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Piroptose Objetivo: Investigar a funcao do inflamassoma ausente no melanoma 2 em um modelo murino de

rinite alérgica e a interacao entre a proteina do grupo Box- 7 de alta mobilidade e o inflamassoma
ausente no melanoma 2.

Método: Um modelo murino de rinite alérgica foi estabelecido com 20 camundongos Balb/c. A
expressdao dos componentes do inflamassoma ausente no melanoma 2, da proteina speck-like
associada a apoptose com CARD (Asc), da caspase-1 p20 e do dominio de pirina da familia
NLR adicional com 3 (Nlrp3) foi detectada por western blotting durante a rinite alérgica.
Alteracdes de inflamassoma ausente no melanoma 2, na caspase-1 e na proteina do grupo
Box-1 de alta mobilidade ap6s o teste de provocagao com ovalbumina foram demonstradas por
imuno-histoquimica. O ensaio dUTP Nick-End Labeling mediado por TdT, TUNEL e clivagem de
caspase-3 e PARP-1 foram usados para a observacao de piroptose.
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Resultados: Eosinofilia e infiltracdo de células caliciformes foram observadas na mucosa nasal
de camundongos do grupo rinite alérgica. Inflamassoma ausente no melanoma 2, Asc e caspase-
1 p20 aumentou apods a exposicao a ovalbumina, enquanto Nlrp3 ndao aumentou. A proteina
do grupo Box-1 de alta mobilidade foi liberada na mucosa nasal de camundongos com rinite
alérgica. As células TUNEL-positivas aumentaram no epitélio e na lamina propria, enquanto a
clivagem da caspase-3 e a PARP-1 nao foram observadas.

Conclus@o: O inflamassoma ausente no melanoma 2 foi ativado e pode ocorrer piroptose na
mucosa nasal apos o tratamento com ovalbumina. Esses fatores podem contribuir para a
translocacao de proteina do grupo Box-1 de alta mobilidade e o desenvolvimento de rinite
alérgica.

© 2022 Publicado por Elsevier Editora Ltda. em nome de Associacao Brasileira de Otorrinolarin-
gologia e Cirurgia Cérvico-Facial. Este € um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://

creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Arinite alérgica (RA) é definida como um tipo de inflamacgao
da mucosa nasal associada a uma resposta imune mediada
por IgE contra alérgenos.! Pacientes com RA geralmente
apresentam sintomas de obstrucao nasal, rinorreia, espirrros
e prurido nasal.? O distrbio compromete consideravel-
mente os pacientes, na sua qualidade de vida, funcao
cognitiva e autopercepcao.? Atualmente, a RA tornou-se um
importante problema de salde pUblica mundial, afeta 10%
a 20% da populacado adulta.* Compreender a natureza da
RA melhorara o atendimento aos pacientes que apresentam
essa condicao clinica.

E amplamente aceito que a proteina do grupo Box-1 de
alta mobilidade (HMGB1, do inglés High Mobility Group Box
1), uma proteina expressa de maneira onipresente, desem-
penha varios papéis em processos fisioldgicos e patologicos.®
A HMGB1 foi originalmente descrita como uma importante
proteina da cromatina,® mas agora € conhecida por ter
diferentes funcdes com base na expressdo especifica do
compartimento.” Quando a HMGB1 é liberada em um local
extracelular, faz a mediacao da ativacao da resposta imune
inata como um fator pro-inflamatério.® Nosso estudo ante-
rior demonstrou que a HMGB1 aumentou na mucosa nasal e
foi translocada apos a exposicdo a ovalbumina (OVA) em um
modelo de RA murino. A inibicao da HMGB1 pelo piruvato
de etila exerceu um efeito terapéutico na RA.° Entretanto,
o mecanismo de liberacao da HMGB1 na RA permanece
incerto.

