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RESUMO 

 

BRUNO JENNINGS DE ALMEIDA 

 

ESTUDO DA PARTICIPAÇÃO DO INFLAMOSSOMO NLRP3 E SEUS MECANISMOS 

DE ATIVAÇÃO DURANTE A PERITONITE INDUZIDA POR Bacteroides fragilis E 

CONTEÚDO CECAL ESTÉRIL 

 

ORIENTADORA: ANA CAROLINA OLIVEIRA  

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção 

do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no 

RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Peritonite é a inflamação da cavidade peritoneal causada pelo extravasamento do conteúdo 

intestinal, através da ruptura de barreiras físicas ou por doenças intestinais já estabelecidas. 

Quando há esse extravasamento, bactérias provenientes da microbiota, como a espécie Bacteroides 

fragilis e produtos da dieta, são capazes de desencadear um processo inflamatório intenso, 

resultante de mecanismos de defesa do hospedeiro frente à essa injúria. Um dos principais modelos 

experimentais de peritonite murina consiste no inóculo intraperitoneal de B. fragilis e um agente 

potencializador, como o conteúdo cecal estéril (CCE). Utilizando este modelo, dados prévios do 

nosso grupo mostraram que animais deficientes no receptor da citocina IL-1 apresentam um 

fenótipo protetor durante o desenvolvimento da peritonite. Observou-se também, tanto em 

experimentos in vitro como in vivo, que o CCE sozinho, mas não B. fragilis, induz a produção de 

IL-1β. De fato a IL-1β é uma das principais citocinas produzidas durante a peritonite, e sua 

secreção depende da ativação de inflamossomos. Visto isso, o objetivo deste projeto foi avaliar o 

papel do inflamossomo NLRP3 na produção de IL-1β induzida por CCE e no desenvolvimento da 

peritonite, e esclarecer seu (s) mecanismo (s) de ativação. Inicialmente, observamos que a 

produção de IL-1β induzida por CCE é completamente dependente de NLRP3, e que esta via 

contribui para o desenvolvimento da peritonite, já que animais nocautes para ASC, Caspase-1 e 

NLRP3 apresentaram atenuação da perda de peso e menor score de abscessos, assim como 

previamente observado para animais IL-1RKO, quando comparados a animais selvagens. Na 

tentativa de elucidar o mecanismo de ativação, investigamos o papel do receptor purinérgico de 

ATP extracelular, o P2X7, uma vez que esta via é uma das principais ativadoras de NLRP3. 

Utilizando células de animais deficientes neste receptor, observamos que há uma dependência 

parcial de P2X7 na secreção de IL-1β por macrófagos e células dendríticas in vitro, embora a 

ausência deste receptor não tenha influenciado no desenvolvimento de peritonite in vivo. Em 

seguida, utilizando diversos inibidores farmacológicos, observamos que fagocitose, catepsina B 

lisossomal, efluxo de potássio e ROS mitocondrial são determinantes para a secreção de IL-1β 

induzida por CCE. Esses resultados sugeriram que um componente particulado desse conteúdo, 

como a fibra não digerível proveniente da dieta, estaria levando a ativação do inflamossomo e 

produção de IL-1β. Utilizando CCE obtido de animais alimentados com dietas apresentando 

diferentes teores de fibra, observamos que células estimuladas com o CCE rico em fibra (15%) 

apresentaram uma maior produção de IL-1β quando comparadas ao CCE controle (4,5%), e que 

esse aumento na produção é dependente de NLRP3. Por outro lado, a ausência de fibra na dieta 

reduz significativamente a produção de IL-1β, enquanto que a produção de TNF-α não é afetada. 
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Confirmando esses resultados, animais inoculados com B. fragilis e CCE rico em fibra 

apresentaram maior score de abscessos e maior porcentagem de perda de peso quando comparados 

aos animais inoculados com a bactéria na presença de CCE controle, mostrando a importância da 

fibra para o desenvolvimento da peritonite. Corroborando esses dados, observamos que fibra 

purificada induz a produção de IL-1β em macrófagos primados com LPS de forma dependente de 

NLRP3. Juntos, esses resultados sugerem que o inflamossomo NLRP3 é essencial para a secreção 

de IL-1β e consequente desenvolvimento da peritonite, possivelmente por ser ativado pela fibra 

não digerível proveniente da dieta. 

 

Palavras-chave: peritonite, Bacteroides fragilis, interleucina-1beta, inflamossomo, fibras na dieta. 
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Peritonitis is the inflammation of the peritoneal cavity caused by the leakage of intestinal content, 

through the rupture of physical barriers or by inflammatory intestinal diseases. When the intestinal 

content overflows, bacteria from microbiota, as Bacteroides fragilis and dietary products promote 

a severe inflammatory process, due to the host defense mechanisms acting against such damage. 

The main experimental model of murine peritonitis consists in the intraperitoneal inoculation of B. 

fragilis in combination with a potentializing agent, such as sterile cecal contente (SCC). Using this 

model, previous data from our group showed that IL-1 receptor- deficient mice exhibit a protective 

phenotype during the peritonitis. It was also observed, both in in vivo and in vitro experiments, that 

SCC alone, but not B. fragilis, induces IL-1β production. In fact, IL-1β is one of the main cytokines 

produced during peritonitis, and its secretion depends on  inflammasome activation. Therefore, the 

aim of this project was to evaluate the role of NLRP3 inflammasome in the production of IL-1β 

induced by SCC and peritonitis development, and identifying its activation mechanisms. Initially, 

we observed that the IL-1β production induced by SCC is completely dependent on NLRP3, and 

this pathway contributes to peritonitis development, since ASC, Caspase-1 and NLRP3 knockout 

mice show mitigation in weight loss and lower abscess scores, as previously observed for IL-1RKO. 

In attempt to investigate the NLRP3 activation mechanism, we analyzed the role of extracelullar 

ATP through signaling by purinergic receptor P2X7, since ATP is one the main activators of 

NLRP3. By utilizing cells from P2X7
-/- mice, we noticed that there is a partial requirement for P2X7 

in the IL-1β secretion by macrophages and dendritic cells, despite of normal peritonitis 

development in vivo. Then, by using various pharmacological inhibitors, we observed that 

phagocytosis, lysosomal cathepsin B, potassium efflux and mitochondrial ROS are relevant for IL-

1β secretion induced by SCC. These results suggest that a particulate component from SCC, as 

non-digestible fiber from diet, would lead to inflammasome activation and IL-1β production. By 

using SCC from mice fed on diets containing different fiber levels, we observed that cells 

stimulated by high fiber SCC (15%) show higher IL-1β production when compared to control SCC 

(4,5%), and this increase is completely dependent on NLRP3. On the other hand, the absence of 

fiber in the diet significantly reduces the IL-1β levels, while the TNF-α production is unaltered. 

According, inoculation of B. fragilis in combination with high fiber SCC induces higher abscess 

score and more prominent weight loss, revealing an essential role of dietary fiber to peritonitis 

development. Corroborating these data, we also observed that purified fiber induces IL-1β 

production by LPS-primed macrophages in a NLRP3-dependent manner. Together, these results 
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suggest that the NLRP3 inflammasome is essential to IL-1β secretion and consequent peritonits 

development, possibly because it is activated by non-digestible dietary fiber.. 

 

Keywords: peritonitis, Bacteroides fragilis, interleukin-1 beta, inflammasome, dietary fiber. 
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1.  INTRODUÇÃO 

1.1. Peritonite 

Peritonite é uma inflamação da cavidade peritoneal e do peritônio, uma membrana serosa 

estéril que protege as vísceras. Quando ocorre a invasão deste sítio por microrganismos, é iniciada 

uma resposta inflamatória intensa, que é o mecanismo principal de defesa do hospedeiro frente a 

infecções. Essa infecção causada na cavidade peritoneal pode desencadear diversas complicações, 

como o surgimento de abscessos intra-abdominais, que eventualmente podem evoluir para a sepse 

(Sartelli et al., 2012). A peritonite é uma condição grave, pois está associada a altas taxas de 

morbidade e mortalidade (cerca de 10% em pacientes jovens e saudáveis e cerca de 40 a 60% em 

pacientes idosos ou com doença subjacente significativa), e essas altas taxas estão presentes mesmo 

com o uso de antibioticoterapia (Sawyer et al., 2015). 

Para haver o estabelecimento de infecção na cavidade peritoneal, geralmente, é necessário 

que haja uma ruptura de barreiras físicas dos órgãos do trato gastrointestinal (TGI), como o 

intestino, levando ao extravasamento de seu conteúdo. Após essa ruptura, produtos da dieta e 

componentes da microbiota intestinal do hospedeiro alcançam sítios anteriormente estéreis do 

corpo. Este extravasamento pode acontecer em decorrência de diversos fatores, como por exemplo, 

infecções do TGI já estabelecidas, doenças inflamatórias intestinais, inflamações locais como 

diverticulite e apendicite e até durante a realização de exames ou intervenções médicas (Weledji e 

Ngowe, 2013). Como já foi supracitado, há a necessidade do extravasamento do conteúdo intestinal 

para o estabelecimento dessas infecções. Visto isso, pode-se afirmar que os principais 

microrganismos causadores das peritonites são provenientes da microbiota do TGI (Malangoni e 

Inui, 2006). 

O sucesso da infecção é possível pois existem diversos fatores bacterianos que contribuem 

para isso, como, por exemplo, a produção de toxinas, a presença de cápsula, resistência a 

antimicrobianos, entre outros. Por outro lado, fatores do hospedeiro que auxiliam no controle 

dessas infecções, irão ajudar a conter a disseminação bacteriana (Brook, 2008). Uma das respostas 

desenvolvidas pelo hospedeiro para a contenção da infecção é a formação de abscessos intra-

abdominais, os quais restringem as bactérias em seu interior, prevenindo a disseminação das 

mesmas para o sangue e impedindo o desenvolvimento de sepse, embora ainda haja a possibilidade 

da ruptura desses abscessos, resultando em infecções disseminadas. Geralmente, a composição dos 

abscessos é polimicrobiana, onde a maioria das bactérias presentes são Gram negativas e 
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anaeróbias facultativas (Rodrigues et al., 2005). Bactérias como Escherichia coli, Bacteroides 

fragilis, Proteus sp., Klebsiella sp., Clostridium sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 

aureus e enterococos são as mais comumente encontradas nesses abscessos em murinos (Levison 

e Bush, 1990; Walker e Condon, 1991; Zaleznik e Kasper, 2001; Carneiro et al., 2002; Rodrigues 

et al., 2005). 

Caso haja o desenvolvimento de abscessos na cavidade peritoneal, há a necessidade de 

remoção destes abscessos e tratamento com antibióticos, de modo que, quando não há uma terapia 

completa, a taxa de mortalidade pode chegar a 60% (Wexler, 2007). Em pacientes considerados 

como tendo infecção grave, a cirurgia é muitas vezes requerida para impedir o progresso da 

infecção, drenar o processo purulento localizado na cavidade e reestabelecer o fluxo sanguíneo 

para o local, a fim de haver a entrega de agentes antimicrobianos adequados, como fármacos, que 

irão agir de forma a eliminar os patógenos causadores da infecção. (Aldridge, 1995). 

 

1.2. Microbiota 

O corpo humano é colonizado, em diversos sistemas e órgãos, por bactérias que vivem de 

forma comensal com o organismo (Figura 1), sendo o TGI o sistema com a maior quantidade de 

microrganismos vivendo em simbiose. Cerca de 1014 bactérias de 500 espécies diferentes o 

colonizam, sendo que de todas essas bactérias, cerca de 90% pertencem a dois filos do domínio das 

bactérias: Firmicutes e Bacteroidetes (Lobo, Benjamim e Oliveira, 2016). 

O TGI começa a ser colonizado a partir do nascimento do indivíduo durante o parto, quando 

a microbiota da mãe é passada para o filho. Essa microbiota é modificada durante toda a vida do 

indivíduo por fatores externos como o tipo de alimentação, o uso de antibióticos, fatores ambientais 

e também por fatores internos, como os genéticos (Maslowski e Mackay, 2011). 

A importância da presença e da composição da microbiota intestinal para o organismo 

hospedeiro fica evidente quando animais germ-free, livres de qualquer microrganismo são 

estudados. Estes animais apresentam deficiências no desenvolvimento do sistema imunológico e 

de tecidos intestinais, carência em funções vasculares, nutricionais e endócrinas, e são mais 

susceptíveis a infecções do que animais normais ou previamente colonizados (Mazmanian, Round 

e Kasper, 2008). Espécies da microbiota expressam uma série de produtos, ou mesmo secretam 

metabólitos no microambiente, que contribuem para a manutenção da barreira intestinal e 

tolerância imunológica, como por exemplo o polissacarídeo A (PSA) presente na cápsula de B. 
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fragilis. Animais germ-free colonizados com B. fragilis expressando PSA, apresentam uma 

proteção contra a indução da colite experimental e outras patologias inflamatórias intestinais, assim 

como animais tratados com PSA purificado (Mazmanian, Round e Kasper, 2008). 

