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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O carcinoma oral de células escamosas (OSCC) é uma neoplasia comum,
geralmente diagnosticada em estdgios avangcados, com progndstico ruim e alta
morbidade. A resposta imune exerce papel ambiguo, podendo favorecer ou suprimir
o tumor. A funcao do inflamassomo NLRP3 no OSCC ainda € pouco compreendida.
Esta proposta investiga seu papel em células tumorais e leucdcitos (linfocitos T e
monadcitos/macrofagos), por meio de estudos in vitro e in vivo, buscando relacionar a
atividade de NLRP3 a progressao tumoral e resposta terapéutica. Os achados
pretendem ampliar o entendimento sobre o NLRP3 e indicar seu potencial como alvo

terapéutico.
POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a common malignancy often diagnosed at
advanced stages, with poor prognosis and high morbidity. The immune response
plays a dual role, either promoting or suppressing tumor growth. The function of the
NLRP3 inflammasome in OSCC remains poorly understood. This project investigates
its role in tumor cells and leukocytes (T lymphocytes and monocytes/macrophages)
through in vitro and in vivo studies, assessing its association with tumor progression
and treatment response. The findings aim to broaden understanding of NLRP3 in

antitumor immunity and highlight its therapeutic potential.
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Pelegrin AF. Inflamassomo NLRP3 e progressao do carcinoma oral de células
escamosas (OSCC): influéncia diferencial em células neoplésicas e células imunes
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RESUMO

O inflamassomo NLRP3 desempenha um papel importante na resposta imune inata
sob condi¢des inflamatorias de origem infecciosa e ndo infecciosa, influenciando
também o fendtipo da resposta imune adaptativa. Os principais efeitos da ativacao do
inflamassomo NLRP3 resultam da ativacdo da caspase-1 como molécula efetora, que
promove 0 processamento enzimatico (clivagem) e bioativacdo das citocinas
inflamatérias IL-1B e IL-18, bem como da gasdermina D, uma proteina associada a
piroptose, uma forma de morte celular inflamatoria. Evidéncias indicam um papel
ambiguo da NLRP3 em cancer, variando de uma influéncia pré-tumoral/oncogénica a
antitumoral/supressora. Essa variabilidade pode estar relacionada ao tipo de cancer
considerado, seu estdgio de desenvolvimento/progressdo e aos modelos
experimentais e condi¢cdes estudadas. MutacBes e aumento da expressao de
componentes dos inflamassomos, especialmente o gene e a proteina NLRP3, sdo
frequentemente observadas em amostras clinicas de varios tipos de cancer, incluindo
carcinoma de células escamosas orais (OSCC). O possivel efeito bioldgico diferencial
do NLRP3 em células neoplasicas e em células estromais/imunes na progressao de
OSCC é desconhecido e pode fornecer insights importantes sobre o papel ambiguo
desse inflamassomo no desenvolvimento tumoral, bem como seu potencial como
biomarcador de agressividade/resposta ao tratamento e como possivel alvo
terapéutico. A hipdtese central deste estudo foi que a atividade do inflamassomo
NLRP3 tem papéis relevantes e distintos na progresséo do carcinoma escamoso oral,
dependendo do tipo celular considerado: células neoplasicas ou estromais/imunes.
Utilizamos um modelo OSCC ortotdépico imunogénico imunocompetente murino em
camundongos WT e knockouts para NLRP3, com e sem administracdo local
(intratumoral) de um inibidor bioquimico do NLRP3 (MCC950) e na presenca e
auséncia de administracao sistémica de uma sub-dose (n&o curativa) de cisplatina
para investigar a influéncia do NLRP3 na resposta ao tratamento citotoxico. Os
desfechos avaliados incluiram medi¢cdes macroscopicas, avaliacdo histomorfolégica,
expressdo génica, infiltrado imunolégico e fendtipo celular (citometria de fluxo). Em
geral, a inibicdo do inflamassomo NLRP3 aumentou o crescimento tumoral, indicando
um papel de “supressor de tumor” para NLRP3 neste modelo OSCC. Esse aumento
no crescimento tumoral foi acompanhado por reducao da infiltragéo por macréfagos e
células T CD8, reducdo da morte celular e alteracdo da eferocitose. A inibicdo do
NLRP3 também prejudicou a resposta a cisplatina. Esses resultados foram
observados tanto com a inibicdo da atividade do NLRP3 limitada as células
estromais/imunes (camundongos KO para NIrp3) quanto com a inibicdo farmacologica
do NLRP3 com administracdo intratumoral de MCC950 tanto em camundongos WT
guanto em animais NIrp3 KO, suportando o papel de supressor tumoral para NLRP3
tanto em células estromais/imunes quanto em células neoplasicas neste modelo pré-
clinico de OSCC. Estes dados sugerem um possivel potencial terapéutico de
estratégias de ativacdo de NLRP3 no microambiente tumoral de OSCC.