A HMGB1 pode ser liberada passivamente de células que
estdo morrendo,'® bem como ser ativamente secretada por
células inflamatdrias, como macréfagos, mondcitos, célu-
las dendriticas e células natural-killer."" Foi demonstrado
que varias vias estao relacionadas a liberacao de HMGB1,
como a ativacao do inflamassoma mediada pela proteina qui-
nase ativada por RNA de fita dupla (PKR)'? e a translocacao
nuclear mediada pela manutencéo da regido cromossomica
1.3 Recentemente, uma série de estudos revelou que a
caspase-1 poderia agir como um potencial alvo terapéutico
na RA com o uso de varios agentes protetores,’# ' sugeriu
que o inflamassoma pode ser ativado apds exposicdo ao alér-
geno. A ativacao do inflamassoma leva a piroptose e resulta
em morte celular,"” que entdo faz a mediacdo da liberacdo
de HMGB1."® Entretanto, ha falta de estudos sobre qual
subfamilia do inflamassoma ¢é ativada na RA. A montagem

de um complexo de inflamassoma ¢é iniciada pelo dominio
de ligacao de nucleotideos, receptor do tipo Nod (NLR, do
inglés Nod-like receptor) ou ausente no melanoma 2 (AIM2)
apos o reconhecimento de padroes moleculares associados
a patogenos (PAMPs) ou padroes moleculares associados a
danos (DAMPs)." Os NLRs ou AIM2 ativados podem recru-
tar a proteina speck-like associada a apoptose que contém
um dominio de recrutamento de caspase (ASC) para fazer
a ativacao da caspase-1.2° Demonstrou-se que Nlrp3 e AIM2
sao up-reguladas na patogénese de doencas das vias aéreas
superiores, como rinossinusite aguda e crénica.?'?2

Nossa hipotese € que o inflamassoma é ativado na mucosa
nasal de camundongos por meio da exposicao a OVA e que
a piroptose pode ocorrer apos a ativacao do inflamassoma.
Para testar essa hipotese, estabelecemos um modelo murino
de RA e investigamos a ativacao do inflamassoma na RA.

Método
Animais

Vinte camundongos BALB/c machos do tipo selvagem entre 6
e 8 semanas foram usados no estudo. Os camundongos foram
alojados em instalacdes especificas para animais, livres de
patogenos e divididos aleatoriamente em dois grupos - con-
trole e RA - com 10 ratos em cada. Seis camundongos de
cada grupo foram usados para analise da expressao da pro-
teina e os camundongos remanescentes foram usados para
analise histologica e imuno-histoquimica. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com as diretrizes dos institutos
nacionais de salde para o cuidado e uso de animais de labo-
ratério e foram aprovados pelo comité institucional de uso
e cuidado de animais (nUmero IACUC: $2372).

Estabelecimento de um modelo murino de rinite
alérgica

O estabelecimento do modelo murino de RA foi feito como
descrito anteriormente.” O grupo experimental recebeu
uma injecao intraperitoneal no 1°, 8° e 15° dias do estudo
com 200 uL de solucdo de PBS que continha 40 g de OVA
(grau V; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA) e 2mL de
hidréxido de aluminio, enquanto o grupo controle recebeu
a mesma quantidade de solucao de PBS. A partir do 22°
dia, 500 g de OVA em 20 pL de PBS foram inalados pelas
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Figura 1

Estabelecimento de um modelo murino de rinite alérgica (RA). Os camundongos do grupo RA foram sensibilizados através

de injecao intraperitoneal (IP) de 40 ug de OVA e 2 pg de aluminio nos dias experimentais 1, 8 e 15 e foram submetidos a teste de
provocacao com OVA por inalacédo diaria (ID) do dia 22 a 28 (A). A coloracdo H&E e a coloragdo AB-PAS foram usadas para observar
a infiltracado eosinofilica e hiperplasia das células caliciformes. Infiltracdo evidente de eosindfilos (setas vermelhas) e aumento do
nimero de células caliciformes (setas pretas) foram observados no grupo RA (B) em comparagao com o grupo controle.

cavidades nasais bilateralmente através de respiracao
normal diariamente durante uma semana (fig. 1) no grupo
de RA, enquanto o grupo controle recebeu apenas solucao
salina.

Analise histolégica e imuno-histoquimica

Quatro camundongos de cada grupo foram usados para a ana-
lise de ativacdo do inflamassoma e localizacdao da HMGB1.
Os camundongos foram submetidos a eutanasia com método
humanitario apos a anestesia e imediatamente decapitados.
Os focinhos foram fixados com formaldeido a 4% por uma
noite, descalcificados com acido etilenodiaminotetracético-
2 Na a 10% em PBS por um més, desidratados em uma série
graduada de etanol e entdo incluidos em parafina. Final-
mente, as amostras foram seccionadas em cortes de 5 um e
coletadas.