Diversos são os trabalhos que mostram a contribuição desta espécie para a manutenção da 

tolerância intestinal - a primeira evidência de que moléculas de bactérias simbióticas medeiam 

respostas anti-inflamatórias essenciais para o hospedeiro vieram de estudos com B. fragilis 

(Mazmanian et al., 2005). Como supracitado, B. fragilis expressando PSA protege animais contra 

a indução de colite experimental, através do requerimento de células TCD4+ produtoras de IL-10 

e a supressão da produção de IL-17 por células do intestino (Mazmanian, Round e Kasper, 2008) 

Além disso, a monocolonização de animais germ-free com B. fragilis induz o desenvolvimento de 

células T reguladoras Foxp3+ produtoras de IL-10 no cólon e aumenta a capacidade supressiva das 

mesmas através da sinalização intrínseca via TLR2 (Round et al., 2011; Round e Mazmanian, 

2010). 

Um importante produto metabolizado pela microbiota são os ácidos graxos de cadeia curta 

(AGCC), que são produzidos pela fermentação de polissacarídeos não digeríveis provenientes da 

dieta. Esses AGCC possuem efeitos anti-inflamatórios, imunomoduladores, anti tumorigênicos e 

antimicrobianos (Tan et al., 2014). Bactérias presentes na microbiota também são responsáveis por 

estimular determinadas células, como as células de Panneth, a produzirem peptídeos 

antimicrobianos que irão prevenir a colonização por patógenos (Hooper et al., 2003). 

 

 
Figura 1. Regiões do corpo humano colonizadas por bactérias e quantidade de bactérias em diferentes sítios 

do TGI. Adaptado de Vyas e Ranganathan, 2012. 
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1.3. Gênero Bacteroides 

Como dito no tópico anterior, o organismo é colonizado por uma grande quantidade de 

microrganismos, sendo que a maior parte dessas bactérias está localizada no cólon, onde a maioria 

é de anaeróbios e cerca de 25% pertencem ao gênero Bacteroides, membros do filo Bacteroidetes. 

Esse gênero é um dos simbiontes mais predominantes no cólon, sendo constituído por cerca de 20 

espécies distintas (Wexler, 2007) sendo em torno de 8 presentes nesse sítio. 

As bactérias que compõem esse gênero possuem forma bacilar, são Gram negativas, 

anaeróbios estritos, bile resistentes, não esporuladoras, produzem cápsula e fazem parte da 

microbiota humana (Willis, 1991). Como mencionado, elas vivem de forma comensal quando 

contidas dentro do intestino, desempenhando papéis importantes para a fisiologia do hospedeiro 

como, por exemplo, a tolerância intestinal. Por outro lado, essas bactérias possuem potencial 

patogênico quando escapam para sítios estéreis do corpo, causando infecções extra-intestinais 

como peritonite (Lobo et al., 2013). Dentre as espécies desse gênero mais comumente isoladas em 

casos clínicos, pode-se destacar B. fragilis (Wexler, 2007). 

 

1.4. Espécie Bacteroides fragilis e a fisiopatologia dos abscessos 

No grupo de bactérias pertencentes ao gênero Bacteroides, a espécie B. fragilis tem a maior 

importância dentro da clínica por ser uma das bactérias anaeróbias mais comumente isoladas em 

casos de processos infecciosos extraintestinais de origem endógena, embora represente menos de 

1% do gênero Bacteroides presente na microbiota do cólon (Giamarellou, 2000).  

Quando há uma ruptura das barreiras intestinais e consequente extravasamento do conteúdo 

intestinal, B. fragilis escapa para a cavidade peritoneal e pode vir a estabelecer uma infecção. A 

bactéria precisa, portanto, expressar diversos fatores de virulência para conseguir aderir, colonizar 

e se multiplicar. Aliando esses mecanismos e a resposta do hospedeiro contra essa infecção, 

normalmente ocorre a formação de abscessos, que é uma das principais respostas do organismo à 

infecção por B. fragilis (Gibson et al., 1998; Troy et al., 2010). 

Fatores de virulência de B. fragilis como a capacidade de expressar um complexo 

polissacarídico capsular (CPC), aderência microbiana, produção de proteases, neuraminidases ou 

enterotoxina em algumas cepas, expressão de LPS, inibição da fagocitose, aquisição de ferro e a 

resistência ao estresse oxidativo desempenham um papel importante durante a patogenicidade 

dessa bactéria (Smith et al. 2006). Quando B. fragilis alcança sítios estéreis extra intestinais, 
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primeiramente ela se fixa através de fímbrias, pili e/ou adesinas. Essa adesão permite estabelecer 

uma infecção no organismo e também permite a evasão do sistema imune (Finlay e Falkow, 1997; 

Pauer et al., 2013). Além desses, outro fator de virulência se destaca como um dos mais importantes, 

o CPC (Kalka-Moll et al., 2001). 

Componentes do CPC, principalmente o PSA (Figura 2), embora contribuam para a 

tolerância imunológica intestinal durante a simbiose, também participam do estabelecimento da 

peritonite, permitindo a ligação da bactéria ao epitélio e levando à ativação de mecanismos do 

sistema imunológico, que fomentam o desenvolvimento de abscessos. Esse complexo é constituído 

estruturalmente por oito PSs diferentes, nomeados de PSA a PSH (Krinos et al, 2001). Uma 

característica relevante dos polissacarídeos que compõem a capsula bacteriana de B. fragilis é que 

eles têm propriedade zwitterionica, ou seja, há uma alternância de cargas negativas e positivas em 

sua estrutura (Wexler, 2007). A cápsula também tem papel importante na proteção da bactéria 

contra a fagocitose por células do sistema imune, como PMNs e macrófagos, resultando em evasão 

do sistema imune do hospedeiro (Pumbwe, Skilbeck e Wexler, 2006; Duan, Avci e Kasper, 2008). 

 

 

Figura 2. Estrutura do PSA de B. fragilis. Adaptado de Mazmanian e Kasper, 2006. 

 

Outro fator de virulência de B. fragilis é a presença de lipopolissacarídeo (LPS) (Figura 3), 

que é um glicolipídeo que está presente majoritariamente na porção externa da membrana de 

bactérias Gram negativas e desempenha um papel importante na patogênese de muitos 

microrganismos (Whitfield e Trent, 2014). No entanto, B. fragilis expressa um LPS atípico, sendo 

até mil vezes menos tóxico do que o LPS expresso por E. coli, por exemplo. 
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Figura 3. Membrana externa de uma bactéria Gram negativa e representação da estrutura do LPS. Adaptado 

de Maldonado et al., 2016. ME – Membrana externa; PME – Proteínas de membrana externa 

 

Algumas cepas de B. fragilis, além de possuírem cápsula e LPS em sua membrana, têm a 

capacidade de produzir uma enterotoxina conhecida como BFT, uma metaloprotease dependente 

de zinco (Sears et al., 2014). Artigos da literatura demonstraram em experimentos in vitro que essa 

toxina aumenta a permeabilidade da barreira de células epiteliais do cólon, levando a episódios de 

diarreia, bem como à inflamação do cólon e à carcinogênese (Obiso et al., 1995; Chambers et al., 

1997; Rabizadeh et al., 2007; Rhee et al., 2009; Grivennikov et al., 2012). Esse aumento da 

permeabilidade está correlacionado com a capacidade da BFT de clivar a proteína de adesão célula-

célula, E-caderina, via um receptor ainda não descrito (Wu et al., 1998, 2007). 

Outra característica de B. fragilis importante para a sua virulência e resistência em meios 

extra intestinais é a aerotolerância, já que entre as bactérias anaeróbias, o B. fragilis é uma das 

espécies que mais resiste ao oxigênio, podendo sobreviver cerca de 3 dias na presença de níveis 

atmosféricos do gás. Esse fator se demonstra importante durante o curso da infecção peritoneal 

causada por essa bactéria, visto que a mesma sai de um ambiente mais reduzido, como o cólon, e 

passa a habitar ambientes mais oxidados como a cavidade peritoneal (Ndamukong et al., 2013). 

Vários modelos experimentais de desenvolvimento de abscessos induzido por B. fragilis 

vêm sendo utilizados por diferentes grupos, embora o adotado neste projeto seja o modelo de 

peritonite monomicrobiana mais amplamente abordado e melhor descrito na literatura. Esse 

modelo consiste no inóculo intraperitoneal (ip.) de B. fragilis em combinação com um agente 

potencializador que possua propriedades adjuvantes, como o conteúdo cecal estéril (CCE), o que 

provoca uma forte resposta inflamatória e contribui para o desenvolvimento de abscessos (Nulsen 

et al., 1983; Gibson, Tzianabos e Onderdonk, 1996; Finlay-Jones et al., 1999). A utilização do 

CCE mimetiza a situação em que há o extravasamento do conteúdo intestinal, principalmente do 

cólon, levando para esta cavidade produtos da microbiota e da dieta (Finlay-Jones et al., 1991).  

Abscessos são compostos por células mortas, tanto de microrganismos como do tecido 

original, neutrófilos e macrófagos confinados em uma rede de fibrina (Garcia-Sanchez et al., 2013). 
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O seu desenvolvimento ocorre a partir de uma resposta inicialmente benéfica do hospedeiro, pois 

auxilia a localizar e conter a bactéria, prevenindo o desenvolvimento da sepse (Rodrigues et al., 

2005). B. fragilis encapsulado, ao causar um processo infeccioso, se liga ao mesotélio e passa a ser 

mais resistente aos mecanismos de defesa inatos do hospedeiro. Células mesoteliais e macrófagos 

residentes do peritônio respondem à infecção através da produção de diversas citocinas, como 

TNF-α, IL-6 e IL-1β, e quimiocinas, como IL-8, levando ao recrutamento e acúmulo de mais 

células no local da infecção, como neutrófilos e monócitos (Gibson et al., 1998; Wang et al., 2006; 

Alhawi et al., 2009). Além de células da imunidade inata, linfócitos T também são importantes 

para a resposta que leva ao desenvolvimento de abscessos intra-abdominais (Shapiro et al., 1986). 

Quando há ativação de linfócitos T pelo PSA através de APCs, estes produzem citocinas como IL-

17, IFN-γ e TNF-α, além de produzirem também quimiocinas responsáveis pelo recrutamento 

celular, como neutrófilos, contribuindo para a formação de abscessos (Wang et al., 2006; Surana e 

Kasper, 2012). Trabalhos na literatura mostram que tanto células Th1 como Th17 participam da 

fisiopatologia da formação de abscessos. 

Além de estimular a produção de citocinas e quimiocinas, a ligação do B. fragilis ao 

mesotélio, também estimula o mesotélio a expressar moléculas de adesão, como ICAM-1, que irão 

contribuir para a migração de neutrófilos para a cavidade peritoneal (Gibson et al., 1998). Esse 

recrutamento de células, especialmente de neutrófilos e sua consequente adesão ao mesotélio, são 

os primeiros passos para a formação de abscessos intra-abdominais (Tzianabos e Kasper, 2002) 

(Figura 4). 
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Figura 4. Modelo de formação de abscessos intra-abdominais induzido por B. fragilis. Adaptado de Tzianabos e 

Kasper, 2002. 

 

Dentre as citocinas proinflamatórias produzidas no local da infecção que contribuem para 

o desenvolvimento da peritonite, destaca-se a IL-1β. Esta citocina tem efeitos locais e sistêmicos 

em várias células e tecidos, como ativação do endotélio e aumento da permeabilidade vascular, 

auxiliando no recrutamento de células para o sítio da infecção (Garlanda, Dinarello e Mantovani, 

2013). Nos últimos anos, nosso grupo vem se dedicando a estudar a participação deste mediador 

inflamatório no modelo de peritonite induzida por B. fragilis, que, devido a sua importância para 

este projeto, será abordado mais extensamente no próximo tópico. 

 

1.5. IL-1β e inflamossomos 

A IL-1β é produzida por diversos tipos celulares e já foi descrita como tendo várias funções 

no organismo. Essa citocina é produzida em resposta a infecções e danos teciduais estéreis, sendo 

a principal causadora de inflamações agudas e crônicas (Dinarello, 1998). Quando é secretada em 

baixas concentrações, atua localmente recrutando células para o local da infecção. A IL-1β, assim 

como o TNF-α, é secretada por macrófagos quando estimulados por indutores de resposta 

inflamatória, e leva a ativação de células endoteliais das vênulas que modulam a expressão de 

ligantes para integrinas e quimiocinas. Essas integrinas irão mediar a adesão de neutrófilos, 

enquanto as quimiocinas ativam e estimulam a migração dessas células para o foco inflamatório. 
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Além de neutrófilos, monócitos e linfócitos T ativados usam esses mesmo mecanismos para migrar 

para os locais da inflamação (Mesquita Júnior et al., 2008).  

Quando secretada em grandes quantidades, a IL-1β ganha a corrente sanguínea e atua 

sistemicamente, alterando a regulação da temperatura corporal, causando febre. Além disso, essa 

citocina serve como mediador de diversos efeitos durante a inflamação, como hipotensão e 

liberação de adrenocorticotróficos (Johnston, Rahman e Mcfadden, 2007).  

