizou
os diferentes mecanismos celulares envolvidos durante a ativacdo da resposta
imune inata frente a infeccdo com uma linhagem patogénica de E. coli focando no
papel do sistema de secrecdo do tipo VI, através do uso de cepas onde suas
proteinas efetoras sao ausentes, e ainda a relevancia de componentes do

inflamassoma nesse processo.
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Absctract

Escherichia coli (E. coli) infections remains a public health problem since its higher
zoonotic power and the fact that in a lot of countries there are still cases with
mortality risk. Secretion systems are described as important cellular apparatus to
make bacteria capable of translocate effectors proteins to the host cell. Among all
proteins constituent of type six secretion system (T6SS) effectors proteins, ClpV and
IcmF are highlighted due to their importance to maintain T6SS functional. Therefore,
the aim of the present work was to analyze the role of T6SS through ClpV and IcmF
in inflammasome activation during innate immune response. Taken together,
odemonstrated that T6SS is crucial to control intracellular bacterial replication in
macrophages by modulating cytokines release, cell redox metabolism and
inflammasome activation through caspase 1 cleavage. The NLRP3 receptor, as well
as caspases 1 and 11, are necessary to increase IL-1B release induced by E. coli.
We showed that the presence of caspases 1 and 11 and NLRP3 can influence in
other process and cellular mechanisms active during E. coli infection, such as, lipid
antigen presentation, generation of oxygen reactive species, nitric oxide and other
pro-inflammatory cytokines production. The absence of inflammasome components
improved bacterial intracellular replication and the colonization of the liver and spleen
in mice. We also investigated the role of lipid metabolism during infection through
analyses of lipid droplet biogenesis and verified that intracellular bacterial replication
can be associated with fatty acid synthase. Therefore, this work characterized the
different mechanisms involved during innate immune response activation upon
infection with a pathogenic strain of E. coli focusing in the role of bacterial T6SS,
using strains where its effector proteins are absent, and the relevance of

inflammasome components in this process.
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1.Introducao

1.1 Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli) € um bacilo gram-negativo que coloniza o trato
gastro intestinal humano logo apdos 0 nascimento e passa a fazer parte da microbiota
coexistindo de forma saudavel e benéfica (RODRIGUEZ e colab., 2015). Contudo,
vérias linhagens possuem atributos de viruléncia que conferem a capacidade de
induzir uma diversidade de patologias tanto em humanos quanto em outros animais
(CROXEN e FINLAY, 2010). Dentre as doencas tipicamente associadas a E. coli
estdo: infeccbes do trato gastrointestinal, infeccoes extra-intestinais: infecgbes do
trato urinarios, meningites e a sepse (KAPER, 2005).

As cepas de E. coli podem ser classificadas em diversas categorias, sendo o
grupo responsavel por infec¢des extra-intestinais conhecido como EXPEC (RUSSO
e JOHNSON, 2000). Nas ultimas décadas o numero de fatalidades causadas por
infeccbes com EXPEC aumentou tornando-se um enorme problema de saude
publica, além de estar envolvidas em grandes prejuizos na industria de criacdo
animal (MELLATA, 2013; PITOUT, 2012). O subgrupo APEC se encontra dentro do
grupo EXPEC, e é constituido por bactérias de origem aviaria. Entretanto, além do
potencial zoonotico, ja foi demonstrado a capacidade de cepas APEC de infectarem
células de mamiferos e ainda induzir meningite (TIVENDALE e colab., 2010), assim
como a apoptose em macréfagos (BASTIANI e colab., 2005).

Cepas patogénicas de E. coli utilizam diversos mecanismos que as tornam
capazes de colonizar, invadir e lesar os tecidos do hospedeiro. A adesédo a célula
hospedeira é essencial, seguida de uma subversdo dos processos celulares assim
como uma evasao da resposta imune (BHAVSAR e colab., 2007). Para isso, cepas
de E. coli utilizam estruturas como fimbrias e pilus e secretam varias proteinas e
toxinas (CROXEN e FINLAY, 2010). Essa secre¢do de fatores de viruléncia
usualmente ocorre através de nanoaparatos moleculares altamente especializados

conhecidos como sistemas se secre¢ao (COSTA e colab., 2015).
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1.2 Sistemas de secrecdo bacterianos

As bactérias necessitam transportar diversos substratos de seu interior para
outros compartimentos, seja para o meio extracelular seja diretamente para o interior
de outra célula procariota ou eucariota, e para isso 0s sistemas de secrecado sao
essenciais (GREEN e MECSAS, 2016). Os sistemas de secrecao sdo 0s principais
meios desenvolvidos para o transporte de proteinas efetoras, fatores de viruléncias e
acidos nucleicos para além das membranas fosfolipidicas de células hospedeiras.
Esses aparatos podem modular relagdes intracelulares e estdo associados com a
patogenicidade e capacidade de adesdo do microorganismo, interacdo com 0 meio
extracelular, adaptacdo e sobrevivéncia (COSTA e colab., 2015). Em virtude da
especificidade de expressdo associada ao sistema de secrecdo de algumas
bactérias patogénicas, o uso desses sistemas como alvo de antibi6ticos passou a
ser alvo de estudos (GREEN e MECSAS, 2016).

Ha& uma variedade de classes de sistemas de secrecdo e alguns podem ser
encontrados em uma boa parte das bactérias que secretam uma diversidade de
substratos. Entretanto, existem alguns sistemas que estao presentes em um menor
namero de bactérias ou que secretam exclusivamente apenas algumas proteinas
especificas. Atualmente existem 7 tipos de sistemas de secrecao descritos, tipo | ao
tipo VII (COSTA e colab., 2015) .

Estruturalmente os sistemas de secrecao podem ser diferenciados baseado-
se no fato de seus substratos necessitam de atravessar uma, duas ou até trés
membranas, sendo duas primeiras as membranas internas e externas bacterianas e
a terceira a membrana da célula hospedeira (REGO e colab., 2010). Todos o0s
sistemas de secrecdo compartilham o fato de parte de sua estrutura possuir um
canal de barril-B formando uma espécie de cilindro na membrana externa bacteriana,
entretanto ha4 uma grande diversidade em suas outras estruturas e funcdes
mecanicas (GREEN e MECSAS, 2016).

Em Gram negativas para que algumas proteinas consigam atravessar o
espaco intramembranar e a membrana externa elas utilizam dois passos, primeiro
sao transportadas até o espacgo periplasmatico por meio das das vias de secrecéo
Sec ou Tat (NATALE e colab., 2008), e o segundo passo € o transporte via sistema
de secrec¢édo através da membrana externa, os sistemas de secre¢éo do tipo Il e V

participam desse processo. Ja outros sistemas de secrecdo, tipo I, Ill, IV e VI,
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liberam seus substratos de forma independente de Sec ou Tat pois seus canais

atravessam a membrana interna e a membrana externa (Fig 1).

Host
Membrane

Type V

Outer
Membrane

Periplasm

Inner
Membrane

Cytoplasm
Tat Sec Type | Type lll  Type IV Type VI

Figura 1 — Estrutura béasica de sistemas de secre¢cbes em bactérias gram-negativas. Os
sistemas do tipo Il e V dependem das vias de secre¢do Sec ou Tat enquanto os sistemas I, 1ll, VIl e VI
liberam seus substratos de forma independente. Fonte: GREEN e MECSAS, 2016.

Portanto, os sistemas de secrecdo podem ser classificados de acordo com a
sua estrutura fisica; nUmero de etapas no momento da secrecao; se estdo presentes
em bactérias gram-negativas ou positivas (apenas o tipo VII € presente em gram-
positivas); em qual regido terminal da proteina a ser secretada se encontra a
sequéncia sinalizadora de secrecdo e se 0s substratos sdo transportados
enovelados ou ndo. Apesar de todas essas informagfes serem conhecidas para a
maior parte dos sistemas, ndo se conhece ainda sobre o sinal de secrecdo do
sistema de secrecdo do tipo VI (SST6) e nem sobre a forma exata como seus
substratos sédo secretados (GREEN e MECSAS, 2016), ja que esse sistema é um
dos mais recentemente descobertos e ainda ha muito para ser estudado sobre sua
atuacao.

1.3 Sistema de secrecao do tipo VI (SST6)

O SST6 foi descrito pela primeira vez em 2006 em Vibrio cholerae
(PUKATZKI, e colab., 2006) e hoje sabemos que ele esta presente em um quarto de
todas as bactérias gram-negativas incluindo espécies como: E. coli, Salmonella
enterica, Yersina enterocolitica, Aeromonas sp, Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia sp, Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumanii, Stenotrophomonas
maltophilia e Achromobacter xyloxidans (RUSSELL e colab., 2014). Durante a
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interagdo procarioto-procarioto o SST6 oferece uma vantagem competitiva em
ambientes variados (MACINTYRE e colab., 2010; DONG e colab., 2015), e assim
como para ceélulas eucariotas e o0 transporte de proteinas ocorre de forma
dependente de contato (HAYES e colab., 2010). B. cenocepacia e P. aeruginosa
ativam o sistema de secrecdo durante a infeccdo de pacientes com fibrose cistica
(AUBERT e colab., 2016; MOUGOUS e colab., 2006). B. thailandensis possui 5
copias de grupamentos de genes que codificam o SST6 e algumas coOpias sao
utilizadas nas interacdes com eucariotos e outras com procariotos (SCHWARZ e
colab., 2010). Em E. coli o SST6 esta envolvido com a capacidade de aderéncia e
invasao de células epiteliais e na replicagcdo intracelular em macréfagos de linhagem
(DE PACE, e colab., 2010).