Para a analise de expressao das proteinas, a analise
imuno-histoquimica foi feita com um REAL™ Envision™
Detection Kit (Dako, Glostrup, Dinamarca). Todos os pro-
cedimentos foram feitos de acordo com as instrucées do
fabricante. Apds desparafinizacao e desidratacéo, as secoes
de tecido foram submetidas a recuperacdo do epitopo

induzida pelo calor. Os tecidos foram incubados com H,0; a
4% para bloquear as peroxidases endogenas apds lavados por
trés vezes com PBS. Albumina de soro bovino foi usada para
saturar qualquer excesso de sitios de ligacao de proteina. As
secoes bloqueadas foram entao incubadas com anticorpos
anti-AIM2 (diluicao de 1: 200), caspase-1 (diluicao 1:50)
ou HMGB1 (diluicao 1: 250), a 4°C, por uma noite. No
dia seguinte, um anticorpo secundario foi aplicado aos
cortes por 1 h em temperatura ambiente e as laminas foram
novamente lavadas trés vezes com PBS apds a incubacao.
Por fim, as laminas foram contrastadas com hematoxilina
e, em seguida, observadas em um microscopio otico. Para
observar a infiltracao eosinofilica e a hiperplasia das células
caliciformes, os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (H&E) e coloracao de Alcian blue e acido periédico
de Schiff (AB-PAS), como descrito anteriormente.’

Ensaio dUTP Nick-End Labeling mediado por TdT
(TUNEL)

0 ensaio TUNEL foi feito com base nas instrucoes do fabri-
cante. Apos a desparafinizacdao e desidratacao, os cortes
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Expressao de componentes do inflamassoma apds estimulo com OVA. As expressdes de dois receptores, Nlrp3 e AIM2,

foram analisadas por western blotting. A expressdao de Nlrp3 diminuiu enquanto a do AIM2 aumentou na mucosa nasal apos a
exposicao a OVA, p <0,01. Enquanto isso, a expressao de outro componente do complexo do inflamassoma, Asc e os niveis de
caspase-1 clivada aumentaram, p <0,05 e 0,01, respectivamente (* p <0,01, ** p <0,05).

foram lavados trés vezes com PBS e, em seguida, incu-
bados com proteinase K dissolvida em solucao de Tris-HCl
(20 pg/mL, Ph 7,4) por 30 min a 37 °C. Depois de serem lava-
dos mais trés vezes com PBS, um volume de 50 pL da mistura
de reacao do ensaio TUNEL que consistia em 48 L de solucao
de marcacao e 2 pL de solucao de TdT foi adicionado as lami-
nas, que foram incubadas por 90 min a 37°C, e os cortes
foram novamente lavados trés vezes com PBS. Finalmente,
os cortes foram contrastados com DAPI e observados em
um microscopio de fluorescéncia (Leica Microsystems Ltd.,
Wetzlar, Alemanha).

Analise de Western blot

As expressoes proteicas de HMGB1 e os componentes dos
inflamassomas foram analisados através de western blot-
ting. A proteina total foi extraida das amostras da mucosa
nasal com tampao de lise RIPA e as concentracdes das pro-
teina foram medidas pelo ensaio BCA. Os lisados de proteina
foram separados em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) a 12% e transferidos para membra-
nas de difluoreto de polivinilideno (PVDF). As membranas
foram bloqueadas por 1h com leite desnatado a 5% em
solucao salina tamponada com Tris que continha Tween
(TBST) e incubadas durante a noite a 4°C com a diluicao
adequada de anticorpos primarios: anti-Nlrp3 (R&D Sys-
tems, Minneapolis, MN, EUA, diluido a 1:300), anti-AIM2
(Abcam, Cambridge, MA, EUA, diluido a 1:1.000), anti-Asc
(Abcam, diluido a 1:1.000), anti-caspase-1 (Biovision, Mil-
pitas, CA, EUA, 1:200) e anti-B-actina (Millipore, Billerica,
MA, EUA, diluido a 1:3.000). Apo6s a lavagem, as mem-
branas foram incubadas por 1h a temperatura ambiente
com o anticorpo secundario conjugado com HRP apropriado
(diluido a 1:3.000). As bandas de proteina foram visualiza-
das com BeyoECL Plus (Beyotime, Haimen, Jiangsu, China)

e o software Gel-Pro analyzer 4.0 (Media Cybernetics, Inc.,
Rockville, MD, EUA) foi usado para quantificacao relativa,
com a 3-actina como controle interno.