Geralmente, as proteínas que são produzidas no citoplasma e posteriormente secretadas 

pelas células possuem uma sequência de aminoácidos que funcionam como sinal de endereçamento 

que as conduzem a determinadas estruturas celulares, como o retículo endoplasmático (RE). A 

partir do lúmen do RE, essas proteínas são direcionadas ao complexo de Golgi. Posteriormente, as 

proteínas presentes no Golgi são armazenadas em vesículas que vão até a membrana celular e lá se 

fundem com a mesma, liberando as proteínas para o meio extracelular. Essa é a via clássica de 

secreção de proteínas (Alberts et al., 2010). Já as proteínas membros da família da IL-1 não 

possuem a sinalização desses peptídeos, de forma que não são exportadas para o meio extracelular 

pela via clássica. Algumas interleucinas dessa família possuem resíduos de aminoácidos na porção 

N-terminal, como por exemplo, a IL-1β e a IL-18, e através dessa porção são reconhecidas por 

enzimas proteolíticas que irão proceder com sua clivagem para sua consequente liberação da célula. 

Na pró-IL-1β e na pro-IL-18, esses resíduos de aminoácidos são clivados pela enzima caspase-1, 

gerando a citocina madura que é então secretada pela célula (Smith, 2011). Sendo assim, o 

processamento da IL-1β e da IL-18 é muito bem regulado a níveis pós transcricionais. Para que 

haja ativação de caspase-1 e processamento das formas imaturas destas citocinas, há a necessidade 

da ativação dos inflamossomos, que são complexos multiproteicos citoplasmáticos que sustentam 

a ativação desta caspase inflamatória (Martinon, Burns e Tschopp, 2002; Schroder e Tschopp, 2010; 

Davis, Wen e Ting, 2011).  

Os inflamossomos são formados através da oligomerização de seus componentes no 

citoplasma, após estímulo por padrões moleculares associados a microrganismos (MAMPs), 

padrões moleculares associados a dano (DAMPs), como adenosina trifosfato (ATP), ou ainda 

substâncias exógenas, como alum ou sílica. Esses complexos são geralmente formados por três 

subunidades: um receptor, que comumente pertence a família NLR, uma proteína adaptadora ASC, 

cujo requerimento depende do inflamossomo em questão, e a enzima inativa pro-caspase-1. 

Quando há a oligomerização desse complexo, acontece uma auto clivagem da pro-caspase-1, que 
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a torna ativa e capaz de realizar a clivagem proteolítica das formas imaturas pró-IL-1β e pró-IL-18, 

gerando as citocinas maduras IL-1β e IL-18, que são então secretadas da célula (Martinon, Burns 

e Tschopp, 2002). 

Sendo assim, a secreção da IL-1β, assim como da IL-18, requer duas etapas de ativação 

celular. Inicialmente há a necessidade de um priming ou primeiro sinal na célula, que vai levar a 

ativação de NF-κB, levando à transcrição de genes como o da pro-IL-1β. Essa sinalização acontece 

via receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), principalmente via Toll like receptors (TLRs), 

porém também pode acontecer via receptores de citocinas, como TNFR e IL-1R (Schroder e 

Tschopp, 2010). Estudos in vitro mostram a dependência desse priming para a ativação do NF-κB, 

e muitos trabalhos utilizam o LPS, que é um ligante de TLR4, como indutor desse primeiro sinal 

(Park et al., 2015).  

Já o segundo sinal para ativação celular leva à oligomerização do inflamossomo que, por 

sua vez, irá levar a ativação da caspase-1 e clivagem das formas imaturas das citocinas em suas 

formas maduras (Schroder e Tschopp, 2010). Essa oligomerização se dá pela interação de domínios 

semelhantes entre as proteínas, formando uma estrutura multiproteica que irá servir como 

plataforma para a ação enzimática da caspase-1. Receptores como o NLRP1, NLRP3 e o NLRC4 

começam a se oligomerizar através da interação entre domínios NACHT-NACHT e recrutam a 

pró-caspase-1 através de ligações CARD-CARD (como para NLRC4), ou via a proteína adaptadora 

ASC, que fará ligações com o receptor através do domínio PYD, como no caso do inflamossomo 

NLRP3 (Von Moltke et al.,2013) (Figura 5). Esse segundo sinal que vai levar à oligomerização 

dos inflamossomos pode ser proveniente de diversos estímulos, como a flagelina, que é um ativador 

conhecido de NLRC4 (Franchi et al., 2006) e a toxina letal de Bacillus anthracis, que é ativador 

de NLRP1 (Boyden e Dietrich, 2006). Já os ativadores de NLRP3 serão discutidos mais 

extensamente ao longo do texto, devido a sua importância para o trabalho. 
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Figura 5. Interações proteicas nos inflamossomos. Adaptado de Stehlik e Dorfleutner, 2007. 

 

A primeira caspase a ser descoberta foi a caspase-1, mas os mecanismos que levam à sua 

ativação só foram descritos recentemente. Quando há a ativação do inflamossomo e consequente 

ativação de caspases inflamatórias, além da secreção de IL-1β, pode ocorrer também um processo 

de morte celular, conhecido como piroptose. A piroptose, que é a morte da célula associada ao 

processo inflamatório, pode ser dependente de caspase-1 ou caspase-11, e se caracteriza pela 

formação de poros na membrana e consequente liberação do conteúdo citoplasmático (Riteau, 

Gombault e Couillin, 2016).  

Resultados ainda não publicados do nosso grupo (Castelpoggi, J.P., tese de doutorado, 

IBCCF, 2016 – manuscrito em preparação) mostraram que, utilizando o modelo de peritonite 

induzido pela combinação de B. fragilis e CCE, a sinalização via receptor de IL-1 é essencial ao 

desenvolvimento de peritonite, já que animais IL-1R-/- apresentam perda de peso atenuada e menor 

score de abscessos, quando comparados a animais selvagens (Figura 6). Apesar disso, quando 

analisados até 120 dias após a infecção, estes animais se comportaram de forma semelhante a 

camundongos selvagens, não apresentando disseminação sistêmica da bactéria, mortalidade ou 

qualquer parâmetro de evolução da doença (Castelpoggi, J.P., tese de doutorado, IBCCF, 2016). 

Isto sugere que a redução no desenvolvimento de abscessos na ausência da sinalização pelo 

receptor IL-1R não impacta na resistência e no controle da infecção pelo hospsdeiro. 
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Figura 6. Ausência de IL-1R protege os camundongos da peritonite induzida por B. fragilis e CCE. 

Camundongos C57BL/6 e Il-1r-/- foram inoculados i.p. com B. fragilis na presença de CCE (v/v). Em (A) o 

monitoramento do peso corporal foi realizado ao longo de 7 dias Os dados são representativos de 3 experimentos 

independentes. Os resultados são apresentados como média ± desvio padrão de pelo menos 5 camundongos por grupo. 

A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. # #p<0,01 em comparação com 

camundongos WT. (B) Score de abscesso foi determinado no dia 7 após a infecção utilizando o número e tamanho de 

abscesso como parâmetros. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes. Cada símbolo representa 

um animal. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. # # #p<0,001 em 

comparação com camundongos WT. 

Além de mostrar que a sinalização via citocina IL-1β é importante para o desenvolvimento 

de peritonite, também foi demonstrado que o CCE, mas não B. fragilis, é capaz de induzir a 

secreção de IL-1β in vivo no lavado peritoneal (Figura 7) e em cultura de macrófagos e células 

dendríticas in vitro (Figuras 8 e 9). 
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Figura 7. CCE, mas não B. fragilis, induz in vivo a secreção de IL-1β. Camundongos C57BL/6 foram inoculados 

i.p com PBS (200 μL), B. fragilis (1 x 108 UFC), CCE (100 uL) ou a combinação de B. fragilis com CCE (v/v). Após 

4 h (A) ou 24 h (B), o lavado peritoneal foi obtido para quantificação de IL-1β por ELISA. Os dados são representativos 

de 2 experimentos independentes; os resultados são expressos como média ± desvio padrão de pelo menos 4 

camundongos por grupo. A significância foi calculada utilizando teste t-Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 

quando comparado com o controle. #p<0,05; # #p<0,01; # # #p<0,001 em comparação com B. fragilis sozinho. 

 

 
Figura 8. CCE, mas não B. fragilis, induz a secreção de IL-1β in vitro por macrófagos. Macrófagos derivados de 

medula óssea (BMDM) obtidos a partir de camundongos C57BL/6 foram estimulados com LPS (500 ng/mL) ou com 

B. fragilis (MOI: 50) durante 6 horas a 37ºC. Nos últimos 30 min de incubação, ATP (5 mM) foi adicionado quando 

indicado, e os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β por ELISA. Os dados são representativos 

de 4 experimentos independentes; os dados são expressos como média ± desvio padrão. A significância foi calculada 

utilizando-se teste t-Student. ***p<0,001 quando comparado com o meio; # # #p<0,001 em comparação com B. fragilis 

sozinho. Em paralelo, foi realizada a análise por Western blotting da pró-IL1β (p35) em lisados celulares e a forma 

bioativa (p17) de IL-1β no sobrenadantes (SN) de macrófagos estimulados. 
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Figura 9. CCE induz a secreção de IL-1β por macrófagos e células dendríticas in vitro de maneira dose 

dependente. (A) Macrófagos (BMDM) e (B) células dendríticas derivadas de medula óssea (BMDC) obtidos a partir 

de camundongos C57BL/6 foram estimulados com CCE (% v/v) durante 6 horas a 37ºC. Os sobrenadantes foram 

recolhidos para quantificação de IL-1β por ELISA (painéis à esquerda). Os dados são representativos de 4 

experimentos independentes; os dados são expressos como média ± desvio padrão. A significância foi calculada 

utilizando-se teste t-Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o meio. Em paralelo, foi 

realizada a análise por Western blotting da pró-IL 1β (p35) em lisados celulares e a forma bioativa (p17) de IL-1β no 

sobrenadantes (SN) de células estimuladas (painéis à direita).  
 

Apesar de termos caracterizado que o CCE é o responsável pela secreção de IL-1β neste 

modelo, a participação de inflamossomos e, principalmente, qual inflamossomo está envolvido 

bem como seu mecanismo de ativação são questões que permanecem em aberto. De todos os 
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inflamossomos já descritos, o melhor estudado até o momento é o NLRP3, que devido à 

importância para este estudo será mais amplamente abordado a seguir. 

 

1.6. Inflamossomo NLRP3 

 O inflamossomo NLRP3, composto pelo receptor NLRP3, pela proteína adaptadora ASC e 

pela pro-caspase-1, é o mais bem estudado e com a maior variedade de ativadores já descritos. 

Dentre os ativadores de NLRP3 já descritos na literatura, tem-se MAMPs como toxinas bacterianas, 

DAMPs como ATP, ácido hialurônico, proteína β amiloide, níveis elevados de glicose, cristais de 

colesterol e de ácido úrico, bem como produtos do ambiente, como sílica e asbestos (Kono e Rock, 

2008; Schroder e Tschopp, 2010; Franchi, Munoz-Planillo e Nunez, 2012; Henao-Mejia et al., 

2012). Além destes, um adjuvante muito comum usado em vacinas, o hidróxido de alumínio (ou 

alum), também já se mostrou capaz de ativar NLRP3, embora não se saiba muito sobre a 

importância dessa via para a sua propriedade adjuvante (Li, Nookala e Re, 2007; Eisenbarth et al., 

2008; Franchi e Nunez, 2008; Kool et al., 2008) (Figura 10). 

 

    
Figura 10. Ativadores de NLRP3. Adaptado de Elinav, Henao-Mejia e Flavell, 2012. 

  

 Embora se tenha esta vasta lista de ativadores de NLRP3, ainda não estão bem descritos 

quais os mecanismos moleculares que levam a essa ativação. Existem discussões no meio científico 

acerca de modelos não excludentes já propostos que levam a ativação do inflamossomo NLRP3, 

embora todos assumam que nenhum ativador já descrito interaja diretamente com o receptor em 

questão. 
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 Na literatura encontramos alguns mecanismos distintos propostos para a ativação de 

NLRP3 (Figura 11), dos quais os principais são: 

1. Indução de efluxo celular de potássio através da abertura de poros na membrana. 

Altas concentrações de ATP extracelular, sinalizando via o receptor purinérgico P2X7, ou toxinas 

bacterianas, levam à formação de poros na membrana plasmática da célula. Por esses poros há o 

efluxo de K+, que desencadeia a despolarização da membrana e aumento do volume celular, e isso 

pode levar a oligomerização do inflamossomo e consequente produção de IL-1β (Petrilli et al., 

2007). Essa é uma via comum desencadeada por diversos ativadores já descritos, caracterizando 

ser um mecanismo importante para a ativação do inflamossomo NLRP3 (Muñoz-Planillo et al., 

2013). 