Estruturalmente a montagem do aparato do SST6 se assemelha a cauda de
um bacteriofago invertida (PUKATZKI, colab., 2007). Atualmente sabe-se que mais
de 20 proteinas podem fazer parte do SST6 e que esse contém 13 componentes
altamente conservados entre as diferentes espécies bacterianas, patogénicas ou
nao, que compdem a estrutura central desse sistema (BOYER e colab., 2009;
BINGLE e colab., 2008).

As proteinas HcP (proteinas co-reguladoras de hemolisinas) e VgrG
(proteainas G de repeticbes em valina e glicina) foram as primeiras identificadas
como fundamentais para a montagem de sistema e hoje sabe-se que além do seu
papel estrutural, elas também podem ser secretadas através do SST6 (WEBER, e
colab., 2013). Durante a montagem do nanotubo (figura 2(, um trimero de VgrG
juntamente com outras proteinas do SST6, proteinas PAAR, e outras proteinas
efetoras se agregam na base da membrana interna possibilitando a formacdo da
base que dard inicio ao tubo e sua bainha. Hexamero de HcP sado entdo recrutados
e comecam a montagem do tubo em uma conformacéo que possibilita a montagem
de uma bainha composta pelas subunidades VipA e VipB ao seu redor. Mudancgas
conformacionais no complexo da base desencadeiam uma contragdo da bainha o
gue faz com que o tubo de HcP seja empurrado, juntamente com o complexo
VgrG/PAAR/efetores, da membrana bacteriana para o meio extracelular ou através
da membrana da célula hospedeira (BASLER, 2015). O complexo da membrana &
estavel e pode ser utilizado mais de uma vez para outras injecdes, entretanto a
bainha contratil tem suas subunidades reconhecidas por uma ATPase da familia Clp,

a ClpV, a qual desmonta a estrutura e recicla as subunidades para que sejam

21



utilizadas novamente (DOUZI e colab., 2016). Outra subunidade fundamental é a

proteina IcmF (proteina de multiplicacdo intracelular F) que contém varios dominios

transmembrana fazendo parte, juntamente com outras subunidades, do complexo
membranar (COSTA e colab., 2015) e ainda exibe atividade de ATPase (MA e

colab., 2012) .

envolvida na adeséo a células epiteliais (DAS e colab., 2002) .

Durante a infeccdo com Vibrio cholerae, a proteina IcmF esteve
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Figura 2 - Montagem do SST6. Adaptado de: (BASLER, 2015).
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Como nenhum sistema de secrecdo € constitutivamente ativo, eventos

sinalizadores sdo necessarios para sua ativacao, por exemplo o reconhecimento de

receptores de uma célula hospedeira pode se encaixar nesse papel (GERLACH e

HENSEL, 2007).
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1.4 Resposta Imune contra infec¢éo bacteriana

O tecido epitelial constitui a primeira barreira mecanica encontrada por
bactérias durante uma infeccéo, adicionalmente esse tecido ainda pode produzir
peptideos antimicrobianos que atuam nesse combate. Entretanto, é a partir da
ativacdo da imunidade inata que temos a primeira linha de defesa que utiliza
mecanismos celulares e bioquimicos complexos (CALICH, 2009). A partir do
reconhecimento de bactérias por meio de receptores especializados, o sistema
imune passa entdo a recrutar fagocitos, outras células imunoldgicas, e secretar
citocinas e quimiocinas no local da infeccdo, com o objetivo de atuarem por meio
de mecanismos microbicidas contra o patdgeno e também ativacdo da resposta
imune adaptativa por meio da apresentacado de antigenos (MURPHY, 2014).

Além das citocinas pro-inflamatoérias, a producdo de Oxido nitrico se encaixa
em um dos mecanismos microbicidas ativados por células infectadas apés o
desencadeamento da resposta inflamatdria (WINK e colab., 2011). Um importante
marcador da ativacdo inflamatdria € a organela corpusculo lipidico (CL) que esta
intimamente relacionada a inflamacédo (BOZZA e colab., 2009) por ser sitios de
sintese de eicosanoides e de acumulo de citocinas. O aumento da biogénese
dessa organela foi relatado em diversos tipos celulares infectados com diferentes
bactérias (BOZZA e colab., 2009).

A resposta imune inata contra patdgenos € baseada na ativacdo de
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) que reconhecem estruturas comuns
a grupos de microrganismos semelhantes (MEDZHITOV e JANEWAY, 1996), os
chamados padrées moleculares associados a patdégenos (PAMPs) que variam
desde componentes da parede celular até estruturas de acidos nucleicos uUnicas
aos patogenos (MURPHY, 2014). Diversos tipos de receptores intracelulares ou de
membrana tem a capacidade de reconhecerem PAMPs e eles sdo expressos em
um vasto numero de células epiteliais ou imunoldgicas. A familia de PRRs é
constituida por receptores toll-like (TLRS); receptores de lectina tipo-C; receptores
(RIG)-I-like (RLRs); receptores NOD-like (NLRs) e receptores AIM2-like (STOREK
e MONACK, 2015). A partir de uma infeccdo microbiana, alguns PRRS promovem

uma resposta pro-inflamatoria e antimicrobiana através da ativacdo de fatores de
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transcricdo como NFxB e IRFs, e podem desencadear a montagem e ativacao de
complexos multiproteicos citosoélicos conhecidos como inflamassomas (MARTINON
e colab., 2002).

1.5 Inflamassoma

O termo inflamassoma foi utilizado pela primeira vez em 2002 quando Martion
e colaboradores descreveram um complexo multiproteico intracelular que era
montado a partir do reconhecimento de PAMPs ou DAMPs (padrbes moleculares
associados a perigo) e que culminavam com a auto clivagem de caspase 1, uma
protease dependente de cisteina, iniciando uma cascata de sinalizacdo para a
maturacéo das citocinas pré-inflamatérias IL-18 e IL-18 (MARTINON e colab., 2002).
A ativacdo de caspase 1 resulta ainda na inducdo de um tipo de morte celular
programada e pro-inflamatéria conhecida como piroptose (BERGSBAKEN e colab.,
2009).

A montagem do complexo ocorre através do reconhecimento entre o0s
dominios CARD (dominio recrutador de caspase) e PYD (dominio pyrin) das
subunidades do complexo que permite a interacdo entre os receptores NLRs ou
AIM2 e a pro-caspase 1(BROZ e DIXIT, 2016). Diferentes inflamassomas ja foram
descritos baseando sua estrutura em diferentes NLRs como NLRP1,NLRP3, NLRC4
(IPAF), NLRC5 entre outros.(MARIATHASAN e MONACK, 2007). Alguns
inflamassomas utilizam da proteina adaptadora ASC (proteina speck-like associada
a apoptose) para realizar a ligacdo entre o sensor NLR e a caspase 1 ja que
proteina ASC é composta por um dominio pyrin e um dominio CARD, porém nem
todos os inflamassomas sao dependentes de ASC. Ja foi demonstrado que a
oligomerizacdo de ASC pode afetar diretamente a maturacdo de IL-13, mas a auto
protedlise de caspase 1 assim como a inducdo de piroptose podem ocorrer na
auséncia de ASC (BROZ e colab., 2010)(Fig 3).

O mecanismo de ativagdo do inflamassoma NLRP3 é o mais esclarecido
atualmente. Inicialmente, € necessério reconhecimento de um estimulo extra celular
resultando em uma cascata de sinalizacdo que aciona o fator de transcrigdo NFxB
para regular a transcricdo de NLRP3, pro-IL-1B, pré-IL18 e também pro-caspasel
(BAUERNFEIND e colab., 2009). Embora se saiba como o NLRP3 é ativado ainda
ndo ha um consenso sobre como ocorre sua oligomerizagdo para posterior

exposicdo para interacdo com a ASC, entretanto varios mecanismos tem sido
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propostos sendo o mais promissor relacionado ao efluxo de potassio (BROZ e
DIXIT, 2016).
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Figura 3 — Modelo de ativacédo do inflamassoma. Fonte: (WALSH e colab., 2014).

A secrecdo das citocinas IL-1pB e IL-18 é de extrema relevancia para que o
sistema imune consiga controlar a infeccdo de patdégenos intracelulares e promover
a ativacdo da resposta imune adaptativa, sendo que a secrecdo de IL-18 acaba por
ter efeitos menos danosos quando comparada com IL-13 que causa um maior dano
tecidual (RATNER e colab., 2017).

As proteinas caspase 11, para camundongos, e as caspases 4 e 5, ortélogos
humanos, desempenham um papel fundamental em uma via de ativagdo nao
canbnica para clivagem de caspase 1 (KAYAGAKI e colab., 2011). O LPS de
bactérias gram-negativas € capaz de ativar a caspase 11 de forma independente,
essa forma ativa entdo promove a clivagem de caspase 1 de forma dependente de
NLRP3 (BROZ e DIXIT, 2016). Estudos recentes mostraram ainda que um dos
principais mecanismos para inducdo de piroptose € através da clivagem de

gasdermina D, a qual € clivada pela caspase 11 ativa (KAYAGAKI, N e colab.,
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2015). Isso explica porqué a piroptose pode ser diretamente desencadeada por
caspase 11 de forma independente de caspase 1 (BROZ, Peter e colab., 2013)(Fig
4).
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Figura 4 — O papel da caspase 11 para ativacdo ndo canénica do inflamassoma e durante a
inducédo de piroptose. Fonte: (BROZ, Petr e DIXIT, 2016).