Analise estatistica

Todos os resultados sao expressos como média & DP. A ana-
lise estatistica foi feita com o programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS, versao 18.0; SPSS Inc., Chi-
cago, IL, EUA). O teste t de Student foi usado para analisar
a expressao dos componentes do inflamassoma. Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados
Estabelecimento de um modelo de AR murino

A coloracao H&E mostrou que numerosos eosindfilos infiltra-
ram a mucosa nasal de camundongos RA, enquanto nenhuma
célula inflamatodria evidente foi observada em camundon-
gos do grupo controle (fig. 1). Além disso, hiperplasia de
células caliciformes também foi observada em camundongos
RA.

Ativacdo do inflamassoma AIM2

Para detectar alteracdes na expressao dos componentes do
inflamassoma na resposta das vias aéreas induzida por OVA,
observamos a localizacao e a expressao dos componentes do
inflamassoma com imuno-histoquimica e western blotting.
As expressoes de AIM2, asc e caspase-1 clivada aumentaram
significativamente apos a exposicao a OVA (figs. 2 e 3).
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Expressao de AIM2, caspase-1 e HWGB1 na mucosa nasal de camundongos. AIM2 e caspase-1 foram raramente expressas

na mucosa nasal do grupo controle (A, C). No entanto, apds o estimulo com OVA, a expressao de ambas as proteinas foi up-
-regulada no epitélio, lamina propria e células inflamatorias infiltradas (B, D). A HMGB1 foi abundantemente expressa no epitélio
e lamina propria e localizada principalmente no nicleo da mucosa de camundongos controle (E). A expressao de HWGB1 aumentou
significativamente na mucosa nasal de camundongos do grupo RA e a translocacdo da HMGB1 do nlcleo para o citoplasma foi

observada (F, setas vermelhas).
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Piroptose, mas nao apoptose, pode ocorrer na rinite alérgica (RA) murina. O ensaio TUNEL mostrou que a fragmentacao

do DNA aumentou significativamente na mucosa nasal de camundongos do grupo RA. No entanto, nao houve clivagem evidente da

caspase-3 e PARP-1 foi encontrada no grupo RA.

Piroptose, mas nao apoptose, pode ocorrer apos a
estimulagcdo com OVA

A HMGB1 pode ser liberada passivamente como resultado
da piroptose celular. Fragmentos de DNA foram detec-
tados com o ensaio TUNEL e confirmamos a clivagem
de caspase-3 e PARP-1. NUmeros aumentados de células
TUNEL-positivas foram encontrados no grupo RA, enquanto
nenhuma diferenca na clivagem da caspase-3 ou PARP-1 foi
observada entre os dois grupos. A translocacao de HMGB1
foi observada no grupo RA como resultado da ativacao do
inflamassoma (fig. 4).

Discussao

Um modelo murino de RA induzida por OVA foi estabele-
cido com sucesso, caracterizado por inflamacao das vias
aéreas dominada por Th2. A eosinofilia e a hiperplasia de
células caliciformes foram encontradas na mucosa nasal
de camundongos RA. Além disso, a ativacao significativa-
mente aumentada de inflamassomas AIM2 foi encontrada nos
camundongos RA, nos quais a transferéncia citoplasmatica
e a up-regulacao de HMGB1 também foram observadas.
Neste estudo, demonstramos a ativacao do inflamassoma
AIM2 na mucosa nasal na RA. Observou-se que o AIM2 agiu
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como um sensor de DNA na imunidade inata. Ao detectar DNA
citosélico, inclusive bacteriano, viral”* e do hospedeiro,
a proteina AIM2 recruta a proteina adaptadora ASC atra-
vés do dominio PYRIN-PAAD-DAPIN (PYD) e a proteina ASC
recruta a procaspase-1 através da ativacao de caspase e
dominio de recrutamento (CARD, do inglés caspase activa-
tion and recruitment domain) para formar um inflamassoma
AIM2 ativo. Nossos resultados mostraram que os componen-
tes do inflamassoma AIM2, inclusive AIM2, asc e caspase-1
clivada, estavam up-regulados apds exposicao a OVA na
mucosa nasal, sugeriu que o inflamassoma AIM2 foi ati-
vado em modelo murino de RA. Recentemente, um estudo
interessante feito nas armadilhas extracelulares de eosi-
nofilos mostrou que as concentracoes de DNA extracelular
na lavado broncoalveolar de camundongos tratados com
OVA estavam significantemente aumentadas em comparacao
com os controles.? Esse resultado sugere que os eosindfilos
podem contribuir para a ativacao do inflamassoma AIM2 na
RA. Além disso, a morte celular foi analisada com o ensaio
TUNEL na mucosa nasal e foi demonstrado um aumento na
morte celular nos cortes nasais de animais tratados com
OVA versus solucao salina. Observamos também clivagem
da caspase-3 e PARP-1, que sdo caracteristicas de apop-
tose, na mucosa nasal apds exposicao a OVA. Entretanto,
nao ha evidéncias de que a clivagem da caspase-3 e PARP-
1 ocorreu na mucosa nasal apos a estimulacdo com OVA.
Durante a piroptose, as células sofrem clivagem de DNA cro-
mossomico e condensacgao nuclear e se tornam positivas no
ensaio TUNEL,% mas sem a clivagem de substratos tipicos
da caspase, como caspase-3 e PARP, que sdo caracteristi-
cos de apoptose.” Portanto, concluimos que a piroptose
ocorreu na mucosa nasal do nosso modelo murino de RA. A
liberacao de HMGB1 pode ocorrer downstream da formacao
do inflamassoma e ativacao da caspase-1. Consistente com
nosso achado anterior, a HMGB1 foi liberada no citosol e no
espaco extracelular apos a exposicao a OVA. A liberacéo da
HMGB1 pode induzir e amplificar a RA. Assim, a ativacao do
inflamassoma AIM2 pode induzir a translocacao da HMGB1
na RA.