2. Indução de ROS. Já é sabido que a mitocôndria é uma das responsáveis pela produção de 

ROS nas células (Handy e Loscalzo, 2012) e alguns estudos mostraram que o ROS mitocondrial, 

principalmente, leva a ativação do inflamossomo NLRP3 (Heid et al., 2013). Por outro lado, há 

observações na literatura que mostram que quando há liberação de DNA proveniente de dano 

mitocondrial, esse mDNA também é capaz de ativar o inflamossomo (Shimada et al., 2012). 

Mesmo com todos os estudos apontando a importância do ROS mitocondrial na ativação de NLRP3, 

existem outros estímulos que levam a produção de ROS independente de mitocôndria e que este 

também pode levar a ativação deste inflamossomo, mostrando que ainda há a necessidade de 

esclarecer como o ROS regula a ativação de NLRP3 (Jo et al., 2016). 

3. Desestabilização lisossomal e liberação de catepsinas no citoplasma celular. 

Substâncias particuladas exógenas, como sílica ou alum, ou endógenas, como cristais de ácido 

úrico e de colesterol, são fagocitadas pelas células, especialmente macrófagos. Já dentro da célula, 

há a fusão entre o fagossomo e o lisossomo, formando o fagolisossomo. Tais substâncias 

particuladas, presentes no interior desse fagolisossomo, causam desestabilização da membrana do 

mesmo, levando a sua ruptura e liberação de catepsinas lisossomais, que antes estavam 

compartimentalizadas, para o citoplasma, em um processo chamado “fagocitose frustrada”. Dentre 

essas, a catepsina B, uma protease que pode levar a ativação do inflamossomo NLRP3 (Schroder 

e Tschopp, 2010). 

Como falado anteriormente, esses três mecanismos são os principais já propostos que levam 

à ativação do inflamossomo NLRP3, embora existam outros como o influxo celular de cálcio, 

TXNIP e a sinalização do ADP via seu receptor. No que diz respeito ao influxo de cálcio, Yaron e 
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colaboradores demonstraram que células primadas com LPS e estimuladas com ATP sinalizando 

via o seu receptor P2X7 tem o efluxo de potássio induzido e isso resulta em um influxo de cálcio. 

Tal influxo de cálcio leva à geração de ROS pela mitocôndria da célula, resultando na ativação do 

inflamossomo e produção de IL-1β (Yaron et al., 2015). 

Quanto ao papel da thioredoxin interacting protein (TXNIP), Zhou e colaboradores 

mostraram que essa proteína é capaz de se ligar de forma específica ao NLRP3, uma vez que esta 

proteína não se liga a nenhum outro membro da família NLR ou a proteínas que contenham LRRs. 

Além disso, esse grupo demonstrou que a TXNIP, presente em células em repouso, estão ligadas a 

TRX, não estando disponível para a ligação com NLRP3. Após estímulo que leve o aumento da 

produção de ROS na célula, TXNIP é separada da TRX oxidada, ficando assim disponível para se 

ligar a NLRP3. Outros resultados demonstraram que macrófagos deficientes em TXNIP, quando 

estimulados com conhecidos ativadores do inflamossomo NLRP3, não apresentam produção de 

IL-1β. Esses resultando então, mostram a importância dessa proteína para a ativação de NLRP3 

(Zhou et al., 2010). 

E o último mecanismo citado é a sinalização do ADP via receptor P2YR. Células 

autofágicas liberam ATP no meio extracelular, a sinalização do ATP via seu receptor P2X7, em 

conjunto com o efluxo de potássio, são mecanismos requeridos para a ativação de NLRP3. A partir 

do momento em que estas células liberam o ATP para o meio extracelular, este ATP pode ser 

degradado a ADP, AMP ou adenosina. Esses metabólitos de ATP podem sinalizar através de outros 

receptores purinérgicos e, em particular, ATP via P2X7 e ADP via P2Y. Sinalização purinérgica e 

efluxo de potássio resultam na oligomerização do inflamossomo, com ativação de caspase-1 e 

produção de citocinas como a IL-1β (Gombault, Baron e Coullin, 2013).  
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Figura 11. Principais hipóteses para a ativação do inflamossomo NLRP3. Adaptado de Jo et al., 2016. 

 

Em conjunto, todos as informações relatadas aqui mostram que a IL-1β é uma importante 

citocina envolvida em diversos processos inflamatórios. Visto que essa citocina requer a ativação 

do inflamossomo, o presente trabalho visa elucidar qual inflamossomo está envolvido na produção 

de IL-1β induzida por CCE no nosso modelo, bem como desvendar os mecanismos de ativação 

desse inflamossomo. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Resultados prévios do nosso grupo ainda não publicados mostraram que, utilizando modelo 

murino de peritonite induzida por CCE e B. fragilis, a sinalização da citocina IL-1β é essencial 

para a resposta inflamatória e consequente desenvolvimento de abscessos e manifestação da doença, 

embora não tenha se mostrado fundamental para o controle da infecção e resistência do hospedeiro. 

Esse modelo de indução da peritonite foi descrito em 1979 por Onderdonk e colaboradores e se 

tornou importante, pois mimetiza o quadro clínico da doença, porém quando associada a um único 

microrganismo. Sendo assim, nos permite estudar a importância da espécie B. fragilis e do CCE 

durante o curso da infecção, já que, neste modelo de peritonite monomicrobiana, damos destaque 

a uma das bactérias mais comumente isoladas em casos clínicos de peritonite. O CCE, por outro 

lado, ajuda a mimetizar o extravasamento do conteúdo intestinal, incluindo produtos da dieta, para 

a cavidade, levando ao desenvolvimento da peritonite em conjunto com a bactéria. Observamos 

também que o CCE, por si só, leva a produção de IL-1β tanto em experimentos in vivo, onde 

avaliamos a produção desta citocina no lavado peritoneal de camundongos em diferentes tempos 

após a inoculação, como in vitro, em culturas de macrófagos e células dendríticas. Por outro lado, 

o B. fragilis isoladamente não apresentou este efeito, o que pode ser justificado pela sua natureza 

simbionte. Para que haja a produção de IL-1β, são requeridos dois sinais: um priming que leva a 

produção da pro-IL-1, e um segundo sinal que leva a oligomerização e ativação de inflamossomos, 

que por sua vez levam a ativação de caspase-1, que irá clivar a pro-IL-1 em sua forma madura IL-

1β. O segundo sinal geralmente é fornecido por moléculas associadas a dano ou estresse celular, o 

que indicaria um sinal de perigo e a necessidade de produção de IL-1β. Isto justificaria a 

incapacidade do B. fragilis, como componente da microbiota intestinal, de induzir a produção desta 

citocina.  

Uma vez que a IL-1β é produzida em resposta ao CCE e se mostrou essencial para o 

desenvolvimento de peritonite, e que a ativação de inflamossomos é um passo fundamental para a 

produção desta citocina, esse trabalho visou caracterizar o papel do inflamossomo NLRP3 na 

produção de IL-1β induzida por CCE e sua participação no desenvolvimento de peritonite. Além 

disso, pretendemos desvendar o (s) mecanismo (s) ou via (s) que leve (em) a ativação desse 

inflamossomo no nosso modelo, procurando identificar o componente do CCE responsável por 

essa ativação. O inflamossomo composto pelo receptor NLRP3 é o melhor estudado e com maior 
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variedade de ativadores descritos até o momento, e por este motivo foi o inflamossomo de escolha 

para focarmos nesse projeto. 

 

3. OBJETIVOS 

O objetivo principal desse projeto foi investigar a participação do inflamossomo NLRP3 na 

produção da citocina IL-1β induzida por CCE e no desenvolvimento de peritonite induzida pela 

bactéria Bacteroides fragilis em combinação com CCE. Além disso, pretendemos avaliar o 

mecanismo de ativação do inflamossomo neste modelo, buscando identificar a (s) molécula (s) 

responsável (is) por essa ativação. 

 

Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos específicos: 

1. Avaliar o papel do receptor NLRP3 in vitro na produção de IL-1β induzida por CCE em 

culturas de macrófagos e células dendríticas murinas; 

2. Investigar a participação de NLRP3 in vivo no desenvolvimento de peritonite 

experimental induzida por B. fragilis e CCE; 

3. Sendo o ATP um dos principais ativadores de NLRP3, avaliar o papel do receptor 

purinérgico P2X7 na secreção de IL-1β induzida por CCE in vitro e na peritonite induzida por B. 

fragilis + CCE in vivo; 

4. Esclarecer o (s) mecanismo (s) de ativação do inflamossomo NLRP3 por CCE através da 

utilização de diversos inibidores; 

5. Uma vez estabelecido o mecanismo que leva a ativação do inflamossomo, estudar a 

participação da fibra particulada proveniente da dieta na produção de IL-1β por CCE in vitro; 

6. Avaliar a importância da fibra da dieta no desenvolvimento da peritonite in vivo; 

7. Em paralelo à produção de IL-1β, avaliar a capacidade do CCE de induzir piroptose em 

macrófagos in vitro, através da liberação de lactato desidrogenase (LDH), procurando estabelecer 

a via e o mecanismo desta resposta; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Cepa bacteriana e condições de cultivo 

A cepa bacteriana de B. fragilis  utilizada foi a 638R (Privitera, Sebald e Fayolle, 1979). 

Esta cepa é um isolado clínico e foi gentilmente cedida pelo Dr. Edson Ribeiro Rocha, East 

Carolina University Brody School of Medicine, Greenville, NC, EUA, através da colaboração com 

o Laboratório de Biologia de Anaeróbios (IMPG, UFRJ). A cepa foi reativada em caldo Brain 

Heart Infusion pré-reduzido e esterilizado anaerobicamente (PRAS), suplementado com 

menadiona (10 g/mL – Sigma) e hemina (0,5 mg/mL – Sigma) sob fluxo de CO2, e incubado em 

estufa a 37°C por 18 h (Jousimies-Somer et al., 2002). Com o auxílio da alça bacteriológica de 

platina, o cultivo foi semeado em meio de Ágar Sangue Suplementado (ASS) com menadiona (10 

g/mL) e hemina (0,5 mg/mL) e também em meio Bacteroides Bile Esculina (BBE), com o 

objetivo de verificar a pureza da cepa. A incubação foi realizada em câmara de anaerobiose como 

previamente descrito (Jousimies-Somer et al., 2002) na presença de rifampicina (20 g/mL), já que 

a cepa apresenta resistência intrínseca a essa droga. Para a infecção com B. fragilis, uma 

multiplicidade de infecção (MOI) de 50 foi utilizada para todos os experimentos, como descrito 

nas legendas das figuras.  

 

4.2. Animais 

Foram utilizados camundongos machos de aproximadamente 8 semanas, mantidos em 

microisoladores estéreis, com livre acesso a água e ração, com ciclo diurno e noturno de 12 horas, 

temperatura e umidade controladas provenientes do Laboratório de animais transgênicos (LAT-

BIORIO). Foram utilizadas as linhagens C57BL/6 (WT) e camundongos deficientes em NLRP3, 

ASC ou caspase-1/11, cedidos pelo Dr. Dario Zamboni (FMRP, SP), e deficientes na caspase-11 

ou no receptor purinérgico P2X7, cedidos pelo Dr. Robson Coutinho (IBCCFº, UFRJ). Todos os 

experimentos seguiram as orientações do Comitê de Ética Institucional e este projeto foi aprovado 

pelo CEUA (Comitê de Ética no uso de Animais do Centro de Ciências da Saúde da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil) sob inscrição IBCCF 132. 
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4.3. Dietas fornecidas aos animais 

As dietas com diferentes teores de fibras utilizadas foram: alto teor de fibra (15%) – Dieta 

HF (SF11-029), zero teor de fibra (0%) – Dieta ZF (SF11-028) e quantidades normais de fibra (5%) 

– Dieta Ctr (AIN93G) adquiridas de empresas especializadas, Glenn Floresta, Austrália.  

 

Ingrediente Gramas/Kg da dieta 

Amido de milho cozido 529,49 

Caseína 200,00 

Sucrose 100,00 

Gordura 70,00 

Fibra (celulose) 50,00 

Minerais 35,00 

Vitaminas 10,00 

L-cisteína 3,00 

Bitartrato de colina 2,50 

Total 1.000,00 

Tabela 1. Composição da dieta controle fornecida aos camundongos 

 

4.4. Preparo do conteúdo cecal estéril (CCE) 

Como doadores de CCE, foram utilizados camundongos C57BL/6 machos entre 8 e 12 

semanas de idade, mantidos em microisoladores estéreis, com livre acesso a água, ciclo diurno e 

noturno de 12 horas, temperatura e umidade controladas provenientes do Laboratório de animais 

transgênicos (LAT-BIORIO), alimentados por duas semanas com dietas com diferentes 

concentrações de fibra. Após esse período, os animais foram eutanasiados por inalação de CO2 e o 

ceco extraído. O conteúdo cecal foi coletado, seu volume aferido e posteriormente foi diluído em 

meio PYG (1:1 v/v), em seguida filtrado através de duas camadas de gaze cirúrgica e autoclavados 

(121ºC, 120min). As alíquotas foram armazenadas a -20ºC para experimentos posteriores.  

