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Resumo

A esporotricose é uma infeccdo fungica causada pelas espécies do complexo Sporothrix, incluindo
Sporothrix schenckii sensu stricto. Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRS), pertencentes as
células da resposta imune inata, reconhecem os padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). Uma classe de PRRs que tem sido associada ao reconhecimento de fungos € a dos
receptores Nod-like (NLR). Apds o reconhecimento de PAMPs, os receptores NLR family pyrin
domain-containing 3 (NLRP3), em conjunto com a molécula adaptadora Apoptosis-associated
speck—like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) e com a caspase-1, formam o
inflamassoma NLRP3. Quando ativado, este complexo protéico promove a maturacao das citocinas
pré-inflamatorias IL-1p e IL-18, que influenciam no desenvolvimento das respostas imune Thl7 e
Th1, respectivamente. O inflamassoma NLRP3 também € responsavel pela piroptose, uma morte
celular inflamatéria regulada por caspase-1. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
papel do inflamassoma NLRP3 em modelo de infecgcdo sistémica por S. schenckii, utilizando um
camundongo selvagem (WT) e trés diferentes camundongos knockout (KO): NLRP3”, ASC™ e
Casp-17". Todos os animais KO foram mais suscetiveis que os WT na infecgdo por S. schenckii. A
ativacdo do inflamassoma NLRP3 foi essencial para a liberacéo ex vivo de NO, IL-1p, IL-17, IL-18,
mas ndo para IFN-y. Além disso, S. schenckii desencadeou maior expressao de caspase-1 ativa e
maior porcentagem de células em piroptose nos animais WT. Em adicédo, o inflamassoma NLRP3
também foi crucial para a formacdo de respostas imunes adaptativas, visto que as frequéncias de
celulas Thl7 e Th1/Th17 estavam reduzidas nos animais KO infectados. Por outro lado, a auséncia
de ativacdo deste complexo proteico resultou em aumento da frequéncia de células T citotdxicas
nesta infeccdo. Em concluséo, nossos resultados mostraram que o inflamassoma NLRP3
correlaciona o desencadeamento das respostas imunes inata e adaptativa no reconhecimento de S.

schenckii, contribuindo com a resposta protetora do hospedeiro durante a infecgéo por este fungo.

Palavras chaves: Inflamassoma NLRP3, citocinas, piroptose e Sporothrix schenckii.



Abstract

Sporotrichosis is a mycosis caused by fungi from the Sporothrix schenckii species complex, whose
prototypical member is Sporothrix schenckii sensu stricto. Pattern recognition receptors (PRRS)
recognize and respond to pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and shape the following
adaptive immune response. A family of PRRs most frequently associated to fungal recognition is
the nucleotide-binding oligomerization domain—like receptor (NLR). After recognition of a PAMP,
NLR family pyrin domain—containing 3 (NLRP3) binds to apoptosis-associated speck—like protein
containing a caspase recruitment domain (ASC) and caspase-1 to form the NLRP3 inflammasome.
When activated, this complex promotes maturation of the pro-inflammatory cytokines interleukin
(IL)-1p and IL-18 that influence the development of the Th1l7 and Thl immune responses,
respectively. In addition, the NLRP3 inflammassome is responsible for pyroptosis, a highly
inflammatory cell death regulated by caspase-1. In this work, we aimed to evaluate the role of the
NLRP3 inflammasome to the outcome of the S. schenckii infection using a wild-type mice (WT)
and three different knockout mice (KO): NLRP3”, ASC”, and Casp-17". All the KO mice were
more susceptible to the infection than the WT during the S. schenckii infection. Furthermore, the
NLRP3 inflammasome seems to be critical to the ex vivo release of NO, IL-1p, IL-18, and IL-17,
but not IFN-y. The S. schenckii infection led to increased activation of caspase-1 and cell death by
pyroptosis in WT mice. Also, a role for the inflammasome in shaping the adaptive immune
response was suggested by lower frequencies of type 17 helper T (Th17) and Th1/Th17 cells in S.
schenckii-infected KO mice. On the other hand, absence of any of the inflammasome components
resulted in increased frequency of cytotoxic T cells in this infection. As a whole, our results indicate
the NLRP3 inflammasome links the innate recognition of S. schenckii to the adaptive immune

response, thus contributing to protective response in the infection by this fungus.

Keywords: NLRP3 inflammasome, cytokines, pyroptosis and Sporothrix schenckii.