Considerando o papel, a complexidade, bem como a relevancia da ativacao
dos inflamassomas e o seu papel fundamental para resposta imune inata, é de se
esperar que moléculas efetoras dos sistemas de secrecdo bacterianos afetem direta
ou indiretamente essas vias de ativagdo. Infec¢bes causadas por Salmonella spp,
Legionella pneumophila, P. aeruginosa dentre outras bactérias sao caracterizadas
por induzirem ativacdo dos inflamassomas utilizando efetores de seus sistemas de
secrecéo (Fig 5). L. pneumophila induz a clivagem de caspase 1 e liberagcédo de IL-13
através do bem caracterizado sistema Dot/lcm (SILVEIRA e ZAMBONI, 2010). S.
Typhimurium expressando o sistema de secrecao tipo Il (SST3) induz a secrecéo
de IL-1B dependente da ativagdo de NLRC4 (FRANCHI e colab., 2006). Yersinia spp
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ativa tanto o inflamassoma NLRP3 quanto NLRC4 de forma dependente do SST3
(ZWACK e colab., 2015; BRODSKY e colab., 2010). Durante a infeccéo por Shigella
0 SST3 parece ser capaz de induzir autofagia o que acabou por inibir a ativacdo do
inflamassoma (SUZUKI e colab., 2007). Uma proteina efetora do SST6, TecA, foi
associada com a ativacdo do inflamassoma pyrin durante a infeccdo por B.
cenocepacia (AUBERT e colab., 2016), porém o papel de outros efetores do SST6

durante ativacéo dos inflamassoma por outras bactérias permanece desconhecido.
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Figura 5- Ativacdo do inflamassoma a partir de subunidades bacterianas. Fonte: (BROZ, Petr e
DIXIT, 2016).

Nem sempre 0os mecanismos de ativacdo da resposta imune sao suficientes
para resolugcdo de uma infeccédo. Isso ocorre pois ao curso da evolucdo varias
bactérias desenvolveram mecanismos onde se torna possivel o escape da resposta
imune e para isso fazem uso de seus sistemas se secre¢ao. Durante a infecgdo com
Brucella um fator de viruléncia associado ao sistema de secrecao tipo 1V participa da
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inibicdo da resposta imune e controla o trafego de vesiculas do hospedeiro (KE e
colab., 2015), ja ao longo da infeccdo com Coxiella burnetii esse sistema de
secrecdo modula o transcriptoma do hospedeiro (WEBER, Mary M. e colab., 2015).
Efetores do sistema de secrecao tipo Il atuam na destruicdo do fagossomo em
células infectadas por Shigella (YANG e colab., 2015),e inibem a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 em durante a infeccdo de E. coli em mondcitos humanos (YEN
e colab., 2015).

Embora se saiba que o SST6 participa ativamente no estabelecimento da
infecc@o de varias bactérias promovendo uma resposta inflamatoria, ainda ndo estéao
esclarecidos todos os mecanismos e vias de ativacdo utilizadas durante a infeccéao
por E. coli causadoras de infeccdes extra-intestinais e nem o papel da ativagédo dos

inflamassomas nesse processo.

28



2.0bjetivos

2.1 Objetivos Gerais

Investigar o papel do sistema de secre¢do do tipo VI sobre a resposta

imunoldgica e inflamatéria causada pela infec¢éo por E. coli, analisando a ativacao

dos inflamassomas durante esse processo.

2.2 Objetivos Especificos

Investigar se a ativagdo de mecanismos relacionados ao metabolismo
redox mecanismos e pro-inflamatérios em macréfagos durante a
infeccdo com E. coli sdo dependentes de efetores do SST6.

Analisar o papel do SST6 e seus efetores durante a ativacdo dos
inflamassomas NIrp3 e Nlrc4 em infecgdes in vitro e in vivo.
Caracterizar o papel do SST6 e de moléculas relacionadas ao
inflamassomas para a replicacdo intracelular e estabelecimento da
infeccdo por E. coli in vitro e in vivo .

Averiguar qual o papel das caspases 1 e 11 e do receptor Nirp3
durante a inducdo de outros mecanismos celulares da resposta imune
ativacdo do inflamassoma bem como de efetores do SST6 durante a
apresentacao de antigenos lipidicos.

Avaliar a biogénese de corpusculos lipidicos durante a infeccdo com E.
coli caracterizando o papel do SST6 nesse processo assim como dos

inflamassomas.
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3.Materiais e Métodos

3.1 Cepas bacterianas e condi¢des de cultivo.

As cepas de E. coli utilizadas nesse trabalho pertencem a colecdo do
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
sob a coordenagéo do Prof. Wanderley da Silveira. SEPT 362, cepa APEC selvagem
e mutantes isogénicos para as proteinas ClpV (ACIpV), e lcmF (AlcmF) foram
cultivadas aerobicamente a 37 °C em meio LB liquido suplementado com
estreptomicina (100 pg/ml), ampicilina (100 ug/ml) e tetraciclina (50 pg/ml).

Crescimento bacteriano para infecgéo foi realizado em cultivos de 12 horas.

3.2 Camundongos e consideracdes éticas

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 e derivados mutantes:
Caspase 1-11-/-, NIrp3-/-, Asc-/- e NIrc4-/-. Os animais foram mantidos nas
instalagbes do biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia (UnB), bem como na Universidade de S&o Paulo em Ribeirdo Preto
(USP/RP). Todos os cuidados e experimentos envolvendo os animais foram
realizados acordo com as diretrizes institucionais aprovadas pela Comisséo de Etica
e Uso de Animais (CEUA) da UnB e da USP/RP. Os camundongos foram utilizados
para obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea e para ensaios in

vivo,onde para cada grupo experimental foram utilizados 5 animais.

3.3 Macrofagos derivados de medula 6ssea

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM) foram obtidos como descrito
previamente (MARIM e colab., 2010). Fémures e tibias oriundos de C57BL/6 tiveram
suas cavidades Osseas lavadas com meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)

para liberacdo das células da medula O0ssea. Essas células foram mantidas em
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cultura a 37° C e 5 % de CO2 em placas de petri sem tratamento para aderéncia
durante todo periodo de diferenciacdo. O meio de diferenciagdo € composto por:
RPMI 16140, 20% de soro fetal bovino (Gibco), 30% de meio condicionado de
células L-929 (LCCM) e 1% de penincilina-estreptomicina. Apds o oitavo dia de
diferenciacdo os macrofagos obtidos eram devidamente plagueados e mantidos em
RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino e 5% de LCCM.

3.4 Condicbes de infecgédo in vitro

BMDMs foram plagueados em placas de 24, 48 ou 96 pocos a depender do
ensaio. As diferentes cepas de E. coli eram quantificadas por espectrofotometria,
sendo 1:100 o MOI utilizado. As células eram lavadas 1 hora ap6s a infecgcdo com
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e meio RPMI 1640 suplementado com

40ug/ml de gentamicina era adicionado posteriormente.

3.5 Pré tratamento com C75

Com o objetivo de avaliar os efeitos da inibicdo da enzima acido graxo sintase
durante a infeccdo por E. coliem BMDMs, estas células foram pré-tratados com 1uM
de C75 (4-Methylene-2-octyl-5-oxotetrahydrofuran-3-carboxylic acid) (Sigma- Aldrich)
por 1 hora antes da infeccdo onde permaneciam em condicdo de cultuvo. Apo6s a
adicdo de meio suplementado com gentamicina que ocorria ap6s 1 hora da infeccdo
o C75 era novamente adicionado para que o efeito da inibicdo continuasse durante a
infeccdo. As células tratadas foram analisadas quanto a biogénese de corpusculo

lipidico assim como a replicagéo intracelular bacteriana.

3.6 Condicdes de infecgéo in vivo

Camundongos de 8 a 12 semanas foram infectados intraperitonealmente com
107 bactérias diluidas em 100 pL de PBS e foram mantidos por 24 horas. Os animais

foram anestesiados com cetamina e xilazina (50 mg/kg e 10 mg/kg,
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respectivamente) para retirada do sangue e entdo sacrificados para coleta de 6rgaos
e realizagao de lavado peritoneal.

3.7 Quantificacdo de células bacterianas viaveis em BMDM ou em

camundongos infectados

Para determinagdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC)
apos infeccdo em BMDM, as células foram lisadas com a utilizagcdo do detergente
Triton 0,02%. O lisado célular foi entdo diluido em PBS estéril e colocado em placa
do meio seletivo MacConkey &gar (Sigma-Aldrich) para crescimento bacteriano.
Também foi analisado o nimero de UFC da regido peritoneal de animais infectados
assim como do baco e figado desses animais. Os 6rgdos foram coletados e
colocados em meio LB liguido para manutencdo das bactérias viaveis, foram
pesados e posteriormente macerados e homogeneizados. Os tecidos
homogeneizados foram diluidos e colocados em placas de MacConkey agar. Apés
obtencdo de imagem digital das placas a contagem de colbnias foi realizada com o

software ImageJ.