Palavras — chave: Inflamassomos; Estadiamento de neoplasias; Neoplasias de
cabeca e pescogo.



Pelegrin AF. NLRP3 inflammasome and progression of oral squamous cell
carcinoma (OSCC): differential influence in neoplastic and immune cells [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2026.

ABSTRACT

The NLRP3 inflammasome plays an important role in the innate immune response
under inflammatory conditions of both infectious and non-infectious origin, while also
influencing the phenotype of the adaptive immune response. The main effects of
NLRP3 inflammasome activation result from the activation of caspase-1 as an effector
molecule, which promotes the enzymatic processing, or cleavage, and bioactivation of
the inflammatory cytokines IL-18 and IL-18, as well as gasdermin D, a protein
associated with pyroptosis, a form of inflammatory cell death. Evidence indicates an
ambiguous role of NLRP3 in cancer, ranging from a pro-tumoral/oncogenic influence
to an antitumoral/tumor-suppressive one. This variability may be related to the type of
cancer considered, its stage of development/progression, and the experimental
models and conditions studied. Mutations and increased expression of inflammasome
components, especially the NLRP3 gene and protein, are frequently observed in
clinical samples from several types of cancer, including oral squamous cell carcinoma
(OSCC). The possible differential biological effect of NLRP3 in neoplastic cells and in
stromal/immune cells during OSCC progression is unknown and may provide
important insights into the ambiguous role of this inflammasome in tumor development,
as well as its potential as a biomarker of aggressiveness/response to treatment and as
a possible therapeutic target. The central hypothesis of this study was that NLRP3
inflammasome activity has relevant and distinct roles in the progression of oral
squamous cell carcinoma, depending on the cell type considered: neoplastic cells or
stromal/immune cells. We used an immunogenic, immunocompetent murine orthotopic
OSCC model in WT mice and NLRP3 knockout mice, with and without local,
intratumoral administration of a biochemical NLRP3 inhibitor, MCC950, and in the
presence or absence of systemic administration of a sub-dose, non-curative dose, of
cisplatin to investigate the influence of NLRP3 on the response to cytotoxic treatment.
The outcomes assessed included macroscopic measurements, histomorphological
evaluation, gene expression, immune infiltrate, and cellular phenotype by flow
cytometry. Overall, inhibition of the NLRP3 inflammasome increased tumor growth,
indicating a “tumor-suppressor” role for NLRP3 in this OSCC model. This increase in
tumor growth was accompanied by reduced infiltration by macrophages and CD8 T
cells, reduced cell death, and altered efferocytosis. NLRP3 inhibition also impaired the
response to cisplatin. These results were observed both with inhibition of NLRP3
activity limited to stromal/immune cells, in NIrp3 KO mice, and with pharmacological
inhibition of NLRP3 through intratumoral administration of MCC950 in both WT mice
and NIrp3 KO animals, supporting a tumor-suppressive role for NLRP3 in both
stromal/immune cells and neoplastic cells in this preclinical OSCC model. These data
suggest the potential therapeutic value of strategies aimed at activating NLRP3 in the
OSCC tumor microenvironment.