1. Introducéo

As infecgdes fungicas tém aumentado de forma significativa nos ultimos anos, uma vez
que a utilizacdo de antibidticos de amplo espectro e de terapias imunossupressoras, dentre outros
fatores, tém facilitado o aparecimento de novos fungos patogénicos e o surgimento de doencas
micoticas antes incomuns. Este fato tem se tornado um problema grave de satde publica devido aos
inimeros prejuizos causados por micoses nos seres humanos e em outros animais (van de Veerdonk
et al., 2015). As espécies do complexo Sporothrix, incluindo Sporothrix pallida, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana e Sporothrix schenckii
sensu stricto sdo os agentes etiologicos da esporotricose, uma doenca micoética, que afeta os seres
humanos e outros animais, caracterizada pela evolucdo aguda e crénica de lesdes nodulares
cutaneas ou subcutaneas que podem se disseminar para outros tecidos. A infeccdo do hospedeiro
ocorre pela inoculacdo pds-traumatica do fungo presente no solo, plantas e em matéria organica em
decomposicdo, pela inalacdo de conidios ou ainda pela transmissdo zoonotica, especialmente de
caes e gatos (Barros et al., 2011; Oliveira et al., 2014; Rodrigues et al., 2016).

A esporotricose tem sido relatada em varios paises, e em muitos desses locais ocorreram
epidemias desta doenca, principalmente, naqueles localizados em regibes com climas tropicais e
subtropicais. No entanto, por ndo ser uma doenca de notificacdo compulséria, sua exata prevaléncia
é desconhecida. No Brasil, os casos de esporotricose tém aumentado, pois, entre os anos de 1987 e
1997, foram diagnosticados 13 casos da doenca em humanos, enquanto que uma epidemia, com
mais de 750 humanos, 1.503 gatos e 64 cées doentes, foi observada entre os anos de 1998 e 2004
(Schubach et al., 2008; Chakrabrti et al., 2015). Na cidade do Rio de Janeiro, onde a esporotricose é
hiperendémica, a situacdo é especialmente preocupante, pois entre 1998 e 2009 foram confirmados
aproximadamente 2.200 casos de humanos e 3.244 de felinos com a doenga (Barros et al., 2010).

A variedade de apresentacgdes clinicas da esporotricose, assim como a regressdo espontanea
da doenca em alguns casos, depende de diversos fatores, tais como a viruléncia e a profundidade da

cepa inoculada, a carga do inoculo e o estado imunoldgico do hospedeiro (Barros et al., 2011). As
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formas mais graves da doenca tém sido observadas, principalmente, em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
diagnosticados com diabetes mellitus, com histérico de uso abusivo do alcool ou que fazem uso de
drogas imunossupressoras, sugerindo que a patogenia da infeccdo por S. schenckii esta intimamente
relacionada aos mecanismos de defesa do hospedeiro (Vasquez-del-Mercado et al., 2012; Govender
et al., 2015).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na resisténcia e na suscetibilidade do hospedeiro
a infeccdo por S. schenckii ainda nao foram totalmente compreendidos (Carlos et al., 2009), mas
trabalhos realizados em nosso laboratério mostraram que ha participacdo efetiva das respostas
imunes inata, celular e humoral no combate a este patdgeno (Carlos et al., 2015). Foi demonstrado
que as células T auxiliares do tipo 1 (Thl) e Th2 sdo desenvolvidas contra antigenos especificos
presentes na parede celular de S. schenckii (Maia et al., 2006) e, mais recentemente, 0
desenvolvimento de uma resposta Th17 protetora, com a participacdo de células Thl7 e células
mistas Th1/Th17, bem como a liberacdo ex vivo aumentada de interleucina (IL)-17 e IL-22, na
infeccdo por S. schenckii (Ferreira et al., 2015).

O reconhecimento inato de patdgenos por receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs) desempenha um papel critico na resolucdo das infeccdes (Erwig e Gow, 2016). Para
prevenir a invasdo de patdgenos, os PRRs monitoram os espacos intra e extracelulares a fim de
reconhecerem e responderem aos padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e aos
padroes moleculares associadas a danos celulares (DAMPs) (Guo et al., 2015). Em fungos, as
substancias presentes na parede celular, tais como B-glucana, quitina e manana sdo 0s principais
PAMPs reconhecidos pelos PRRs (Plato et al., 2015).

Atualmente, ha pelo menos cinco grandes familias de PRRs que operam de forma
coordenada para reconhecer os sinais de estresse produzidos pelas células durante uma infecgdo ou
lesdo celular: Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors (CLRs), retinoic acid inducible

gene-l (RIG-I)-like receptors (RLRs), absent-in-melanoma (AIM)-like receptors (ALRs) e, mais
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recentemente, os nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs)
(Erwig e Gow, 2016; Kim et al., 2016). Nesse sentido, estudos realizados em nosso laboratorio,
mostraram a importancia dos receptores TLR-2 e TLR-4 no reconhecimento de S. schenckii, pois a
auséncia desses receptores reduziu de forma surpreendente a producdo de citocinas e mediadores
pré-inflamatorios (IL-1B, TNF-a, IL-6, NO e H,0,), anti-inflamatorios (IL-10), morte celular por
apoptose e indices de fagocitose, sugerindo uma participacdo importante desses receptores na
esporotricose (Sassa et al., 2009, 2012; Negrini et al., 2013, 2014). Assim, ha uma razdo para se
acreditar que outros PRRs possam participar no desencadeamento da resposta imune do hospedeiro
contra S. schenckii.