3.8 Dosagem de citocinas

O sobrenadante livre de células oriundo de BMDM (ensaios in vitro), lavado
peritoneal assim como o soro das amostras de sangue (ensaios in vivo) foram
analisados quanto aos niveis de diferentes citocinas secretadas utilizando o método
ELISA, de acordo com as instrucbes do fabricante. Os niveis de citocinas foram
demonstrados em valores absolutos (pg/mL) a partir da leitura em 450 nm no

aparelho SpectraMax.

3.9 Dosagem de oxido nitrico
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Os niveis 6xido nitrico foram mensurados indiretamente a partir do acumulo
de nitrito no sobrenadante de BMDM utilizando o teste de Griess. As amostras foram
misturadas junto com o reagente de Griess (1% sulfanilamide, 0,1% naphthylene
diamine dihydrochloride, 2,5% H3PO,4) em proporcdo 1:1 e 10 minutos depois a
absorbéancia foi determinada em 550 nm no SpectraMax.

3.10 Anadlise da geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para analise da formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi utilizada
a sonda 2’7’ Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DFC-DA- Sigma Aldrich) e a
sonda Cell-Rox (Invitrogen) com as quais as celulas foram incubadas a 37°C e
adquiridas imediatamente apds a marcacgao no citbmetro BD FACS Verse. Durante a
analise de dados no software FlowJo apenas as células viaveis foram consideradas,

excluindo ainda a populacéo de doublets.

3.11 Anadlise da apresentacédo de antigenos lipidicos

A expressdo de CD1d na membrana celular foi analisada através do uso de
anticorpo anti-CD1d conjugado a ficoeritrina (PE) (Ebioscience). Ap6s marcacdo com
o anticorpo as células foram posteriormente adquiridas no citbmetro de fluxo(BD
FACS Verse). Durante a andlise de dados no software FlowJo apenas as células

viaveis foram consideradas, excluindo ainda a populacao de doublets.

3.12 Analise da biogénese de corpusculos lipidicos

Para analise da biogénese de corpusculos lipidicos a sonda fluorescente
BODIPY 493/503 (Life Technologies) foi empregada. Ess,a sonda se associa aos
lipideos neutros intracelulares que estdo presentes de forma abundante nos
corpusculos lipidicos. Apés incubacdo com a sonda, as células foram fixadas para

posterior aquisicdo no citbmetro de fluxo. Durante a analise de dados no software
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FlowJo apenas as células viadveis foram consideradas, excluindo ainda a populacéo
de doublets.

3.13 Analises por Western Blot

Os lisados celulares e os sobrenadantes foram fervidos com tampé&o Laemmli
, Separadas por SDS-page e transferidos (Semidry Transfer Cell, Bio-Rad) para
membrana de nitrocelulose de 0,22 ym (GE Healthcare). Os anticorpos utilizados
para deteccao de antigenos foram: anti-caspasel subunidade p20 (Genentech), bem
como anti-caspasel que reconhece tanto a pro-caspasel quanto sua subunidade
p20 (Abcam).

3.14 Anadlise da ativacdo de caspase 1

Para marcacdo de caspase 1 ativa ap6s o tempo adequado de infeccdo os
macrofagos foram incubados com a sonda FLICA FAM-YVAD-FMK, que se liga de
forma irreversivel a uma subunidade de caspase 1 clivada. Imediatamente apés a
incubacdo as células foram lavadas e adquiridas no citbmetro de fluxo BD FACS
Verse. Durante a analise de dados no software FlowJo apenas as células viaveis

foram consideradas, excluindo ainda a populacéo de doublets.

3.15 Analise estatistica

Os dados foram representados graficamente e analisados através do software

GraphPad Prism 6.0. utilizando teste T .
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4.Resultados e Discussao

Infecgbes bacterianas ainda sdo relacionadas ha um alto indice de
mortalidade em diversas patologias. A compreensdo do papel dos sistemas de
secrecdo durante a interagdo parasito-hospedeiro avanca os estudos que procuram
melhores formas de combate a essas infec¢fes. A descoberta do SST6 é recente e
as descricdes iniciais desse sistema eram atribuidas apenas ao seu papel durante o
estabelecimento de bactérias entre outros microrganismos, sendo ainda mais atual a
busca da relacdo de seus efetores com as infecgcbes em células eucariotas
(ALCOFORADO DINIZ e colab., 2015). Nesse trabalho utilizamos uma cepa
patogénica de E. coli extra intestinal, SEPT 362, e duas cepas com delecéo de duas
principais proteinas efetoras do SST6, ACIpV e AlcmF, descrevendo o papel desses
efetores durante a resposta inflamatéria e estabelecendo pela primeira vez sua
relacdo com a ativacdo do inflamassoma dependente do SST6 em um modelo de
infecgao por E. coli.

4.1 A secrecdo de citocinas pro-inflamatorias induzidas pela infeccéo
com SEPT 362 é dependente do SST6.

Citocinas proé-inflamatérias como as interleucinas 12 (IL-12), IL-8, IL-1, IL-6 e
o fator de necrose tumoral a (TNF-a) sdo produzidas por células hospedeiras e tem
um papel fundamental no combate a infeccdo bacteriana (MOGENSEN, 2009).
Essas citocinas podem aumentar a capacidade bactericida de células hospedeiras
assim como atuar durante o recrutamento de outros componentes da resposta
imune ao sitio da infeccdo (HORNEF e colab., 2002).. Pace e colaboradores
mostraram que o0 SST6 estava envolvido na capacidade de inducéo de citotoxicidade
em macrofagos de linhagem da cepa SEPT 362 (DE PACE, Fernanda e colab.,
2011). Tendo em vista essa capacidade virulenta e considerando a contribuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias para a imunidade do hospedeiro e a
patogéneses (MOGENSEN, 2009),investigamos qual seria o perfil de secrecéo de
IL-12 (Fig 6 A) e TNF- a (Fig 6 B) em BMDMs infectados com as cepas de E. coli
SEPT 362 e mutantes para o SST6 ACIpV e AlcmF. Verificamos que a cepa
selvagem, SEPT 362, induz um aumento na secre¢cdo de IL-12 que € altamente

dependente de ClpV, e IcmF ja que a infeccdo com as cepas mutantes reduziu
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significativamente a secre¢ao dessa citocina (Fig 6 A). O aumento da indugéo de
TNF-a se mostrou dependente apenas da presenca da proteina IcmF e
independente de ClpV (Fig 6 B). Investigamos ainda se o0 SST6 patrticipa na indugao
de IL-6 em camundongos infectados com E. coli. Analisando a cavidade peritoneal
de camundongos C57BL/6 24 horas apds a infeccdo com SEPT 362, ACIpV, e
AlcmF observamos que o aumento da secregao de IL-6 é dependente da presenca
das proteinas ClpV e IcmF (Fig 6 C). A secrecao de IL-6 e IL-17 € mediada por ClpV
ao longo da infeccdo com Bordetella bronchiseptica (WEYRICH e colab., 2012). O
uso de outra proteina efetora do SST6, HcP, para estimulo de células endoteliais
cerebrais humanas mostrou a dependéncia dessa proteina para a secrecao de IL-6
e IL-8 em um modelo de meningite induzida por E. coli (ZHOU e colab., 2012). A
dependéncia das proteinas ClpV, para secre¢cdo de TNF-a em macrofagos
infectados, e IcmF, para IL-12 e TNF-a em macréfagos e IL-6 em animais infectados
com E. coli corrobora com esses trabalhos exceto pelo fato de mostrarmos a
dependéncia de ClpV na inducdo de TNF-a, o que nao ocorre, segundo Weyrich e
colaboradores, durante a infeccdo com Bordetella bronchiseptica (WEYRICH e
colab., 2012).
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Figura 6 - O SST6 influencia na secrecdo de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos
infectados por E. coli in vitro e in vivo.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram infectados, MOI 100, com as cepas SEPT
362, ACIpV e AlcmF, apés 2 horas de interacdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura até 24 horas. Apés esse tempo 0s
sobrenadantes foram coletados para dosagem das citocinas IL-12 (A) e TNF-a (B). Camundongos
C57BL/6 foram infectados, através de injecao intraperitoneal, com uma solugdo contendo 1077 das
cepas SEPT 362, ACIpV e AlcmF e mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi
estimulado com PBS. Ap6s o tempo de estimulo foram realizados lavados peritoneais onde células e
sobrenadante foram separados através de centrifugacao, foi verificada entdo a presenca da citocina
IL-6 nesse sobrenadante (C). As dosagem foram realizadas pelo método ELISA e os dados de
absorbancia obtidos no software através do aparelho SpectraMax. Os dados em (A) e (B) séo
representativos de trés experimentos independentes. Asteriscos representam diferencas significativas
onde p<0,05.

4.2 SEPT 362 modula a producédo de 6xido nitrico e de espécies reativas

de oxigénio.