Keywords: Inflammasomes; Neoplasm staging; Head and neck neoplasms.
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1 INTRODUCAO

Inflamassomos sdo complexos multiproteicos intracelulares formados em
resposta a diversos estimulos fisiolégicos e patoldgicos. A formacéao e ativacédo destes
complexos é um componente essencial da imunidade inata e tem papel critico na
eliminagdo de patdégenos e células do hospedeiro danificadas. No entanto, sua
ativacdo descontrolada é também um fator fundamental no desenvolvimento de
desordens inflamatérias, incluindo condicées autoimunes e metabdlicas®. Em geral,
os inflamassomos seguem uma organizacdo comum, um sensor citosélico, uma
proteina adaptadora e a molécula efetora. A proteina adaptadora serve como ponte
entre 0s sensores e a proteina efetora. Ja a proteina sensora é responsavel pelo
reconhecimento do sinal iniciador da formacéo e ativacédo do inflamassomo e da nome
ao complexo?.

O inflamassomo NLRP3 (proteina 3 que contém dominio de pirina da familia
NLR) é o mais extensamente estudado, inicialmente descrito por sua associacdo com
uma condicdo denominada sindrome periddica associada a criopirina, de natureza
hereditaria e autoinflamatoria, caracterizada por episédios recorrentes de febre e
irritacdo da pele3. Desde entéo, diversas doencas e condi¢cdes foram associadas a
mutacOes resultando em ativagcdo constitutiva de NLRP3, relacionando a ativacao
descontrolada deste inflamassomo a patogénese de condices com importante
componente imunoinflamatério como gota, artrite, diabetes, obesidade e doenca de
Alzheimer3®. Em especial, o inflamassomo NLRP3 é constituido por uma estrutura de
NLRP3, uma proteina adaptadora de apoptose semelhante a um speck (ASC) e a
procaspase-1 efetora, que inicia a formacéao do inflamassomo interagindo com a ASC,
recrutando e ativando a procaspase-1l para gerar caspase-1 ativa e, em seguida,
converte os precursores de citocinas pro-IL-1(3 e pr6-1L-18 em IL-18 e IL-18 maduras
e biologicamente ativas, respectivamente. Uma vez ativadas, a IL-1e a IL-18
desencadeardo uma série de respostas inflamatérias e morte celular por piroptose®.

Atualmente, reconhece-se duas vias de ativagao do inflamassomo NLRP3: a
canlnica, que envolve o reconhecimento de um sinal ativador (PAMPs/DAMPS) com
a participacédo de Nek7 e sem interacao direta entre ligante e proteina componente do
inflamassomo, e a via ndo-candnica que envolve a participacdo de outras caspases