NLlrp3 é o subconjunto estrutural mais estudado do infla-
massoma e desempenha um papel importante na patogénese
de varias doencas das vias aéreas, como asma e lesao pul-
monar aguda.’® No presente estudo, observou-se que Nlrp3
estava down-regulada na mucosa nasal do grupo RA em
comparacao com o grupo controle. Um estudo interessante
comparou a expressao de NLRs em bidpsias nasais de indivi-
duos saudaveis e pacientes que sofriam de RA intermitente
e mostrou que a Nlrp3 era significativamente mais baixa no
grupo alérgico, especialmente durante a estacao do pdlen,
do que no grupo saudavel.”’ Em outro estudo que usou
um modelo murino de asma, a diminuicao da expressao de
Nlrp3 também foi encontrada durante a inflamacao das vias
aéreas.’® Esses resultados indicam que a Nlrp3 pode ser
down-regulada apds a exposicao ao alérgeno como meca-
nismo de defesa. Além disso, os efeitos das citocinas Th2,
como IL-4 e IL-13 na expressao de Nlrp3, foram estuda-
dos em queratindcitos humanos, células THP-1 e macrofagos
derivados da medula 6ssea de camundongo.'*? A pesquisa
demonstrou que a expressao de Nlrp3 foi suprimida pelo tra-
tamento com citocinas Th2. A inflamacdo das vias aéreas
dominada por Th2 é uma caracteristica da RA e as citocinas
Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, sé&o liberadas apds a estimulacao

por alérgeno.®* Portanto, a expressao de Nlrp3 pode ser
suprimida por citocinas Th2 na RA.

Em nosso estudo, demonstramos que o inflamassoma
AIM2 foi ativado na RA e pode contribuir para a liberacao
de HMGB1. Durante a inflamacdo das vias aéreas, varios
tipos de células participaram do desenvolvimento de RA,
como as células Th2. Recentemente, um estudo sobre o
papel da Nlrp3 na diferenciacdo de Th2 revelou que ela é
expressa por células T CD4 +e atua como um fator-chave de
transcricdo.?* Assim, a Nlrp3 pode estar implicada na pato-
génese de doencas dominadas por Th2, como RA e asma.
No entanto, uma das principais limitac6es de nosso estudo é
que a mucosa é um 6rgao complexo que compreende varios
tecidos. E dificil demonstrar mudancas na expressao da pro-
teina Nlrp3 no nivel de um Unico tipo de célula na mucosa
nasal. O papel da Nlrp3 na RA, portanto, justifica um estudo
mais aprofundado.

Conclusao

Demonstramos que o inflamassoma AIM2 foi ativado e
pode ocorrer piroptose na mucosa nasal apos o tratamento
com OVA. A liberacao de HMGB1 também foi obser-
vada. A ativacao do inflamassoma pode contribuir para
a translocacao da HMGB1 e o desenvolvimento de RA. A
caspase-1 pode, portanto, atuar como um potencial alvo
terapéutico para a RA.
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