Ja é bem estabelecido na literatura que moléculas que participam do
chamado metabolismo redox, como espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido
nitrico (NO) participam ativamente como mediadores inflamatérios, onde essas
moléculas podem estar atuando em conjunto ou separadamente (WINK e colab.,
2011). Macréfagos infectados com SEPT 362 induziram uma alta producao de oxido
nitrico, entretanto durante a infeccdo com ACIpV e AlcmF esses niveis foram
reduzidos(Fig 7 A). Este evento evidencia que a infeccdo com SEPT 362 estimula
uma maior resposta inflamatéria em BMDM e que as ATPases ClpV e IcmF
participam diretamente desse mecanismo. Ao contrario do que era inicialmente
esperado, a infecgéo por SEPT 362 in vitro (Fig 7 B e C) assim como in vivo (Fig 7
D e E) proporcionou uma reducdo nos niveis de ROS, enquanto a infecgdo com as
cepas mutantes revertia parcialmente parte esse efeito. A descoberta que a infec¢ao
por SEPT 362 foi capaz de diminuir a geracdo de ROS foi contraria ao esperado, e
devido a dependéncia das proteinas ClpV e IcmF a primeira hipétese que nos

ocorreu foi o estabelecimento de um mecanismo de escape dependente do SST6.
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Figura 7 — Modulacédo dos niveis de éxido nitrico e espécies reativas de oxigénio a partir da
infecgcdo com SEPT 362, ACIpV e AlcmF.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram infectados, MOI 100, com as cepas SEPT
362, ACIpV e AlcmF, apds 2 horas de interagdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL de gentamicina e as células permaneceram em cultura por diferentes periodos de tempo.
Apés 24 horas os sobrenadantes foram coletados para averiguar a presenca de 6xido nitrico (A).
Apbs 3 horas os macréfagos foram lavados com PBS e incubados com a sonda fluorescente Cell-Rox
(B e C) por 1 hora a 37°C,ap6s o tempo de incubacéo as células foram desaderidas e preparadas
para aquisicdo imediata no citbmetro de fluxo. Camundongos C57BL/6 foram infectados, através de
injecdo intraperitoneal, com uma solucéo contendo 10’ das cepas as cepas SEPT 362, ACIpV e
AlcmF e mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi estimulado com PBS (D e E).
Apos o tempo de estimulo foi realizado um lavado peritoneal onde as células coletadas foram entéo
incubadas com DFCDA por 1 hora a 37°C e entdo preparadas para aquisicdo imediata no citdmetro

de fluxo. Asteriscos representam diferencas significativas onde p<0,05.

4.3 O SST6 atua durante a replicacdo intracelular de E. coli em

macrofagos e influéncia a capacidade de colonizacdo do figado e baco.

Outra estratégia para subversdo da resposta imunoldgica utilizada por
bactérias € a tentativa de escape da fagocitose, entretanto isso nem sempre é
possivel, sendo assim varios patégenos encontram formas de sobreviver e se
replicarem dentro da prépria célula hospedeira (HORNEF e colab., 2002). Para isso
€ necessario que esses patdgenos sejam capazes de manipular o trafego
endossomal a fim de evitar a degradacdo no fagolisossomo (HORNEF e colab.,
2002). Durante a infecgdo com Salmonella enterica Serovar Typhimurium foi
demonstrado a contribuicdo do SST6 na replicacao intracelular em macréfagos,
assim como na coloniza¢ao do figado e baco (MULDER e colab., 2012).

Nesse trabalho, observamos que a habilidade de replicagdo de E. coli no
interior de macroéfagos infectados foi reduzida quando na auséncia das proteinas
ClpV e IcmF (Fig 8 A) e que durante a infecgdo de camundongos C57BL/6 a cepa
SEPT 362 tem uma maior capacidade de colonizacéo do baco ( Fig 8 B), e do figado
(Fig 8 C) quando comparada com a cepa AlcmF, evidenciando assim o papel do

SST6 para sobrevivéncia bacteriana.
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Como os sistemas de secrecao estdo diretamente relacionados a capacidade
de coloniza¢do do hospedeiro, é esperado que haja uma relacdo direta entre seus
efetores e a capacidade de replicacao intracelular bacteriana. Da mesma forma que
0S outros sistemas de secrecdo, como a translocacdo de efetores via SST3 do
vacuolo intracelular permite a replicagéo intracelular em macréfagos infectados com
Salmonella enterica (FIGUEIRA e colab., 2013), identificamos que a auséncia dos
efetores ClpV e IcmF afeta diretamente a replicacdo de E. coli. Capacidade de
replicacdo intracelular. Quando analisamos a distribuicdo sistémica da infeccao de
E. coli para figado e baco percebemos mais uma vez que a auséncia da proteina
IcmF reduz o potencial de colonizacédo desses 6rgaos. Portanto € evidente que uma
correta montagem do complexo membranar do SST6, o qual a proteina IcmF faz
parte, € essencial para que esse sistema seja capaz de contribuir no

estabelecimento da infeccdo do ponto de vista bacteriano
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Figura 8 - O papel do SST6 na replicacdo intracelular e colonizacédo de 6rgéos

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram infectados, MOI 100, com as cepas SEPT
362, ACIpV e AlcmF, ap6s 2 horas de interacdo entre bactérias e macrofagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL de gentamicina e as células permaneceram em cultura. Apds 6 horas os macréfagos foram
lisados com triton e as bactérias internalizadas foram plaqueadas em diluicdes seriadas e colocadas
em estufa a 37°C overnight para determinacdo de UFC (A). Camundongos C57BL/6 foram infectados,
através de injecdo intraperitoneal, com uma solugdo contendo 10’ das cepas SEPT 362 e AlcmF e
mantidos por 12 e 24 horas, como controle um grupo de animais foi estimulado com PBS. Ao término
do estimulo os animais foram sacrificados para retirada de 6rgdos. Homogenatos do baco (B, C e D)
e do figado (E, F e G) foram diluidos e plagueados em MacKonkey-agar e mantidos na estufa
overnight. As unidades formadoras de col6nia foram determinadas levando em consideracdo o peso
do 6rgao de cada animal e para melhor representacdo gréfica todos os valores de UFC foram

divididos por 10. Asteriscos representam diferencas significativas onde p<0,05.
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4.4 SEPT 362 induz a secrecéao de IL-1B8 de forma dependente de IcmF e

ClpV em macroéfagos.

O reconhecimento de patégenos por receptores TLRs resulta na producao de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-18, anteriormente ja
demonstramos a atuacdo do SST6 na secrecdo de TNF-a e IL-6 (Fig 6), jA IL-1B8 e
IL-18 requerem um sinal pés traducional por clivagem enzimatica para que suas
formas maduras sejam secretadas (RATNER e colab., 2017). Esse processamento
enzimatico ocorre classicamente pela ativacdo dos complexos do inflamassoma
(GUO e colab., 2015). Trabalhos recentes descreveram o papel de uma proteina
efetora do SST6, TecA, na ativacdo do inflamassoma pyrin através da analise do
processamento de caspase 1 ao longo da infeccdo com Burkholderia (AUBERT e
colab., 2016). (AUBERT e colab., 2016). Infectamos BMDMs por 24 horas com as
diferentes cepas de E. coli e verificamos a dependéncia das proteinas IcmF e ClpV
para inducdo da secrecdo de IL-1B (Fig 9 A). A diminuicdo nos niveis de IL-1B
durante a infecgdo com AlcmF também foi observada durante ensaios in vivo (Fig 9
B). Nesse trabalho mostramos que a infec¢do por SEPT 362 foi capaz de ativar o
inflamassoma induzindo aumento nos niveis de IL-1B de forma dependente de ClpV
e principalmente de IcmF, indo de encontro ao achado que a secrecédo de IL-13
induzida pelo SST6 de Bordetella bronchiseptica € dependente de ClpV (WEYRICH
e colab., 2012).
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Figura 9 - O SST6 participa da inducao de IL-18 em macr6fagos e camundongos infectados
com E. coli.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram infectados, MOI 100, com as cepas SEPT
362, ACIpV e AlcmF, ap6s 2 horas de interacdo entre bactérias e macrofagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura até 24 horas. Apds esse tempo 0s
sobrenadantes foram coletados para dosagem da citocinas IL-13 (A). Camun7dongos C57BL/6 foram

infectados, através de injecdo intraperitoneal, com uma solu¢éo contendo 10 das cepas SEPT 362,
ACIpV e AlcmF e mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi estimulado com
PBS. Apds o tempo de estimulo os camundongos tiveram o sangue coletado e o soro separado por
centrifugacdo onde foi entdo verificada a presenca de IL-13 (B). As dosagens foram realizadas pelo
método ELISA e os dados de absorbancia obtidos no software através do aparelho SpectraMax. Os
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dados em (A) séo representativos de trés experimentos independentes. Asteriscos representam
diferencas significativas onde p<0,05.

4.5 Proteinas do SST6 participam da inducdo da auto protedlise de

caspase 1 em macrofagos infectados com E. coli.

Com intuito de investigar se a infeccdo com E. coli induz a clivagem de
caspasel de forma dependente do SST6, infectamos BMDMs com SEPT 362 e as
mutantes ACIpV e AlcmF e o processamento da caspasel foi analisado por western
blot. No mesmo ensaio verificamos ainda se esse processo seria dependente de
algumas proteinas que podem estar envolvidas na montagem do complexo do
inflamassoma usando BMDMs provenientes de animais Nlrc4 -/- e Asc -/-.