como a caspase-8 e a caspase-11 em murinos (caspase 4/5 em humanos)’8.
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Classicamente, a ativacdo de NLRP3 requer dois sinais. Um sinal inicial (priming) que
induz a ativacdo de NF-kB e, subsequentemente, a expressao génica e modificacdes
pos-traducionais da proteina NLRP3°. A ativacdo de NF-kB pelo sinal de priming
também induz a expressdo das pro-formas de citocinas que serdo processadas e
ativadas pelo inflamassomo. O segundo sinal, denominado sinal ativador, é
proporcionado por diversos PAMPs e DAMPs que desencadeiam a oligomerizacéo e
montagem do inflamassomo, resultando na ativacédo de caspase-1%°. Em mondcitos,
diferentemente de macrofagos, a secrecéo de IL-1p pode ser desencadeada apenas
pelo sinal inicial, sugerindo mecanismos de ativagado distintos para diferentes tipos
celulares ou estagios de diferenciagdo celular'’:*?, Também existem estudos
demonstrando a ativacéo rapida de NLRP3 diretamente downstream dos receptores
TLR e IL1R, sem a fase de priming, ilustrando o conhecimento ainda parcial dos
mecanismos de ativagdo deste inflamassomo. A via ndo-candnica de ativacdo do
inflamassomo NLRP3 difere do modelo classico por depender da ativacédo direta de
caspases inflamatérias humanas (caspase-4 e caspase-5) ou da caspase-11 murina.
Esses sensores citosolicos reconhecem lipopolissacarideos (LPS) sem a necessidade
de receptores de superficie. Por sua vez, as caspases clivam a proteina gasdermina
D (GSDMD), liberando seu dominio N-terminal que se insere na membrana plasmatica
e forma poros. Esse processo desencadeia um influxo de ions, particularmente K*,
levando a despolarizacdo celular e a inducdo de piroptose. A queda nos niveis
intracelulares de potassio constitui um sinal secundario que ativa o inflamassomo
NLRP3, promovendo a montagem do complexo multiproteico NLRP3-ASC—pro-
caspase-1. A partir dai, ha ativacdo da caspase-1, processamento de pré-IL-13 e pro-
IL-18 em suas formas maduras e liberacdo dessas citocinas pro-inflamatérias. Assim,
a via ndo-canbnica conecta o reconhecimento direto de LPS citosélico por caspases
inflamatorias a ativagéo subsequente do inflamassomo NLRP3, funcionando como um
elo entre deteccdo de patdgenos intracelulares e resposta inflamatoria
exacerbada'®'4. Em sintese, apesar das diferencas nos mecanismos de ativacéo que
caracterizam as vias canbnica e ndo-canbnica do inflamassomo NLRP3, ambas
convergem para desfechos semelhantes. A ativacdo da caspase-1, a clivagem e
secrecdo das citocinas proé-inflamatérias IL-1B e IL-18, bem como a inducédo de
piroptose, representam eventos finais comuns que asseguram a fungéo central deste

inflamassomo na mediacdo da resposta inflamatéria.
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O papel do inflamassomo NLRP3 em canceres humanos permanece
controverso, havendo evidéncias tanto de funcdes protetoras e antitumorigénicas
quanto de efeitos pré-tumorigénicos em diferentes tipos de cancer'®>?1’. A atividade de
NLRP3, em combinagdo com outros inflamassomos, pode aumentar a proliferacao
celular em cancer de estémago, contribuindo para o desenvolvimento do mesmo!’-1°.
Ainda nas malignidades gastorintestinais, a atividade de inflamassomo NLRP3 e suas
decorréncias influenciam também no contexto de cancer colorretal e carcinoma
hepatocelular!’. Alguns estudos mostrem que o inflamassomo NLRP3 pode suprimir
o cancer de mama por meio da piroptose e/ou da ativacdo de respostas imunes
antitumorais'®21, Seu papel parece depender do microambiente tumoral e do subtipo
da doenca. Sua superexpressdo, associada a maior tamanho tumoral, maior grau
histologico e status positivo de linfonodos e receptores, sugere envolvimento na
agressividade do tumor?®.

Por sua vez, o carcinoma espinocelular oral (OSCC) representa mais de 90%
dos casos de cancer de cabeca e pesco¢co (HNC) e esta entre os tumores mais
agressivos, em razado de sua elevada capacidade metastatica e alta taxa de
recidiva®??3, De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude?* (2025), o cancer de
boca ocupa a décima terceira posicdo entre 0s canceres mais comuns no mundo,
apresentando maior incidéncia em homens e individuos idosos, especialmente em
usuarios de tabaco?3. Dentre os sitios anatémicos acometidos, o assoalho bucal € um
dos mais frequentes, correspondendo a cerca de 25% dos casos?®. O tratamento
cirdrgico é a principal modalidade terapéutica empregada no OSCC, frequentemente
associado a radioterapia ou quimioterapia. Contudo, diversas terapias adjuvantes vém
sendo investigadas, visando melhorar a resposta ao tratamento e aumentar a
sobrevida global®>?6. Nesse cenario, a imunoterapia surge como uma abordagem
inovadora, voltada para o bloqueio de moléculas de checkpoint imunol6gico, como
PD-1, PD-L1, CTLA-4, LAG-3 e TIM-3. Essa estratégia busca potencializar a resposta
imune do hospedeiro contra o tumor, a0 mesmo tempo em que inibe o crescimento e
a disseminacdo das células neoplasicas?®®. O desenvolvimento dessas terapias
depende de investigacdes que correlacionem a agressividade tumoral com eventos
celulares e moleculares do microambiente tumoral (TME). Assim, o estudo de novos
alvos e de sua influéncia na progressao e metastase tumoral € fundamental para
ampliar a compreensao dos multiplos mecanismos moleculares envolvidos na génese