Os receptores NLRs sdo PRRs encontrados no citosol de células granulociticas e devido a
sua localizacdo atuam como uma segunda linha de defesa para o hospedeiro (Zoete et al., 2014).
Sabe-se que ha varios subtipos dos receptores NLRs, como NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRC4,
AIM2, dentre outros; e que cada um destes receptores possui capacidade especifica para reconhecer
determinados PAMPs e DAMPs (Saavedra et al., 2015). Entretanto, o receptor NLRP3 surgiu como
0 mais versatil devido a sua ampla especificidade, pois tem sido associado ao reconhecimento de
diversos agentes patogénicos, incluindo alguns importante fungos, como Candida albicans (Joly et
al., 2009; Hise et al.,2009; van de Veerdonk et al., 2011), Aspergillus fumigatus (Said Sadier et
al.,2010), Cryptococcus neoformans (Guo et al.,2014) e Paracoccidioides brasiliensis (Tavares et
al., 2013; Ketelut-Carneiro et al., 2015).

Apos a sinalizagdo e o reconhecimento de particulas estranhas, os receptores NLRP3 se
ligam a molécula adaptadora Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase
recruitment domain (ASC), que por sua vez, ativa a caspase-1, formando o inflamassoma NLRP3.
Quando ativado, este complexo proteico por meio da clivagem mediada por caspase-1 promove a
maturagdo da pro-IL-1p e da pro-1L-18 em suas respectivas formas ativas (Ulland et al., 2015; Kim
et al., 2016). Por sua vez, as citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18 contribuem para a defesa

antifungica do hospedeiro por aumentarem a capacidade antimicrobiana dos fagocitos e iniciarem as



respostas imunes adaptativas Th17 e Thl, respectivamente (van de Veerdonk et al., 2011). Além de
induzir a producdo de citocinas pro-inflamatorias, o inflamassoma NLRP3 também protege o
hospedeiro contra os patdgenos invasores por meio da piroptose, uma morte celular altamente
inflamatdria regulada pela caspase-1 (de Vasconcelos et al., 2016).

Por ser importante para o desencadeamento da resposta imune do hospedeiro frente a
varios agentes agressores e devido a seu papel protetor em varias doengas, incluindo as fangicas, o
inflamassoma NLRP3 tem sido um alvo promissor para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (van de Veerdonk et al., 2015). Recentemente, mostramos que macrofagos peritoneais
de camundondos Balb/c infectados com S. schenckii tiveram reduzida atividade de caspase-1,
concomitantemente a diminuicdo da secrecdo de IL-1B ¢ IL-18 na 42 e 6% semanas pds-infeccao
(Goncalves et al., 2015). Interessantemente, essa reducdo na atividade de caspase-1 ocorreu no
mesmo periodo em que foram relatados, em modelos experimentais semelhantes, aumento da
multiplicacdo fungica no baco e figado, assim como imunossupressdo, dos animais infectados com
S. schenckii (Carlos et al., 2009, 2015), sugerindo-se, portanto, o envolvimento do inflamassoma na
esporotricose.

Por fim, devido a importante participacdo dos receptores TLR-2 e TLR-4 no
reconhecimento de S. schenckii e as evidéncias do envolvimento do inflamassoma nesta infeccao,
muito provavelmente, outros PRRs podem estar envolvidos com a prote¢cdo do hospedeiro na
esporotricose. Deste modo, considerando o crescente numero de casos de esporotricose e a
importancia do inflamassoma NLRP3 nas infec¢Bes fungicas, tornou-se relevante compreender o
papel deste complexo proteico na regulacdo da resposta imune do hospedeiro na infeccdo por S.
schenckii, possibilitando assim o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a

prevencao e o tratamento desta doenca.
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8. Conclusdes

O inflamassoma NLRP3 desempenha importante papel protetor na infeccdo por S.

schenckii, uma vez que:

v' Foi critico para controlar a infeccdo, assim como para desencadear a resposta inflamatéria. Além

do mais, promoveu a ativacdo de caspase-1 e, portanto, o0 processo de piroptose.
v' Foi essencial para a producdo das citocinas IL-1pB, IL-17 e IL-18, mas ndo de IFN-y e, em
conseqiéncia desses perfis, foi responsavel pelo desenvolvimento de células Th17 e células mistas

Th17/Thl, mas ndo de células Thl somente.

v' Por outro lado, o inflamassoma ndo-funcional estimulou o desenvolvimento de células T

reguladoras e células T citotdxicas.
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