Verificamos que a infeccdo com SEPT 362 induz a clivagem de caspasel.
Entretanto, as cepas ACIpV e AlcmF nédo foram capazes de induzir essa clivagem
(Fig 10 A) durante a infec¢cdo. De modo similar, a0 marcarmos as células com a
sonda FLICA capaz de detectar apenas a forma ativa de caspasel, verificamos uma
maior porcentagem de células positivas que foram infectadas com SEPT 362 (Fig 10
D). Portanto esse processo € dependente das proteinas ClpV e IcmF. Na auséncia
da proteina adaptadora ASC nds ndo observamos a clivagem de caspasel durante
a infeccdo com todas as cepas (Fig 10 C). Infeccbes em BMDMs provenientes de
animais Nlrc4 -/- mostraram o mesmo perfil encontrado em animais selvagens (Fig
10 B) . Apesar do inflamassoma NLRC4 ser classicamente ativado pelos sistemas
de secrecéo tipo Il e VI durante infecgbes com S. typhimurium e L. pneumophila
(LAGE e colab., 2014), notamos que a ativacdo do inflamassoma dependente de
SST6 é independente de NLRCA4.
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Figura 10 — Infecg@o por SEPT 362 induz ativagdo e auto proteblise de caspase 1 em
macroéfagos.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 (A) Nirc4 -/- (B) e Asc-/- (C) foram infectados, MOI
100, com as cepas SEPT 362, ACIpV e AlcmF, apds 2 horas de interacdo entre bactérias e
macrofagos, para permitir a fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi
substituido por meio contendo 40ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura por
mais 1 hora. Apés esse tempo os sobrenadantes foram coletados para e os niveis da subunidade p20
de caspasel foram avaliados por western blot. BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram
infectados, MOI 100, com as cepas SEPT 362, ACIpV e AlcmF, ap6s 2 horas de interagdo entre
bactérias e macrofagos, para permitir a fagocitose, as células foram lavadas com PBS e 0 meio de
cultura foi substituido por meio contendo 50ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em
cultura por mais 1 hora. Apés esse tempo as células foram incubadas com a sonda FAM-YVAD-
FLICA (D) por 1 hora a 37°C,terminada a incubacéo as células foram desaderidas e preparadas para
aquisicdo imediata no citbmetro de fluxo. Os dados em s&o representativos de trés experimentos
independentes. Asteriscos representam diferencas significativas onde p<0,05.
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46 A secrecdo de IL-18 induzida por SEPT 362 é parcialmente

dependente de caspase 1 e 11 e do receptor NLRP3 in vitro.

Anteriormente verificamos que a inducdo da secrecéo de IL-1p3 por SEPT 362
é influenciada pelo SST6 (Fig 9), indicando a ativacdo do inflamassoma durante a
infeccdo com E. coli. Analisamos entdo se esse processamento e secrecao seriam
dependentes da ativagdo das caspases 1 e 11 assim como de NLRP3 através da
infeccdo de BMDMs provenientes de animais Caspasel-11 -/- e NIrp3-/- (Fig 11).
Verificamos uma reducdo significativa nos niveis de IL-18 em macrofagos
provenientes de animais Caspasel-11 -/- e Nlrp3-/- quando comparados a células
selvagens infectadas com SEPT 362. Este dado indica que a secrecao de IL-13
induzida por SEPT 362 € parcialmente dependente de caspase 1 e 11 e do receptor
NLRP3 in vitro. Futuramente, para um melhor aprofundamento da contribuicdo
individual dessas caspases na clivagem de IL-13 a infecgdo em células provenientes

de camundongos caspase 1 -/- e caspase 11 -/- devera ser realizada.

BMDM
801 [1UNS

drdedde

-~ | B SEPT362

GU" t |

IL-18 (pg/mL)

WT  Casp1-11 -/- NLPR3 -/-

Figura 11 — SEPT 362 induz a secrecdo de IL-1B de forma dependente de caspases 1 e 11 e
Nlrp3.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 Caspase 1-11 -/- e NIrp3-/- foram infectados, MOI
100, com SEPT 36 , ap6s 2 horas de interacdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura por mais 24 horas. Apds esse tempo

os sobrenadantes foram coletados para dosagem da citocinas IL-1B. Os dados em sdao
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representativos de trés experimentos independentes. As dosagem foram realizadas pelo método
ELISA e os dados de absorbancia obtidos no software através do aparelho SpectraMax. Asteriscos

representam diferencas significativas onde p<0,05.

4.7 SEPT 362 induz a clivagem de caspase 1 em camundongos
infectados de forma parcialmente dependente de IcmF e independente
de NLRP3.

Afim de verificar se a infeccdo por E. coli também induziria a clivagem de
caspasel in vivo, infectamos animais WT e NIrp3-/- e com as proteinas extraidas a
partir das células do lavado peritoneal, a clivagem de caspasel foi novamente
analisada por western blot.

A infeccdo com a cepa SEPT 362 foi capaz de induzir uma maior clivagem de
caspasel em animais WT quando comparada a infecgdo com AlcmF (Fig 12 A).
Sabe-se que a clivagem de caspasel também pode ocorrer através da ativacao da
via ndo candnica do inflamassoma onde a caspasell participa do processo de
ativacdo da caspasel de forma independente da familia NLR (BROZ, Petr e
MONACK, 2013). Verificamos que a secrecdo de IL-1B induzida por SEPT 362 é
dependente de NLRP3 e portanto, fomos investigar se a clivagem de caspasel
também seria dependente da ativacdo desse inflamassoma. Porém a infeccdo com
SEPT 362 em animais Nlrp3-/- também induziu a clivagem de caspasel (Fig 12 B).
Este dado indica que SEPT 362 induz a clivagem de caspase 1 em camundongos

infectados de forma parcialmente dependente de IcmF e independente de NLRP3.

48
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N WT 5 NLRP3 -/-
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UNS SEPT 362 AlcmF UNS SEPT 362

Figura 12 - Clivagem de caspasel in vivo a partir de infeccdo com SEPT 362

Camundongos C57BL/6 foram infectados, através de inje¢do intraperitoneal, com uma solugéo
contendo 10’ das cepas as cepas SEPT 362 e AlcmF (A) e camundongos Nirp3-/- (B) foram
infectados com SEPT 362 e mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi
estimulado com PBS. Apds o tempo de estimulo foi realizado um lavado peritoneal onde as células
coletadas tiveram os niveis da subunidade p20 de caspasel avaliados por western blot.

N\

4.8 Proteinas relacionadas a ativacdo do inflamassoma exercem
diferentes papéis na capacidade microbicida de macrofagos infectados
com SEPT 362 bem como na colonizacdo do baco e figado de

camundongos infectados.

Ja que provamos um envolvimento das caspases 1 e 11 e do inflamassoma
NLRP3 para a secrecdo de IL-1 B induzida por SEPT 362 e que o SST6 esta
diretamente relacionado com a capacidade de replicacao intracelular em macréfagos
de E. coli investigamos se a ativagdo do inflamassoma poderia reduzir esse
potencial replicativo, e encontramos que h& sim uma reducdo dependente de
caspases 1 e 11 e NIrp3. A ativacéo de caspase 1 € fundamental para resisténcia a
infeccdo por Francisella, onde animais Caspase 1 -/- sucumbiram mais rapidamente

a infeccdo e apresentaram uma maior carga bacteriana no figado e bacgo
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(MARIATHASAN e colab., 2005). Nesse trabalho mostramos que a capacidade de
replicacdo intracelular bacteriana, bem como a colonizacdo do baco e figado de
animais infectados com SEPT 362 € dependente do SST6 (Fig 8). Posteriormente
avaliamos se a auséncia das caspases 1 e 11, bem como de NIrp3, poderiam
modificar a capacidade de resisténcia a infeccdo com E. coli. Em BMDM, verificamos
que as bactérias conseguem ter uma replicacdo intracelular mais eficiente em
macréfagos caspase 1-11 -/- e NIrp3-/- (Fig 13 A), quando comparada aos
macrofagos selvagens.

Camundongos caspase 1-11 -/- apresentaram uma maior colonizacao
bacteriana do baco (Fig 13 B) quando comparados aos animais selvagens. O
aumento da colonizacéo bacteriana do figado foi maior tanto em animais caspase 1-
11 -/- quanto animais NIrp3-/- (Fig 13 C) quando comparados aos animais
selvagens.

Avaliamos ainda se o tempo de infeccao influenciaria na colonizacdo desses
orgaos nos diferentes animais. Verificamos que em animais selvagens (Fig 14 A, 14
B) e NiIrp3-/- (Fig 14E, 14F) temos um maior pico de colonizacdo tanto no baco
guanto no figado nas primeiras 12 horas de infeccdo. De forma similar, o animal
Caspase 1-11 -/- também apresentou um pico maior de carga bacteriana no figado
com 12 horas (Fig 14 D) de infeccdo. Porém no baco, esse pico foi com 24 horas
(Fig 14 C) de infeccdo. Indo de acordo com o que sabemos sobre a rapida ativagéo
da resposta imune inata, percebemos que o pico maior de infeccdo de SEPT 362
nos 3 modelos animais ocorre durante as primeiras 12 horas havendo uma
significativa reducdo da carga bacteriana ao se passarem 24 horas. O mesmo
evento ocorre para 0 baco no caso de animais WT e NIrp3-/-, curiosamente em

animais caspase 1-11 -/- a colonizacdo do baco vai aumentando ao longo do tempo.