e evolugdo do OSCC. A ativagao do inflamassomo NLRP3 tem sido associada ao
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avanco do HNSCC e do OSCC, a pior progndstico e a resisténcia a quimioterapia,
principalmente via IL-1B. Diversos trabalhos mostram que sua inibicdo reduz células
imunossupressoras, aumenta linfocitos efetores, diminui metastases e pode
potencializar a eficacia terapéutica. Assim, o inflamassomo NLRP3 desempenha
papel relevante na tumorigénese e no prognoéstico desses canceres, embora sejam
necessarios mais estudos para elucidar completamente seus mecanismos61’.

Alteracbes genéticas em componentes do inflamassomo NLRP3 e em genes
ligados a piroptose tém sido descritas em uma fracdo consideravel dos casos de
HNSCC, associadas tanto a modulacdo da expressao tumoral quanto ao progndstico
clinico?’28, Alguns estudos sugerem um papel antitumoral do NLRP3, evidenciado
pela associacdo entre maior expressdo do complexo e melhor sobrevida,
provavelmente em fungdo do aumento da piroptose e do recrutamento de células NK
e de outros infiltrados imunoldgicos efetores. A expressdo de gasderminas, por
exemplo, mostrou correlacdo positiva com a presenca de neutréfilos, mondcitos,
linfécitos T e NK, além de maior producao de citocinas pré-inflamatérias como IL-1,
IL-6, IL-18, TNF e IFN-y2°.

Em contraste, outros trabalhos apontam um papel pré-tumoral para o
inflamassomo NLRP3, relacionando sua superexpressao a maior proliferacdo, invasao
e migracdo celular, bem como a resisténcia a quimioterapia com 5-fluorouracil°.
Modelos de xenoenxerto e de indug&o quimica em camundongos knockout para Nirp3
mostraram reducdo da progressdo tumoral, atraso na tumorigénese e maior
sensibilidade ao tratamento apés a inibicdo ou auséncia do complexo. Adicionalmente,
estudos com inibidores farmacolégicos, como o MCC950, demonstraram que a
modulacdo de NLRP3 pode remodelar o microambiente tumoral, reduzindo células
mieloides supressoras, macrofagos M2 e linfécitos T regulatdrios, ao mesmo tempo
em gque aumenta o infiltrado de linfécitos T CD8* efetores3!-34,

A ambiguidade também se reflete na relacdo do NLRP3 com a polarizacdo de
macréfagos e com a resposta adaptativa. Dependendo do contexto, sua ativacao pode
induzir fenotipos M1/Thl com perfil pro-inflamatorio e antitumoral, ou M2/Th2,
associados a imunossupressdo e a progressdo do cancer. Em OSCC
especificamente, observou-se maior expressdo de NLRP3 em células estromais do
TME, correlacionada ao aumento de macréfagos M2 e pior progndstico dos pacientes.
Assim, os dados disponiveis reforcam que o inflamassomo NLRP3 desempenha

funcdes duais, ora antitumorais, ora pro-tumorais, dependendo do tipo celular, do
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microambiente tumoral e do modelo experimental analisado. Apesar dessa
controvérsia, fica evidente seu papel central como regulador da resposta inflamatoria
e da progresséo tumoral, destacando-se como um alvo relevante para investigacoes
translacionais no contexto do OSCC3%4°,