 

4.5. Indução de abscessos intra-abdominais 

A cepa 638R de B. fragilis foi crescida em caldo BHI-PRAS até o meio da fase exponencial 

(18 h) e diluída em caldo PYG-PRAS (peptona, extrato de levedura e glicose) (Jousimies-Somer 



23 
 
 

et al., 2002) até 1,5 x 108 UFC/animal (correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland). Ao 

inóculo foi acrescentado conteúdo cecal estéril (CCE) numa proporção 1:1 v/v e injetados 

intraperitonealmente, em um volume final de 200 µL. 

 

4.6. Avaliação da perda de peso 

A aferição do peso corporal dos animais foi realizada no mínimo em 4 momentos após a 

indução de peritonite. Os camundongos foram pesados e identificados individualmente. Para o 

cálculo da porcentagem da perda de peso foi utilizada a seguinte fórmula:  

Variação do peso = peso observado x 100 

                                 peso inicial (dia 0) 

 Os resultados foram expressos como alteração percentual do peso durante o período de 

indução da peritonite, em relação ao peso inicial. 

 

4.7. Avaliação dos abscessos abdominais 

Para avaliação de abscessos os animais foram eutanasiados 7 dias após a infecção, através 

de inalação de CO2 e necropsiados. Os abscessos presentes na cavidade peritoneal foram 

quantificados e medidos (em mm), sendo classificados em cinco grupos para obtenção do score: 

grupo PP, até 1 mm, recebendo score 1; grupo P, até 2 mm, recebendo score 2, grupo M, até de 3 

mm, recebendo score 3, grupo G, até 4 mm, recebendo score 4 e grupo GG, até 5 mm ou maior, 

recebendo score 5. O score total para os abscessos contados em cada animal foi obtido utilizando 

a seguinte fórmula: 

Score total = (quantidade de abscessos PP x score) + ... + (quantidade de abscessos GG x score) 

 

4.8. Obtenção de macrófagos e células dendríticas murinas derivados de medula óssea 

Foram utilizados macrófagos e células dendríticas derivados de medula óssea (BMDM e 

BMDC, respectivamente) de camundongos. Células da medula óssea das bacias, fêmures e tíbias 

foram obtidas a partir da centrifugação dos ossos, lavadas e cultivadas em placas de Petri não 

tratadas (para BMDM) e garrafas de cultura de 75 cm2 (para BMDC) a 37ºC, em atmosfera úmida 

a 5% de CO2 na presença de 30% de meio condicionado de células L929 (M-CSF - para macrófagos) 

ou 12,5 GM-CSF (Peprotech) (para células dendríticas) em meio RPMI 1640 suplementado com 

20% ou 10% de soro fetal bovino (para BMDM e BMDC, respectivamente), 100 U/mL penicilina , 

100 mg/mL de estreptomicina e 1 mM de piruvato de sódio. Após 3 dias de incubação, foi 
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adicionado meio novo para suplementação (10mL). Ao final da diferenciação (7 dias em cultura), 

as células foram plaqueadas em placas de 24 poços (106 células/poço) e estimuladas no 8º dia com 

diferentes estímulos. Nos experimentos em que inibidores como citocalasina-D, CA-074-Me, 

mitoTEMPO e KCl foram utilizados, as células foram tratadas durante 1 hora antes do estímulo 

com CCE por 6 horas. Após 6 horas de incubação, os sobrenadantes foram coletados para a 

dosagem de citocinas utilizando a técnica de ELISA.  

 

4.9. ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) para quantificação de citocinas 

Para quantificar as citocinas, foi realizada a técnica de ELISA utilizando o sobrenadante de 

cultura nos ensaios in vitro. Todos os reagentes são provenientes do DuoSet ELISA kit R&D 

System e o protocolo da reação seguiu as instruções do fabricante. Resumidamente, placas de 96 

poços foram sensibilizadas overnight com anticorpos monoclonais murino (anticorpos de captura) 

para cada alvo. Após o bloqueio durante 2 horas, a fim de evitar a ligação não específica, a proteína 

recombinante ou sobrenadantes de cultura foram adicionados. As citocinas foram detectadas após 

a ligação dos anticorpos de detecção (biotinilados) e adição da estreptavidina-peroxidase. Após 

adição do substrato, a reação colorimétrica resultante foi parada pela adição de ácido sulfúrico 2N, 

e as placas foram lidas a 492nm por um leitor de microplacas. As concentrações de citocinas foram 

determinadas por interpolação de uma curva padrão e apresentadas como pg/mL (± desvio padrão 

da média). 

 

4.10. Dosagem de Lactato Desidrogenase (LDH) 

A liberação de LDH no meio de cultura foi avaliada como marcador de dano à membrana 

plasmática e indicador de piroptose. A atividade da LDH foi medida através de leitura em 

espectrofotômetro usando um kit comercial (Doles). Após as células serem estimuladas, os 

sobrenadantes foram transferidos para uma placa de ensaio enzimático e os procedimentos 

obedeceram às instruções do fabricante. A absorbância foi registada a 490nm. O percentual de 

libertação de LDH foi calculado segundo a fórmula:  

% liberação = [LDH] simples  x 100 

            [LDH] total 

Onde [LDH] simples foi o nível de LDH liberado no meio subtraído do controle, e o [LDH] 

total foi o conteúdo de LDH no controle positivo após a adição de solução de lise (Triton 0,9 %). 
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4.11. Ensaio de FLICA para detecção de caspase-1 ativa 

Em paralelo à produção de IL-1β, foi avaliada a expressão de caspase-1 ativa como uma 

metodologia complementar no estudo da ativação de inflamossomo. Para avaliar a ativação da 

caspase-1, 2x106 macrófagos derivados de medula óssea foram estimulados com LPS e Goma Guar 

por 6 horas, e então as células foram lavadas com PBS e tripsinizadas. A marcação da caspase-1 

ativa foi feita por 40 minutos com o reagente carboxyfluorescein FLICA (FAM–YVAD–FMK, 

Immunochemistry Technologies, LLC), como recomendado pelo fabricante. Após esse período, as 

células foram adquiridas e avaliadas no citômetro de fluxo (FACScalibur, BD). 

 

4.12. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad Software). As 

diferenças entre dois grupos foram avaliadas pelo teste t de Student. Para efeito de comparação 

múltipla, foi utilizado ANOVA one-way com Bonferroni pós-teste. Para peso corporal, utilizamos 

ANOVA two-way com Bonferroni pós-teste. As diferenças estatísticas foram consideradas 

significativas ao nível de p. * ou # p <0,05; ** ou # # p <0,01; *** ou # # # p <0,001. 

 

5. RESULTADOS 

5.1. A produção de IL-1 induzida por CCE é dependente da expressão de componentes 

do inflamossomo NLRP3 

Nos últimos anos, nosso grupo tem se dedicado a estudar os mecanismos imunológicos, 

principalmente envolvidos na resposta imune inata, que contribuem para o desenvolvimento de 

abscessos durante a peritonite experimental murina induzida por B. fragilis e CCE. Resultados 

prévios mostram que o CCE isoladamente, mas não B. fragilis, induz a secreção de IL-1β in vivo e 

in vitro (Figuras 7, 8 e 9), e que a sinalização desta citocina, através do seu receptor IL-1R, 

contribui significativamente para o desenvolvimento da peritonite (Figura 6). Sendo assim, o 

primeiro objetivo deste projeto foi estabelecer qual inflamossomo está envolvido na produção desta 

citocina neste modelo. O inflamossomo alvo foi o composto pelo receptor NLRP3, pela proteína 

adaptadora ASC e pela enzima caspase-1, uma vez que este é o inflamossomo mais estudado e com 

maior variedade de ativadores já descritos até o momento. 

Utilizando macrófagos derivados de medula óssea de camundongos deficientes no receptor 

NLRP3, ou nos componentes do inflamossomo ASC e caspase-1/11 estimulados in vitro com CCE 
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(Figura 12A), observamos uma drástica redução na produção de IL-1 quando comparadas a 

células de animais C57BL/6 WT, sendo o mesmo fenótipo também observado para células 

dendríticas (Figura 12C).  O camundongo deficiente de caspase-1 usado neste trabalho foi gerado 

a partir de células embrionárias provenientes de animais da linhagem 129, que carreiam uma 

mutação no gene que codifica outra caspase inflamatória, a caspase-11 (Kayagaki et al., 2011). 

Apesar dos inúmeros cruzamentos para o estabelecimento do background genético da linhagem 

C57BL/6, devido a proximidade dos genes da caspase-1 e da caspase-11, não foi possível reverter 

este fenótipo, e por este motivo este animal é aqui citado como caspase-1/11-/-. Utilizamos como 

controle da secreção da citocina macrófagos primados com B. fragilis e estimulados com alum, 

uma molécula particulada que serve como segundo sinal para ativação de NLRP3 e, como esperado, 

também foi observada a redução da produção de IL-1 (Figura 12B). 

Ainda analisando os gráficos das figuras 12A e 12B, nós observamos que macrófagos 

provenientes de animais deficientes no receptor da IL-1 apresentam uma redução parcial, porém 

significativa, na produção de IL-1 quando comparados ao WT. Isso nos leva a crer que a citocina 

é responsável por uma sinalização autócrina ou parácrina das células via o seu receptor, levando a 

uma amplificação da resposta. 

Outro parâmetro avaliado como controle foi a produção de TNF-, uma citocina 

dependente apenas do primeiro sinal, ou seja, dependente de NF-B e independente de 

inflamossomo para ser secretada pela célula. Os resultados mostram que, como esperado, 

independente da expressão dos componentes do inflamossomo, as células produzem essa citocina 

de forma semelhante (Figura 12D). Até o momento, nossos dados sugerem que o CCE é capaz de 

ativar o inflamossomo NLRP3 e levar a secreção de IL-1β, tanto em macrófagos como em células 

dendríticas. 
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Figura 12. A produção de IL-1β induzida por CCE é dependente da expressão de componentes do inflamossomo 

NLRP3. Macrófagos (A e B) e células dendríticas (C e D) de camundongos C57BL/6, Nrlp3-/-, Asc-/-, Caspase 1/11-/- 

e Il-1r-/- foram estimulados com diferentes concentrações de CCE (% v/v) ou com B. fragilis (MOI: 50) + Alum (500 

μg/mL) durante 6 horas a 37ºC. Os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β (A-C) e TNF-α (D) 

por ELISA. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes; os dados são expressos como média ± 

desvio padrão. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. **p<0,01; ***p<0,001 

quando comparado com o meio; #p<0,05; # #p<0,01; # # #p<0,001 em comparação com células WT.  

 

 

5.2. O eixo NLRP3-Caspase-1-IL-1R é essencial para o desenvolvimento da peritonite 

Depois de observar a importância do inflamossomo NLRP3 em experimentos in vitro, 

avaliamos a importância desta via em experimentos in vivo, utilizando o modelo de peritonite. 

Vimos que animais deficientes em NLRP3 e caspase-1/11 inoculados intraperitonealmente com B. 
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fragilis e CCE apresentaram uma atenuação da perda de peso (Figura 13A). Observamos também 

que esses mesmos animais apresentaram uma drástica redução no score de abscessos após 7 dias 

de infecção (Figura 13B), assim como observado para animais deficientes no receptor da IL-1, 

demonstrando um fenótipo protetor a peritonite. Em conjunto, esses dados nos mostram que o eixo 

NLRP3-caspase1-IL-1R é essencial para o desenvolvimento de peritonite induzida por B. fragilis 

e CCE.  

 
Figura 13. O eixo NLRP3-caspase-1-IL-1R é essencial para o desenvolvimento da peritonite. Camundongos 

C57BL/6, Nlrp3-/-, caspase-1/11-/- e Il-1r-/- foram inoculados intraperitonealmente com B. fragilis e CCE como descrito 

nos métodos. (A) Monitoramento do peso corporal foi realizado ao longo de 7 dias. (B) Score de inflamação foi 

determinado no dia 7 após a infecção utilizando o número e tamanho de abscesso como parâmetros. Em A, os 

resultados são apresentados como média ± desvio padrão de pelo menos 5 camundongos por grupo. Em B, cada 

símbolo representa um animal. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. #p<0,05; 

# #p<0,01; # # #p<0,001 em comparação com camundongos C57BL/6. 

 

5.3. A secreção de IL-1β induzida por CCE é parcialmente dependente da sinalização via 

receptor purinérgico P2X7 em macrófagos e células dendríticas 

O ATP extracelular pode ser proveniente de diversas fontes, como células necróticas ou 

apoptóticas, células endoteliais e células inflamatórias ativadas, que liberam este nucleotídeo no 

meio extracelular (Eltzschig, Sitkovsky e Robson, 2012). Este nucleotídeo é o principal ativador 

do receptor P2X7, levando a abertura de poros na membrana celular, resultando no efluxo de 

potássio e por consequência ativando o inflamossomo NLRP3 (Griffiths et al., 1995; Gombault, 

Baron e Couillin, 2012) Sendo assim, nosso próximo passo foi investigar o papel desse receptor na 

produção da citocina IL-1β em macrófagos e células dendríticas estimulados com CCE. Nossa 
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hipótese era que o CCE poderia induzir um estresse celular e a liberação de ATP para o meio 

extracelular, e este seria um mecanismo envolvido na ativaçãoo de NLRP3. 