Nossos dados aprofundam mais o papel de efetores do SST6 na ativacéo do
inflamassoma e o papel crucial das caspases 1 e 11 nesse processo como também
para replicacdo restricdo da replicacdo bacteriana in vivo, porém é necessario ainda
gue esses mecanismos sejam melhores elucidados, principalmente a respeito do

papel do NLRP3 nessa via.
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Figura 13 - O papel do inflamassoma NLRP3 e das caspases 1 e 11 durante a replicagdo intracelular de
SEPT 362 e a colonizacao do figado e bacgo.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6, Caspase 1-11 -/- e NIrp3-/- foram infectados, MOI
100, com s SEPT 362, apos 2 horas de interagdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
40ug/mL de gentamicina e as células permaneceram em cultura. Apés 6 horas os macréfagos foram
lisados com triton e as bactérias internalizadas foram plagueadas em diluigGes seriadas e colocadas
em estufa a 37°C overnight para determinacdo de UFC (A). Camundongos C57BL/6, Caspase 1-11 -/-
e Nlpr3 -/- foram infectados, através de injecdo intraperitoneal, com uma solu¢do contendo 10" de
SEPT 362 e mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi estimulado com PBS. Ao
término do estimulo os animais foram sacrificados para retirada de 6érgaos. Homogenatos do baco (B)
e do figado (C) foram diluidos e plagueados em MacKonkey-agar e mantidos na estufa overnight. As
unidades formadoras de colbnia foram determinadas levando em consideracdo o peso do érgdo de
cada animal e para melhor representacdo gréfica todos os valores de UFC foram divididos por 10. Os
dados em séo representativos de trés experimentos independentes em A e de dois experimentos em

C. Asteriscos representam diferencas significativas onde p<0,05.
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Figura 14 - O papel do inflamassoma NIrp3 e das caspases 1 e 11 na colonizacdo do bago e
figado por SEPT 362 em diferentes tempos.

Camundongos C57BL/6 (A e B), Caspase 1-11 -/- (C e D)e Nlpr3 -/- (E e F) foram infectados, através

de injecdo intraperitoneal, com uma solu¢édo contendo 10" de SEPT 362 e mantidos por 24 horas,

como controle um grupo de animais foi estimulado com PBS. Ao término do estimulo os animais

foram sacrificados para retirada de érgaos. Homogenatos do baco (A,C e E) e do figado (B,D e F)

foram diluidos e plaqueados em MacKonkey-dgar e mantidos na estufa overnight. As unidades

formadoras de colénia foram determinadas levando em consideracéo o peso do 6rgdo de cada animal

e para melhor representacdo grafica todos os valores de UFC foram divididos por 10. Asteriscos

representam diferengas significativas onde p<0,05.
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4.9 A inducdo de NO bem como de ROS por SEPT 362 é alterada na

auséncia das caspases 1 e 11 e do receptor NLRP3.

Atualmente sabe-se que além da clivagem de caspasel e secrecdo de IL-1B8 e
IL-18, outros mecanismos efetores sdo acionados como a inducao de atividade
microbicida ou até mesmo ativacdo da resposta imune adaptativa a partir dos
inflamassomas (LAGE e colab., 2014). No que tange a mecanismos de acao
microbicida, identificamos a liberacdo de 6xido nitrico por macréfagos é influenciada
pela presenca de um SST6 funcional.

Como o papel do SST6 na producdo de NO j& estabelecido (Fig 7A),
verificamos ainda que a secrecdo de NO frente a infeccdo por SEPT 362 em BMDM
€ diminuida na auséncia das caspases 1 e 11 bem com de NIrp3 (Fig 15 A). No que
diz respeito a producao de ROS, encontramos que a infeccdo em animais knockouts
apresentou um efeito completamente oposto ao encontrado em animais WT,
induzindo um grande aumento na geracdo de ROS (Fig 15 B,C). Lima-Junior e
colaboradores mostraram que a secre¢cdo de IL-1B por meio ativagdo do
inflamassoma NLRP3 sédo suficientes para induzires a producdo de NO através da
sinalizacdo do receptor IL-1 e MyD88 em resposta a infeccdo com Leishmania
(LIMA-JUNIOR e colab., 2013). O trabalho de Buzzo e colaboradores verificou que
macréfagos provenientes de camundongos caspase 1-11 -/- ndo apresentam
nenhum defeito intrinseco para a producdo de NO, entretanto esse trabalho mostrou
a caspasel contribui para regulacdo epigenética da enzima NOS2 de forma que a
ativacdo do inflamassoma NLRCA4 pela flagelina de Salmonella typhimurium participa
da regulacdo da producdo de NO em macrofagos(BUZZO e colab., 2017). Sendo
assim nossos achados de que a infec¢cdo por SEPT 362 em macrofagos caspase 1-
11 -/- e NiIrp3-/- tem uma menor producdo de NO estdo indo de acordo com o0s
novos mecanismos propostos onde a ativacdo do inflamassoma contribui
diretamente para essa regulacao na produgcao de NO. A descoberta que a infec¢éo
por SEPT 362 foi capaz de diminuir a geracdo de ROS foi contraria ao esperado, e
devido a dependéncia das proteinas ClpV e IcmF a primeira hipétese que nos
ocorreu foi o estabelecimento de um mecanismo de escape dependente do SST6.

Entretanto ja foi demonstrado que durante a infeccdo por Staphylococcal que a
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inducédo da producdo de NO acaba por inibir a geracdo de ROS (KAPLAN e colab.,
1996). A percepcdo de que na auséncia de componentes do inflamassoma a
inducdo de ROS por SEPT 362 era muito maior juntamente com a analise de que a
ativacdo do inflamassoma por E. coli esta diretamente envolvido na inducdo de NO,
nos levou a proposicdo que esses mecanismos podem estar atuando de forma
conjunta. Durante a infeccdo de animais WT a produgcdo de NO, dependente da
ativacdo do inflamassoma, estaria reduzindo a geracdo de ROS, sendo assim
durante a infeccdo de caspase 1-11 -/- e Nlpr3, como a producdo de NO estaria

baixa o efeito inibitério sobre a geracdo de ROS ndo ocorreria.
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Figura 15 - Influéncia do inflamassoma na modula¢gdo do metabolismo redox por SEPT 362

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 Caspase 1-11 -/- e NIrp3-/- foram infectados, MOI
100, com SEPT 36 , ap6s 2 horas de interacdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o0 meio de cultura foi substituido por meio contendo

40ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura por mais 24 horas, para avaliagdo dos
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niveis de éxido nitrico no sobrenadante (A) . Camundongos C57BL/6 (B), Caspase 1-11 -/- (C) e
NIrp3-/- (D)foram infectados, através de injecao intraperitoneal, com uma solugcdo contendo 10" de
SEPT 362 mantidos por 24 horas, como controle um grupo de animais foi estimulado com PBS . Apds
o0 tempo de estimulo foi realizado um lavado peritoneal onde as células coletadas foram entéo
incubadas com DFCDA por 1 hora a 37°C e entdo preparadas para aquisicao imediata no citbmetro

de fluxo. Asteriscos representam diferencas significativas onde p<0,05.

4.10 O SST6 influencia a modulacdo da apresentacdo de antigenos

lipidicos

Ao curso da evolucéo, patégenos desenvolveram variados mecanismos para
conseguirem resistir as tentativas de combates do hospedeiro através da evaséo da
resposta imune. Bactérias usam estratégias que vdo desde a evasdo do
reconhecimento pela superficie de mucosas até interferéncias durante a resposta
imune adaptativa (HORNEF e colab., 2002). A apresentacdo de antigeno por
fagdcitos profissionais € um dos principais ganchos de conexdo entre a resposta
imune inata e a adaptativa e € utilizada como um dos pontos de evasdo da resposta
imune por varias bactérias como S. enterica, M. tuberculosis e Chlamydia
trachomatis (HORNEF e colab., 2002). Varias bactérias e outros patdégenos tentam
subverter em parte ou completamente essa apresentacao, ou até mesmo modula-la
a seu favor, entretanto devido a imensa variedade de patégenos os mecanismos
pelos quais isso é possivel sdo completamente diversificados. Yesinia enterocolitica,
por exemplo, utiliza de um efetor do SST3 que afeta a via de sinalizacdo MAPK
levado a uma menor apresentacdo de antigenos por células dendriticas
(YAKIMCHUK e colab., 2012).

Nesse trabalho investigamos a capacidade de apresentagdo de antigenos
lipidicos através da andlise da expressdo de moléculas de superficie CD1d em
macrofagos infectados com SEPT 362 e suas respectivas mutantes ACIpV e AlcmF.
Observamos que a bactéria SEPT 362 é capaz de induzir a expressao de moléculas
CD1d apresentadoras de antigenos lipidicos em BMDMs quando comparadas a
células néo infectadas (Fig 16 A,B). Entretanto, quando h& auséncia das proteinas
do SST6, especialmente a IcmF, podemos notar que a inducédo da expressao de

CD1d é muito mais elevada (Fig 16 B) se compararmos aos macrofagos infectados
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com a bactéria selvagem. Sendo assim o SST6 pode estar envolvido em uma
tentativa de escape da apresentacdo de antigenos lipidicos ja que a auséncia de
algumas de suas proteinas durante a infecgdo faz com que a expressédo de CD1d
seja mais alta do que quando comparadas com a cepa selvagem.

Yakimchuk e colaboradores investigaram o papel da secrecdo de IL-13 na
regulacédo da expressdo de CD1 em células mieldides (YAKIMCHUK e colab., 2012).
A partir do relevante papel que as caspases 1 e 11 mostraram para inducdo do
inflamassoma por E. coli, e ainda investigando como a ativacdo desse
multicomplexo pode afetar outros dominios da resposta imune, nos perguntamos se
a expressao de CD1d seria alterada em camundongos caspase 1-11 -/-.
Observamos que na auséncia das caspases 1 e 11 temos um aumento da
expressdo de CD1d em BMDM infectados com SEPT 362 (Fig 16 D) quando
comparamos com a infeccdo em células selvagens. Yakimchuk e colaboradores
mostraram que IL-1p é capaz de modular a expressao do grupo 1 de moléculas CD-
1 mas ndo do grupo 2 (onde CD1d se encontra), aqui hos encontramos que 0S
mecanismos pelos quais o SST6 alteram a expressao de CD1d sdo independentes
das caspases 1 e 11(YAKIMCHUK e colab., 2012).