Diversos mecanismos tém sido descritos para explicar os efeitos pré-tumorais
mediados por inflamassomos. A ativagéo do NLRP3 e a consequente liberagao de IL-
1B e IL-18 promovem a proliferacdo celular em diferentes contextos neoplasicos, seja
via ativacdo de B-catenina/c-Myc em linfoma, seja através da inducdo de NF-kB e
secrecdo de IL-18 em células epiteliais gastricas'®194l, Além disso, a proteina
GSDMD também pode contribuir para o crescimento tumoral ao ativar a via de
sinalizagdo AKT em cancer de pulm&o!®4243, No microambiente tumoral, o NLRP3
regula a imunossupressdo ao favorecer a liberacdo de IL-1B por macréfagos
associados ao tumor, o que reduz a atividade de células Thl CD4* e linfocitos CD8*
citotoxicos!®44, Paralelamente, IL-18 contribui para o escape tumoral em cancer
gastrico ao aumentar a expressao de PD-1 em células NK, suprimindo a citotoxicidade
e a memoria imunoldgica. Inflamassomos também modulam o processo de
angiogénese, ja que IL-1B liberada via NLRP3 pode induzir VEGF em adipdcitos e
células tumorais, regulado ainda por HGF e HIF-1a. No processo de metastase,
NLRP3 promove transicao epiteliomesenquimal (EMT) por meio da sinalizacao TGF-
B1/Smad, levando a repressao de E-caderina em carcinomas espinocelulares e
gastricos. Recentemente, Accogli e colaboradores (2025)*° demonstraram que o
NLRP3 exerce funcbes intrinsecas em linfécitos Thl7, promovendo tanto sua
atividade pré-tumoral quanto sua plasticidade imunossupressora. Utilizando modelos
murinos com delecdo condicional de NIrp3 em células CD4", os autores mostraram
gue a auséncia de NLRP3 favorece um fenétipo Th17 mais inflamatorio, caracterizado
por maior producdo de IFN-y e perda da capacidade de suprimir células CD8*. Além
disso, verificaram que o NLRP3 é necessario para a conversdo de Th17 em células
Treg, um processo também dependente da via TGF-B/SMAD3, mas independente do
inflamassomo classico. Em modelos tumorais, a auséncia de NLRP3 em células T
CD4* reduziu o crescimento tumoral, efeito associado ao aumento da atividade
citotoxica mediada por IFN-y e CD8*. Esses achados revelam um papel ndo canénico

do NLRP3 na modulagdo da plasticidade de Thl7 e sugerem que a sua inibicdo
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seletiva pode representar uma estratégia promissora para potencializar respostas
antitumorais.

Diante disso, embora o inflamassomo NLRP3 seja reconhecido como um
elemento central da resposta inflamatéria e da progressao tumoral, persistem lacunas
guanto a sua participacao especifica no microambiente do carcinoma espinocelular
oral. A compreensédo de como a ativacao ou inibicdo de NLRP3 influencia a interacéo
entre células tumorais e o infiltrado imune € essencial para definir seu real impacto na
tumorigénese e no progndstico. Assim, a investigacdo experimental desse complexo
no contexto do OSCC pode contribuir para esclarecer seus mecanismos de acao e
apontar novas estratégias terapéuticas capazes de modular o microambiente tumoral

em favor da resposta antitumoral.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a ativagéo do inflamassomo NLRP3
exerce papel relevante na progressdo do carcinoma de células escamosas oral,
influenciando o microambiente tumoral por meio da modulacdo da resposta
inflamatoria e da infiltracdo de células imunes. A inibicdo farmacolégica com MCC950
e a delecdo genética do NIrp3 resultaram em reducdo significativa do crescimento
tumoral e a reorganizacdo do infiltrado mieloide, sugerindo que o NLRP3 contribui

para a manutencdo de um microambiente pré-tumoral.
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