Utilizando macrófagos e células dendríticas derivados de medula óssea provenientes de 

animais WT e de animais deficientes no receptor P2X7, observamos uma discreta, mas significativa, 

diminuição na produção da IL-1β após estimulação com CCE (Figura 14A e 14C). O mesmo foi 

observado quando utilizamos moléculas particuladas que sabidamente ativam o inflamossomo 

NLRP3, como o alum. Como esperado, quando utilizamos o ATP em células P2X7
-/- primadas com 

LPS, não há a produção de IL-1β. Quando avaliamos os níveis de TNF-α, vimos que estes se 

mantem semelhantes, independente dos estímulos utilizados, entre os dois grupos ( 

Figura 14B e 14D). Com isso, esses dados sugerem que há a dependência parcial do receptor 

P2X7 na produção de IL-1β induzida por CCE em experimentos in vitro. 
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Figura 14. A secreção de IL-1β induzida por CCE é parcialmente dependente da sinalização via receptor 

purinérgico P2X7 em macrófagos e células dendríticas. (A e B) Macrófagos e (C e D) células dendríticas derivadas 

de medula óssea de camundongos C57BL/6 e P2X7r-/- foram estimulados com diferentes concentrações de CCE (% 

v/v), LPS (500 ng/mL) ou LPS + Alum (500 μg/mL) durante 6 horas a 37ºC. Nos últimos 30 min de incubação, o ATP 

(5 mM) foi adicionado quando indicado, e os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β (A e C) e 

TNF-α (B e D) por ELISA. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes; os dados são expressos 

como média ± desvio padrão. A significância foi calculada utilizando-se teste t-Student. **p<0,01; ***p<0,001 quando 

comparado com o meio; #p<0,05; # #p<0,01; # # #p<0,001 em comparação com células WT. 

 

5.4. Sinalização via P2X7 não é essencial para o desenvolvimento de peritonite 

Como visto no resultado anterior, a produção de IL-1β é parcialmente dependente da 

sinalização via P2X7. Após essa observação, decidimos avaliar se essa sinalização é importante 

para o desenvolvimento de peritonite induzida por B. fragilis em combinação com CCE. Após a 

indução de peritonite, vimos que os animais deficientes nesse receptor apresentam perda de peso 

(Figura 15A) e score de inflamação (Figura 15B) semelhantes aos animais WT. Isso nos leva a 
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crer que a sinalização via receptor P2X7 não é essencial para o desenvolvimento de peritonite 

induzida por B. fragilis e CCE. 

 

 
Figura 15. Sinalização via P2X7 não é essencial para o desenvolvimento de peritonite. Camundongos C57BL/6 e 

P2X7r-/- foram inoculados i.p. com B. fragilis na presença de CCE (v/v). (A) Monitoramento do peso corporal e (B) 

Score de abscesso. Os dados são representativos de 2 experimentos independentes. Em A, os resultados são 

apresentados como média ± desvio padrão de pelo menos 5 camundongos por grupo. Em B, cada símbolo representa 

um animal. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. Não houve diferença 

estatística em nenhum dos parâmetros analisados. 

 

 

5.5. Fagocitose, catepsina lisossomal, ROS mitocondrial e efluxo de potássio são 

mecanismos essenciais para a produção de IL-1β induzida por CCE 

Como já foi explicitado anteriormente, existem bem descritas até o momento 3 vias não 

excludentes que levam à ativação de NLRP3, dentre elas a fagocitose de componentes particulados, 

levando à desestabilização lisossomal e liberação de catepsinas lisossomais para o citoplasma, a 

geração de espécies reativas de oxigênio, como ROS mitocondrial, e o efluxo de potássio via poros 

na membrana celular. Para esclarecer qual (is) deste (s) mecanismo (s) está (ão) envolvido (s) na 

indução de IL-1β por CCE, utilizamos os seguintes inibidores dessas vias: 

 Citocalasina D: inibidor da polimerização de actina, levando à inibição da fagocitose; 

 CA-074-Me: inibidor de catepsinas lisossomais (catepsina B e catepsina L); 
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 MitoTEMPO: antioxidante alvo para mitocôndria, um sequestrador específico de 

superóxido mitocondrial; 

 Altas concentrações de Cloreto de potássio (KCl): inibidor de efluxo de potássio, pois o 

meio extracelular estará supersaturado deste íon. 

 

Surpreendentemente, quando tratamos macrófagos provenientes de animais C57BL/6 com 

os inibidores supracitados e os estimulamos após 1 hora com CCE, vimos que todos foram capazes 

de abolir a secreção de IL-1β (Figura 16A). Quando avaliamos a produção de TNF-α como 

controle (Figura 16B), observamos apenas uma leve diminuição dos níveis desta citocina nos 

pontos pré tratados com citocalasina D e CA-074-Me. No entanto, mesmo ocorrendo essa 

diminuição, isso não parece indicar um comprometimento do primeiro sinal e, consequentemente, 

da produção de pró-IL-1β, de forma que justifique os baixos níveis desta citocina madura no 

sobrenadante. Esses dados nos levam a crer que a fagocitose de componentes que levem ao 

rompimento do fagolisossomo e consequente liberação de catepsinas lisossomais, como moléculas 

particuladas, a liberação de ROS mitocondrial e o efluxo de potássio são mecanismos 

determinantes na produção de IL-1β induzida por CCE em cultura de macrófagos. 

 

 
Figura 16. Fagocitose, catepsina lisossomal, ROS mitocondrial e efluxo de potássio são mecanismos essenciais 

para a produção de IL-1β induzida por CCE. Macrófagos derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 

foram pré-tratados com citocalasina D (10 ou 20 μM), CA-074-Me (50 μM), MitoTEMPO (100 nM) ou KCl (20 ou 

50 mM) por 1 h. Após este tempo, os macrófagos foram estimulados com CCE (2% v/v) durante 6 horas a 37ºC. Os 

sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β (A) e TNF-α (B) por ELISA. Os dados são representativos 

de 2 experimentos independentes; os dados são expressos como média ± desvio padrão. A significância foi calculada 

utilizando-se teste t -Student. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado com o meio; # #p<0,01; # # 

#p<0,001 em comparação com CCE. 
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5.6. Material particulado presente no CCE é essencial para indução de IL-1β 

Uma vez que nossos resultados anteriores sugeriram a participação de algo particulado 

presente no CCE na indução de IL-1β, fomos avaliar se o sobrenadante desse conteúdo ausente do 

material mais denso, era capaz de levar a produção de IL-1β. Para a realização desse experimento, 

centrifugamos o CCE a 60g por 1 minuto para a remoção das partículas maiores e em seguida 

utilizamos o sobrenadante para estimular macrófagos e quantificar a produção de IL-1β. Quando 

estimulados com o sobrenadante do CCE, os macrófagos não produziram IL-1β, oposto ao já 

descrito com o CCE íntegro (Figura 17A). No entanto, a produção de TNF-α foi preservada 

(Figura 17B). Isso nos permite concluir que, de fato, algo particulado precipitável presente no 

CCE está envolvido na ativação do inflamossomo e consequente produção de IL-1β. 

 

 
Figura 17. Material particulado presente no CCE é essencial para indução de IL-1β. Macrófagos de camundongos 

C57BL/6 foram estimulados com CCE integro ou sobrenadante de CCE (ambos na proporção 1% v/v) durante 6 horas 

a 37ºC. Os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β e TNF-α por ELISA. Os dados são 

representativos de 2 experimentos independentes; os dados são expressos como média ± desvio padrão. A significância 

foi calculada utilizando-se teste t -Student. *** P <0,001 quando comparado com o meio; # P <0,05 em comparação 

com CCE. 

 

5.7. Material particulado presente no CCE é essencial para o desenvolvimento de 

peritonite 

Nosso próximo passo foi observar se esse material particulado também era determinante no 

desenvolvimento da peritonite. Para isso, utilizamos o mesmo sobrenadante de CCE do 

experimento in vitro, obtido após centrifugação a 60g por 1 minuto, e o inoculamos em combinação 
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com B. fragilis em animais C57BL/6. Após 7 dias observamos que os animais inoculados com o 

sobrenadante do CCE apresentam uma atenuação na perda de peso quando comparados aos animais 

inoculados com o CCE íntegro (Figura 18A). Em relação ao score de abscessos, observamos que 

animais inoculados com o sobrenadante do CCE + B. fragilis não apresentam desenvolvimento de 

abscessos quando comparados aos animais que foram inoculados com o CCE íntegro (Figura 18B). 

Esses resultados corroboram com o que foi observado em experimentos in vitro mostrando que o 

material particulado é essencial tanto para a produção de IL-1β como para o desenvolvimento da 

peritonite. 

 

 

Figura 18. Material particulado presente no CCE é essencial para o desenvolvimento de peritonite. 

Camundongos C57BL/6 foram inoculados intraperitonealmente com B. fragilis na presença de CCE ou do 

sobrenadante de CCE, obtido após centrifugação a 60 g por 1 minuto, como descrito nos métodos. (A) Monitoramento 

do peso corporal e (B) Score de abscesso foi determinado em 7 dias após a infecção. Os dados são representativos de 

3 experimentos, embora a figura represente 1 experimento. Em A, os resultados são apresentados como média ± desvio 

padrão de pelo menos 3 camundongos por grupo. Em B, cada símbolo representa um animal. A significância foi 

calculada utilizando-se teste t -Student.  # # P <0,01; # # # P <0,001 em comparação com animais inoculados com B. 

fragilis e CCE íntegro. 

 

5.8. Fibra presente no CCE contribui para a secreção de IL-1β 

Como observado até aqui, nossos dados mostram que um componente particulado, 

possivelmente derivado da dieta, presente no CCE é essencial para a ativação do inflamossomo, 

produção de IL-1β e desenvolvimento da peritonite. Tendo isso em vista, nosso próximo objetivo 

foi avaliar se carboidratos não digeríveis provenientes da dieta, como a fibra, estão envolvidos 
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nesta resposta. Para isso, obtivemos CCE de três grupos diferentes de camundongos alimentados 

com diferentes dietas durante duas semanas: 

 Dieta controle padrão (CCE ctr) – 4,5% de fibra; 

 Dieta zero fibra (CCE ZF) – 0% de fibra;  

 Dieta high fibra (CCE HF) – 15% de fibra. 

Ao fim das duas semanas os camundongos foram eutanasiados e o conteúdo cecal recolhido 

e processado como descrito no item 4.4 da metodologia. Ao utilizar esses conteúdos para estimular 

macrófagos (Figura 19A) e células dendríticas (Figura 19C), observamos que o CCE HF induziu 

uma maior produção de IL-1β, enquanto que a ausência de fibra no CCE ZF promoveu uma redução 

drástica dessa produção, ambos quando comparados ao CCE ctr. Embora essa observação da 

alteração dos níveis de IL-1β tenha sido notada, não houve diferença entre os níveis de secreção de 

TNF-α (Figuras 19B e 19D). Este dado corrobora com a hipótese anteriormente proposta de que a 

fibra particulada presente no CCE contribui para a secreção de IL-1β. 
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Figura 19. Fibra presente no CCE contribui para a secreção de IL-1β. Macrófagos (A e B) e células dendríticas 

(C e D) derivadas de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram estimulados durante 6 horas a 37ºC com CCE 

(1% v/v) obtidos de camundongos alimentados com dieta controle (4,5% de fibra – CCE Ctr), dieta sem fibra (0% de 

fibra – CCE ZF) ou dieta rica em fibra (15% de fibra – CCE HF), como descrito nos métodos. Os sobrenadantes foram 

recolhidos para quantificação de IL-1β (A e C) e TNF-α (B e D) por ELISA. Os dados são representativos de pelo 

menos 4 experimentos independentes. Os dados são expressos como média ± desvio padrão. A significância foi 

calculada utilizando-se teste t -Student. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 quando comparado com o meio; # P 

<0,05; # # P <0,01; # # # P <0,001 em comparação com CCE ctr. 

 

Posterior à observação de que a fibra é importante na secreção de IL-1β induzida por CCE, 

avaliamos se este efeito é mediado pelo inflamossomo NLRP3, como uma prova de conceito da 

nossa hipótese. Observamos que, apesar do CCE HF induzir uma maior produção de IL-1β quando 
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comparado ao CCE ctr em macrófagos selvagens, este fenômeno se mostrou ser completamente 

dependente de NLRP3 e caspase-1/11, pois macrófagos deficientes nesses componentes não 

apresentaram este aumento na produção de IL-1β em resposta ao CCE HF (Figura 20A). 

Entretanto, a produção de TNF-α entre os diferentes macrófagos se manteve semelhante (Figura 

20B). 