A secrecdo de IL-12 e a apresentacdo de antigenos lipidicos via CD1d séo
fenbmenos muitas vezes relacionados (YUE e colab., 2010). Anteriormente
verificamos que o SST6 estava envolvido na secregcao de IL-12, fomos ent&o
averiguar se esse perfil poderia ser alterado na auséncia de caspases 1 e 11 e do
NIrp3 e encontramos que na auséncia dessas proteinas a infeccdo por SEPT 362

apresenta menores niveis de IL-12 (Fig 16 E).
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Figura 16 - Influéncia do SST6 na apresentacao de antigenos lipidicos e secrecéo de IL-12

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 foram infectados com SEPT 362 (A,B e C),AClpV
(A), AlcmF (B) ,Caspase 1-11 -/- foram infectados com SEPT 362(D e E) e NIrp3-/- com SEPT 362
(E) MOI 100, com SEPT 36, apés 2 horas de interacao entre bactérias e macrofagos, para permitir a
fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo
50ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura por mais 24 horas. Apds esse tempo
os sobrenadantes foram coletados para dosagem da citocinas IL-12 e as células foram preparadas
para deteccdo dos niveis de CD1-d por citometria de fluxo. Os dados em s&o representativos de trés
experimentos independentes. As dosagem foram realizadas pelo método ELISA e os dados de
absorbancia obtidos no software através do aparelho SpectraMax. Asteriscos representam diferengas

significativas onde p<0,05.

4.11 Modulacdo da biogénese de corpusculos lipidicos por E. coli e os
efeitos da inibicdo da acido graxo sintase em macréfagos durante a
infeccao.

Macroéfagos infectados com SEPT 362 e as cepas ACIpV, e AlcmF foram
analisados quanto a biogénese de corpusculos lipidicos e verificamos que a infec¢ao
com SEPT 362 reduz a biogénese quando comparada com células ndo estimuladas
e essa reducao é independente das proteinas ClpV e IcmF (Fig 17).

Em continuidade ao aspecto da relagcdo do inflamassoma com outras vias
durante a infeccdo nos perguntamos se a biogénese de CLs seria alterada em
camundongos knockouts, ja que essas organelas estdo fortemente associadas a
infeccbes bacterianas (HERKER e OTT, 2012). Quando avaliamos como a infec¢éo
por SEPT 362 se comportava em macréfagos Caspase 1/11 -/-, observamos um
aumento na biogénese de corpusculos lipidicos, ao contrario do encontrado em WT
e NIrp3-/-.

A biogénese de CLs é um processo multifatorial que leva o envolvimento de
varias moléculas e a interseccdo de varios mecanismos intracelulares, sendo que
alguns deles sao diretamente controlados a partir do fator de transcrigdo PPARy
(BOZZA e ALMEIDA e colab., 2009). Dados prévios do nosso grupo mostram que a
infeccdo com SEPT 362 é capaz de modular os niveis de PPARy (Dados néao
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publicados), e a enzima acido graxo sintase é uma das moléculas que séo reguladas
por esse fator de transcricdo. Afim de melhor investigar os mecanismos envolvidos
na modulacdo do metabolismo lipidico durante a infeccdo com E. coli tratamos
BMDMs com 1uM de C75, inibidor da enzima &cido graxo sintase que
consequentemente pode diminuir a biogénese de corpusculos lipidicos, e avaliamos
a biogénese destas organelas assim como a capacidade de replicacéo intracelular
de SEPT 362. Observamos que a inibicdo da enzima &cido graxo sintase né&o
interfere na diminuicdo de CLs por SEPT 362 e ACIpV, porém acentua esse efeito
quando se trata de AlcmF( Fig 18). Ao inibirmos farmacologicamente essa enzima
esperdvamos averiguar se a diminuicdo da biogénese de CLs por SEPT 362 poderia
estar associada a ela. Apesar de esperarmos que o tratamento com C75 causasse
um certo sinergismo em relacéo a diminuicdo de CLs o que entramos € que durante
a infeccdo com SEPT 362 a inibicdo da acido graxo sintase ndo alterou o padréo de
diminuicdo da biogénese. Curiosamente, apesar do tratamento com C75 nao alterar
a modulacao da biogénese durante a infeccdo com ACIpV, essa inibigdo diminuiu
ainda mais a biogénese de CLs quando os macréfagos eram infectados com AlcmF.
Mostramos pela primeira vez uma correlagdo entre o complexo inflamassoma e a
biogénese de CLs durante uma infecgcdo com E. coli, entretanto ainda precisamos
investigar de forma mais detalhada os mecanismos que permeiam essa conexao,
bem como os efeitos da inibicAo de acido graxo sintase durante a infeccdo por
AlcmF.

Considerando que na auséncia de caspases 1 e 11 observamos um aumento
de corpusculos lipidicos, avaliamos ainda se o tratamento com C75 poderia afetar a
capacidade microbicida de macréfagos infectados. Verificamos que ao inibir a acido
graxo sintase houve uma diminuicdo no potencial de replicacdo de SEPT 362 ou
aumento da capacidade microbicida de macrofagos caspase 1/11 -/-, o que néo foi
observado em macrofagos Nlrp3-/- (Fig 19). Mostrando que apesar de nado estar
diretamente relacionada a biogénese de CLs, esta vinculada ao metabolismo de

moléculas ligadas ao complexo do inflamassoma.
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Figura 17 - Papel do inflamassoma durante a biogénese de CL em macréfagos infectados com
SEPT 362.

BMDMs proveniente de camundongos C57 BL/6 (A) Caspase 1-11 -/- (B) e NIrp3-/- (C) foram
infectados, MOI 100, com SEPT 36 , apds 2 horas de interagdo entre bactérias e macréfagos, para
permitir a fagocitose, as células foram lavadas com PBS e 0 meio de cultura foi substituido por meio
contendo 50ug/mL e gentamicina e as células permaneceram em cultura por mais 24 horas. Ao final
dos estimulos, os macréfagos foram incubados com uma sonda lipofilica para avaliagdo da biogénese

de corpusculos lipidicos por citometria de fluxo.
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Figura 18 - Efeitos da inibicdo da acido graxo sintase durante a biogénse de CL ao longo da
infecgdo com E. coli

BMDMs provenientes de C57BL/6 foram pré tratados com 1uM de C75 por 1 hora prévia a infecg¢do
(A, B, D e F) e entdo foram infectados, MOI 100, com as cepas SEPT 362 (B, C e E), ACIpV (C e D)e
AlcmF (E e F), ap6és 2 horas de interagdo entre bactérias e macréfagos, para permitir a fagocitose, as
células foram lavadas com PBS e o meio de cultura foi substituido por meio contendo 50ug/mL de
gentamicina e as células permaneceram em cultura por 24h. . Ao final dos estimulos, os macréfagos
foram incubados com uma sonda lipofilica para avaliagdo da biogénese de corpusculos lipidicos por

citometria de fluxo.
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Figura 19 - Inibicdo da &cido graxo sintase altera a capacidade microbicida de macro6fagos
Caspase 1-11 -/- e NIrp3-/-

BMDMs provenientes de C57BL/6, Caspase 1-11 -/- e Nirp3-/- foram pré tratados com 1uM de C75

por 1 hora prévia a infec¢do e foram infectados, MOI 100, com SEPT 362, ap6s 2 horas de interagcéo

entre bactérias e macréfagos, para permitir a fagocitose, as células foram lavadas com PBS e o0 meio
de cultura foi substituido por meio contendo 50ug/mL de gentamicina e as células permaneceram em
cultura. Apdés 6 horas os macréfagos foram lisados com triton e as bactérias internalizadas foram

plagueadas em diluicbes seriadas e colocadas em estufa a 37°C overnight para determinacdo de

UFC.
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6.Conclusao

No trabalho apresentado mostramos que a presenca de proteinas cruciais do
SST6, ClpV e IcmF influenciam a capacidade de E. coli induzir uma resposta
microbicida mais exacerbada em macrofagos. Essas proteinas desenvolvem ainda
um papel fundamental durante a replicacdo intracelular de E. coli. Apresentamos
resultados que evidenciam a relagédo do SST6 com a ativagédo de vias relacionadas
ao complexo do inflamassoma durante a infeccdo com E. coli SEPT 362. Nesse
aspecto, a presenca das das caspases 1 e 11 e do receptor NLRP3 participam nao
s6 para a ativacao do inflamassoma como também para o funcionamento de outros
mecanismos celulares induzidos durante a infeccdo. Por fim analisamos que a
modulagdo da biogénese de CLs durante a infecgao por E. coli tem influéncia de
componentes do inflamassoma porém néo € dependente do SST6 e a enzima acido
graxo sintase altera a replicacdo intracelular de E. coli também de forma dependente
do inflamassoma. De forma conjunta esses resultados evidenciam a relacdo do
SST6 como um mecanismo de patogenicidade capaz de influenciar a ativacdo do

inflamassoma que acaba por interferir de varios aspectos da resposta imune inata.
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