 

 
Figura 20. A fibra da dieta leva a ativação do inflamossomo NLRP3 e secreção de IL-1β. Macrófagos derivados 

de medula óssea de camundongos C57BL/6, Nlrp3-/- e Caspase 1/11-/- não foram estimulados (ctr) ou foram 

estimulados com CCE (2% v/v) obtidos de camundongos alimentados com dieta controle (4,5) ou dieta rica em fibra 

(15) durante 6 horas a 37ºC. Os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β (A) e TNF-α (B) por 

ELISA. Os dados são representativos de 2 experimentos independentes. Os dados são expressos como média ± desvio 

padrão. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni.*** P <0,001 quando 

comparado com o meio (ctr); # # # P <0,001 em comparação com CCE ctr. 

 

5.9. Teor de fibra do CCE é essencial para o desenvolvimento da peritonite 

Após estabelecer que a quantidade de fibra é determinante na indução da produção de IL-

1β e que esta resposta é mediada por NLRP3, nosso próximo objetivo foi ver se a quantidade de 

fibra também está envolvida no agravamento da peritonite. Após inocular camundongos C57BL/6 

intraperitonealmente com os três diferentes CCEs na presença de B. fragilis, nós observamos ao 

longo de 7 dias que os animais inoculados com CCE HF apresentaram uma maior perda de peso, 

enquanto que animais inoculados com CCE ZF apresentaram uma atenuação na perda peso, ambos 

quando comparados aos animais inoculados com CCE ctr (Figura 21A). No que tange ao 

desenvolvimento da peritonite, observamos o mesmo perfil: animais que foram inoculados com o 
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CCE HF apresentaram um maior score de abscessos e os animais inoculados com o CCE ZF 

apresentaram um menor score de abscessos, ambos quando comparados aos animais inoculados 

com CCE ctr, sugerindo que a fibra apresenta um impacto direto na manifestação clínica da 

peritonite (Figura 21B). 

 

 

Figura 213. Teor de fibra do CCE é essencial para o desenvolvimento da peritonite. Camundongos C57BL/6 

foram inoculados com PBS (controle) ou com B. fragilis em combinação com CCE de camundongos alimentados com 

dieta controle (Bf +CCE Ctr), dieta sem fibra (Bf + CCE ZF) ou dieta rica em fibra (Bf + CCE HF), como descrito nos 

métodos. (A) Monitoramento do peso corporal e (B) Score de inflamação, determinado após 7 dias de infecção, 

utilizando o número e o tamanho de abscessos intra-abdominais como parâmetros. Os dados são representativos de 2 

experimentos independentes. Em A, os resultados são apresentados como média ± desvio padrão de 5 camundongos 

por grupo. Em B, cada símbolo representa um animal. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-

teste Bonferroni. ** P <0,01; *** P <0,001 quando comparado com o controle (em A); # # P <0,01; # # # P <0,001 

quando comparado com o Bf + CCE ctr. 

 

5.10. Fibra purificada é capaz de ativar caspase-1 e levar a produção de IL-1β em 

macrófagos primados com LPS 

Como já foi supracitado, o CCE é constituído por compostos diversos, como produtos da 

microbiota e da dieta. Para confirmar que a fibra proveniente da dieta é, de fato, responsável pela 

ativação do inflamossomo e produção de IL-1β, utilizamos uma fibra purificada disponível 
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comercialmente, a Goma Guar, para estimular macrófagos primados com LPS (usado aqui como 

indutor do primeiro sinal que leva a produção da pro-IL-1). Observamos que a fibra levou à 

ativação de caspase-1, já que houve um aumento do percentual de células positivas para FLICA 

(Figura 22A). Ao estimular os macrófagos somente com LPS ou somente com a fibra purificada 

não observamos produção de IL-1β, visto que cada um representa um sinal para a ativação do 

inflamossomo isoladamente. Já quando damos o primeiro sinal (LPS) e passada uma hora damos 

o segundo sinal (fibra purificada), observamos a produção de IL-1β (Figura 22B). Corroborando 

nossos dados com CCE HF (Figura 20A), a produção de IL-1β induzida pela fibra purificada é 

dependente de NLRP3 e caspase-1/11, tanto em macrófagos (Figura 22C), quanto em células 

dendríticas (Figura 22D). Esses resultados confirmam que a fibra proveniente da dieta pode atuar 

como um segundo sinal durante a peritonite, levando à ativação de inflamossomo e consequente 

produção de IL-1β. 
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Figura 22. Fibra purificada é capaz de ativar caspase-1 e levar a produção de IL-1β em macrófagos primados 

com LPS. (A e B) Macrófagos derivados de medula óssea obtidos de camundongos C57BL/6 foram primados com 

LPS (500 ng/mL) por 1h e em seguida estimulados com Goma Guar nas concentrações indicadas (% w/v). Em B, foi 

utilizada a concentração de 2,5% (w/v) Após 6 h, caspase-1 ativa foi avaliada por citometria de fluxo utilizando FAM-

YVAD-FMK (FLICA) (A) e os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β por ELISA (B). (C e D) 

Macrófagos (C) e células dendríticas (D) de camundongos C57BL/6, Nlrp3-/- e caspase1/11-/- foram primados com 

LPS (500 ng/mL) durante 1 h, e em seguida estimulados com Goma Guar (5% w/v), quando indicado. Após 6 h a 37ºC, 

os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de IL-1β por ELISA. Dados representativos de 2 experimentos 

independentes. A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni. ** P <0,01; *** P 

<0,001 quando comparado com o meio; # P <0,05; # # P <0,01 quando comparado com duas doses de Goma de Guar 

(A) ou em comparação com LPS sozinho (B). 

 

5.11. A indução de IL-1β por CCE ocorre de forma independente de caspase-11 

Como já mencionado no início desta seção, as células deficientes para a caspase-1 utilizadas 

neste trabalho também são deficientes para a caspase-11. Esta caspase inflamatória, representada 
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pela caspase-4 em humanos, induz a via não canônica de ativação do inflamossomo NLRP3 

(Kayagaki et al., 2011). A maioria das bactérias Gram-negativas ativa essa via de sinalização 

mediada por caspase-11, resultando na liberação de IL-1β e IL-18 (Kayagaki et al., 2011). Neste 

contexto, a caspase-11 cliva gasdermina D, resultando em um fragmento amino-terminal que 

promove a ativação de caspase-1 de forma dependente de NLRP3, com consequente maturação de 

IL-1β. Além disso, a caspase-11 ativa também pode desencadear a abertura de canais de panexina-

1, que induz o efluxo de potássio e leva a ativação do inflamossomo NLRP3 (Yang et al., 2015). 

Sendo assim, nossos resultados com células caspase-1/11-/- não nos permitem concluir se a 

produção de IL-1β induzida por CCE envolve a participação da via não canônica, dependente de 

caspase-11. 

Para esclarecer isso, utilizamos macrófagos deficientes apenas em caspase-11 estimulados 

com os CCEs provenientes das dietas (ctr, HF e ZF). Observamos que as células deficientes na 

caspase-11 produzem IL-1β de forma semelhante ou até mesmo em níveis maiores do que 

macrófagos WT (Figura 23A). Este mesmo fenótipo também foi observado quando utilizamos 

macrófagos provenientes de animais da linhagem 129 (dados não mostrados), que apresentam uma 

mutação em caspase-11 (Kayagaki et al., 2011). Quando quantificamos o TNF-α (Figura 23B), 

observamos que não tivemos alterações nos seus níveis entre os grupos e estímulos avaliados. 

Assim, esses resultados evidenciam o papel fundamental da caspase-1 na indução de IL-1β por 

CCE, já que macrófagos deficientes para a caspase-11 se comportam de maneira semelhante 

quando comparados a macrófagos WT. 

 

 
Figura 23. A indução de IL-1β por CCE ocorre de forma independente de caspase-11. (A e B) Macrófagos 

derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 e caspase-11-/- foram estimulados durante 6 horas a 37ºC com 
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CCE (2% v/v) obtidos de camundongos alimentados com dieta controle (4,5% de fibra – CCE Ctr), dieta sem fibra (0% 

de fibra – CCE ZF) ou dieta rica em fibra (15% de fibra – CCE HF), como descrito nos métodos. Os sobrenadantes 

foram recolhidos para quantificação de IL-1β (A) e TNF-α (B) por ELISA. Os dados são expressos como média ± 

desvio padrão. A significância foi calculada utilizando-se teste t -Student para comparação entre mesmo grupo e 

ANOVA com pós-teste Bonferroni para comparação entre WT e caspase-11-/-. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 

quando comparado com o meio; # P <0,05; # # P <0,01; # # # P <0,001 em comparação com CCE ctr da mesma 

linhagem. 

 

5.12. CCE induz liberação de LDH em macrófagos de forma independente de NLRP3  

Além de realizar a clivagem das citocinas pro-IL-1β e pro-IL-18 em suas formas maduras 

(IL-1β e IL-18), a caspase-1 pode também induzir uma morte celular programada, que leva células 

a liberarem seu conteúdo citoplasmático no espaço extracelular, intensificando a resposta 

inflamatória. Essa morte, chamada piroptose, é caracterizada pela ruptura da membrana plasmática 

celular após a formação de poros que levam ao extravasamento do conteúdo citoplasmático, 

liberando componentes como a enzima LDH (Bergsbaken, Fink e Cookson, 2009; Sollberger et al., 

2014; Nadatani et al., 2016). Sendo assim, nós avaliamos se macrófagos estimulados com CCE, 

em paralelo a produção de IL-1β, liberam LDH no sobrenadante da cultura, como um indicativo 

de indução de morte por piroptose. De fato, macrófagos derivados de medula óssea de animais WT, 

quando estimulados com CCE, apresentam um aumento na liberação de LDH em comparação aos 

macrófagos não estimulados. Já as células estimuladas somente com o B. fragilis não apresentam 

alteração significativa na liberação dessa enzima, bem como a adição da bactéria ao CCE não altera 

a resposta do mesmo, refletindo o que foi previamente observado para a produção de IL-1β (Figura 

24A). Esse resultado sugere que o CCE, mas não o B. fragilis, é capaz de induzir a piroptose em 

macrófagos. Como observado nos experimentos anteriores, a produção de IL-1β induzida pelo 

CCE se mostrou dependente de NLRP3. Já quando avaliamos a liberação de LDH, observamos que 

macrófagos deficientes em NLRP3 não apresentam diferença quando comparados as células 

selvagens (Figura 24B), tanto em resposta ao CCE como ao alum, sugerindo que o mecanismo de 

morte por piroptose induzido por ambos os estímulos seja independente de NLRP3. Se o processo 

de liberação de LDH induzido por CCE depende de caspase-1 ou caspase-11, ainda é uma questão 

em aberto a ser investigada pelo nosso grupo. 
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Figura 24. CCE induz liberação de LDH em macrófagos de forma independente de NLRP3. (A) Macrófagos 

derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram estimulados com CCE (5% v/v), B. fragilis (MOI: 50) 

e/ou alum (500 μg/mL) durante 6 horas a 37ºC. Nos últimos 30 min de incubação, o ATP (5mM) foi adicionado quando 

indicado e os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de LDH. (B) Macrófagos de camundongos C57BL/6 

e Nlrp3-/- foram estimulados com LPS (500 ng/mL) + alum (500 μg/mL) ou CCE (5% v/v) durante 6 horas a 37ºC, e 

os sobrenadantes foram recolhidos para quantificação de LDH. Os dados são expressos como média ± desvio padrão. 

A significância foi calculada utilizando-se ANOVA com pós-teste Bonferroni.** P <0,01; *** P <0,001 quando 

comparado com o meio. 

 

6. DISCUSSÃO 

Inúmeros são os microrganismos que convivem de forma comensal com os seres humanos, 

habitando diversas superfícies do corpo (Chow et al., 2010). Dentre as bactérias simbiontes do TGI, 

podemos destacar B. fragilis, que mesmo representando apenas cerca de 0,5% das espécies de 

Bacteroides presentes no intestino (Polk e Kasper, 1977), tem papel fundamental no 

estabelecimento da tolerância imunológica intestinal, protegendo o hospedeiro contra doenças 

inflamatórias (Mazmanian, Round e Kasper, 2008). Entretanto, quando há uma ruptura das 

barreiras fisicas intestinais, B. fragilis escapa para a cavidade peritoneal, se tornando um patógeno 

oportunista, sendo uma das bacterias mais virulentas e mais comuente isoladas em casos clínicos 

de peritonite e sepse abdominal (Smith, Rocha e Paster, 2006; Cohen-Poradosu et al., 2011). Por 

expressar diversos fatores de virulência, B. fragilis tem sucesso durante o curso da infecção e 

consegue aderir, colonizar e se multiplicar em sítios extra-intestinais. Um dos mecanismos de 

resposta do hospedeiro a esta infecção é a formação de coleções purulentas denominadas abscessos, 

que tem a função de conter a bactéria, impedindo assim a sua disseminação (Gibson et al., 1998; 

Troy et al., 2010). 

Em 1979, Onderdonk e colaboradores desenvolveram um modelo murino para o estudo de 

peritonite monomicrobiana amplamente utilizado até hoje. Esse modelo consiste no inóculo 
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intraperitoneal da bactéria em conjunto com um agente potencializador (Onderdonk et al., 1979), 

sendo o mais comumente utilizado o CCE. Quando animais são desafiados com o inóculo composto 

pela bactéria e pelo CCE, há uma intensa produção de citocinas e quimiocinas por macrófagos 

residentes e células mesoteliais no sítio da infecção, dentre as quais destaca-se a IL-1β (Gibson et 

al., 1998; Wang et al., 2006; Alhawi et al., 2009). Essa potente citocina pro-inflamatória pode atuar 

em inflamações locais ou sistêmicas, e regular diversas funções diferentes em todo o organismo 

(Johnston, Rahman e Mcfadden, 2007).  

Através da utilização desse modelo de indução de peritonite, resultados prévios do nosso 

grupo mostraram que animais deficientes no receptor da IL-1, inoculados com B. fragilis e CCE, 

apresentaram uma atenuação da perda de peso, bem como uma drástica redução no score de 

abscessos intra-abdominais quando comparados a animais WT (Castelpoggi J.P. et al., Tese de 

Doutorado, IBCCF, 2016; manuscrito em preparação). Apesar de apresentarem menos abscessos, 

a ausência da sinalização pelo receptor da IL-1β não impactou na disseminação da bactéria nem na 

resistência a infecção, parâmetros avaliados em até 120 dias após a infecção. Além disso, nosso 

grupo também mostrou que o CCE isoladamente, mas não a bactéria sozinha, é capaz de ativar o 

inflamossomo e levar à secreção de IL-1β madura em macrófagos e células dendríticas (in vitro), 

assim como no lavado peritoneal (in vivo).  

Com esses resultados, vimos a importância da IL-1β no nosso modelo e, apesar de termos 

caracterizado o CCE como o responsável por essa produção, a identificação do inflamossomo 

envolvido nessa resposta e seu papel no desenvolvimento da peritonite era uma questão em aberto. 

Nosso primeiro resultado mostrou que macrófagos e células dendríticas murinas deficientes nos 

componentes do inflamossomo NLRP3, ASC ou caspase-1, não produzem IL-1β em resposta ao 

CCE, embora os níveis da citocina TNF-α permaneçam inalterados. A quantificação de TNF-α é 

um método que nós utilizamos para mostrar que o primeiro sinal da ativação do inflamossomo que 

leva à produção de pro-IL-1β não está sendo afetado, já que o TNF-α é uma citocina cuja produção 

é dependente de NF-κB, mas não requer processamento pela caspase-1. Estes dados apontam o 

inflamossomo NLRP3 como o responsável pela secreção de Il-1β em resposta ao CCE in vitro. 

Além disso, observamos que macrófagos deficientes no receptor da IL-1 apresentam uma redução 

significativa nos níveis de IL-1β no sobrenadante quando comparados às células WT, mostrando 

que essa citocina é capaz de amplificar sua resposta através de uma sinalização autócrina ou 

parácrina nas células, sugerindo que a IL-1β se liga a seu receptor, aumentando sua própria 
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produção. Seo e colaboradores (2015) mostraram que macrófagos de medula óssea estimulados 

com conteúdo fecal fresco produzem IL-1β de forma dependente de NLRP3 e caspase-1 (Seo et 

al., 2015). No entanto, neste trabalho os autores creditam a produção desta citocina a bactéria 

simbionte do TGI Proteus mirabilis. No nosso trabalho, descartamos esta hipótese já que o CCE é 

autoclavado, descartando a possibilidade da presença de bactérias viáveis.  

A ativação do inflamossomo NLRP3 pode se dar por duas vias: a via canônica, que leva 

diretamente a oligomerização do complexo, ativação de caspase-1 e processamento de pro-IL-1 e 

pro-IL-18, com a consequente produção das citocinas maduras; e a via não canônica, que envolve 

a participação de outra caspase inflamatória, a caspase-11 (caspase-4 em humanos) (Kayagaki et 

al., 2011). Nos últimos anos, diversos autores vêm mostrando que bactérias Gram-negativas, como 

Escherichia coli, Citrobacter rodentium, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e Burkholderia 

thailandensis ativam a via de sinalização mediada por caspase-11, levando ao processamento de 

IL-1β e morte celular por piroptose (Kayagaki et al., 2011; Broz et al., 2012; Rathinam et al., 2012; 

Kayagaki et al., 2015; Stowe, Lee & Kayagaki, 2015). Kayagaki e colaboradores (2015) mostraram 

que a caspase-11 cliva a gasdermina-D resultando em dois fragmentos, sendo um desses um 

fragmento amino terminal que promove a piroptose e leva a ativação de NLRP3 induzindo o 

processamento da IL-1β através da atividade proteolítica de caspase-1 (Kayagaki et al., 2015). Para 

avaliar se a via não canônica está envolvida na produção de IL-1β induzida por CCE, estimulamos 

macrófagos deficientes exclusivamente em caspase-11 e vimos que não houve diferença na 

produção de IL-1β, quando comparados a macrófagos WT, confirmando o envolvimento da via 

canônica, independente de caspase-11, nessa resposta. Esses resultados também foram obtidos por 

Kayagaki e colaboradores, onde macrófagos deficientes em caspase-11 primados com LPS e 

estimulados com ATP ou cristais de ácido úrico não apresentam diferença na produção de IL-1β 

quando comparados a macrófagos WT (Kayagaki et al., 2011). 

Bem como observado para animais deficientes em IL-1R (Castelpoggi J.P. et al., Tese de 

Doutorado, IBCCF, 2016; manuscrito em preparação), a ausência de NLRP3, ASC e caspase-1 

também protegeu camundongos do desenvolvimento da peritonite induzida por B. fragilis e CCE, 

já que estes apresentam uma atenuação na perda de peso e um menor score de abscessos intra-

abdominais. Uma vez que os experimentos in vitro com as células deficientes para o inflamossomo 

NLRP3 mostram a importância deste para a secreção de IL-1β induzida por CCE, nossos resultados 

até o momento sustentam a hipótese de que o CCE ativa o inflamossomo NLRP3 em macrófagos 
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e células dendríticas residentes no peritôneo, induzindo à produção de IL-1β e contribuindo para a 

resposta inflamatória que caracteriza a peritonite.  

O inflamossomo NLRP3 é ativado por uma ampla variedade de PAMPs, como toxinas 

bacterianas formadoras de poros, e DAMPs, como ATP e cristais de ácido úrico, bem como por 

compostos particulados provenientes do ambiente como sílica e asbestos (Dostert et al., 2008; 

Franchi, Muñoz-Planillo e Núñez, 2012; Koizumi et al., 2012). Diversos mecanismos celulares têm 

sido descritos como sinais que levam a ativação de NLRP3, embora nenhum agonista tenha sido 

descrito até o momento. Destes sinais destaca-se a alteração dos níveis de potássio intracelular 

mediada por altas concentrações de ATP extracelular, que vai levar à saída desse íon da célula 

através de canais presentes na membrana, alterando o conteúdo iônico intracelular (Perregaux e 

Gabel, 1994). O ATP extracelular é proveniente de diversas fontes como células necróticas e 

apoptóticas, células endoteliais ou inflamatórias ativadas (Eltzschig, Sitkovsky e Robson, 2012), e 

é um dos ativadores de NLRP3 mais bem descritos na literatura. Para estudar a importância da 

liberação de ATP por células estimuladas com CCE na ativação de NLRP3, utilizamos macrófagos 

e células dendríticas deficientes no principal receptor purinérgico para ATP extracelular, o P2X7. 

Observamos que essas células estimuladas com CCE ou com alum apresentam uma diminuição 

parcial da produção de IL-1β, porém os níveis de TNF-α se mantiveram semelhantes. O papel do 

receptor P2X7 no nosso modelo é parcialmente importante para a produção de IL-1β induzida por 

CCE, diferente do que Iyer e colaboradores viram para macrófagos estimulados com sílica, já que 

macrófagos P2X7
-/-  apresentaram níveis semelhantes de IL-1β quando comparado a células WT 

(Iyer et al., 2009). Apesar dessa dependência parcial do P2X7 in vitro, quando avaliamos o papel 

desse mesmo receptor in vivo, vimos que essa sinalização não foi essencial para o desenvolvimento 

de peritonite, pois animais deficientes em P2X7 apresentam perda de peso e presença de abscessos 

abdominais de forma semelhante a animais WT. Isso mostrou que o requerimento parcial 

observado em experimentos in vitro se mostrou dispensável in vivo, já que nessas situações o 

quadro é mais complexo e conta com a participação de outros mecanismos e vias de sinalização 

atuando na resposta que fomenta a formação dos abscessos.  

Apesar de não depender totalmente de ATP, a secreção de IL-1β induzida por CCE foi 

completamente abolida por altas concentrações de potássio extracelular, que bloqueiam seu efluxo 

da célula. O efluxo de potássio tem se destacado como um mecanismo de ativação do inflamossomo 

NLRP3 e a primeira evidência desse mecanismo foi observada quando ionóforos de potássio, como 
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a nigericina, levaram a maturação de IL-1β em macrófagos murinos estimulados com LPS 

(Perregaux e Gabel, 1994; Muñoz-Planillo et al., 2013). A partir daí diversos outros estudos 

mostraram que altas concentrações extracelulares de potássio bloqueiam a ativação de NLRP3 em 

macrófagos primados com LPS e estimulados com cristais de ácido úrico, nigericina ou ATP 

(Franchi et al., 2007; Muñoz-Planillo et al., 2013), assim como visto no nosso modelo. 

Além do efluxo de potássio, a desestabilização lisossomal causada por fagocitose de 

moléculas particuladas, um processo conhecido como fagocitose frustrada (Halle et al., 2008; 

Hornung et al., 2008) e dano mitocôndrial levando à geração de ROS (Heid et al., 2013) são 

mecanismos também determinantes para a ativação do inflamossomo NLRP3. Após estabelecer a 

dependência parcial da via ATP/P2X7 e a dependência total do efluxo de potássio na produção de 

IL-1β induzida por CCE, avaliamos se outros mecanismos estariam participando desta resposta. 

Utilizando macrófagos derivados de medula, vimos que a fagocitose, provavelmente de 

componentes particulados, com subsequente liberação de catepsinas lisossomais e geração de ROS 

mitocondrial são processos essenciais para a produção de IL-1β em resposta ao CCE, uma vez que 

inibidores dessas vias (citocalasina-D, CA-074-Me e MitoTEMPO, respectivamente) bloquearam 

essa secreção. De forma similar, Hornung e colaboradores mostraram que citocalasina-D e CA-

074-Me abolem a produção de IL-1β por células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) 

estimuladas com cristais de ácido úrico e sílica (Hornung et al., 2008). Finalmente, a utilização do 

inibidor de ROS mitocondrial mitoTEMPO também levou à inibição da secreção de IL-1β induzida 

por CCE. Quando a célula sofre dano na mitocôndria, há geração de ROS mitocondrial e isso leva 

a ativação do inflamossomo NLRP3 em resposta a cristais de ácido úrico, que é um componente 

particulado (Zhou et al., 2011). Isso corrobora os nossos dados, já que quando inibimos a geração 

de ROS, há inibição da produção de IL-1β em resposta ao CCE, que possui em sua composição 

componentes particulados. Juntos, esses dados nos levam a pensar que a fagocitose de algum 

componente particulado presente no CCE por macrófagos e células dendríticas leva a ativação do 

inflamossomo NLRP3 e consequente produção de IL-1β. De fato, quando utilizamos apenas o SN 

do CCE não observamos a produção de IL-1β por células dendríticas diferente do que observamos 

para o CCE íntegro. 

O CCE é composto por componentes da microbiota e da dieta, como os carboidratos não 

digeríveis presentes na forma de fibras. Neste trabalho, nós avaliamos se o teor de fibra presente 

na dieta de animais que são utilizados como fontes de CCE seria importante para ativação do 
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inflamossomo e produção de IL-1β. Quando estimulamos macrófagos e células dendríticas com o 

CCE ausente de fibra dietética, vimos uma diminuição significativa da produção de IL-1β, 

enquanto que o uso de CCE com alto teor de fibra promove um aumento da produção desta citocina, 

quando comparados ao CCE controle. Além disso, esse aumento da produção de IL-1β é 

completamente dependente do inflamossomo NLRP3. Estes dados foram confirmados utilizando 

fibra dietética purificada, que se mostrou capaz de ativar caspase-1 e levar a secreção de IL-1β em 

células primadas com LPS de forma dependente de NLRP3. Isso corrobora com dados da literatura 

que mostram que moléculas particuladas, como sílica, cristais de ácido úrico, cristais de colesterol 

e alum ativam o inflamossomo NLRP3 e levam a produção de IL-1β (Franchi e Núñez, 2008; Kono 

e Rock, 2008; Schroder e Tschopp, 2010; Franchi, Munoz-Planillo e Nunez, 2012; Henao-Mejia et 

al., 2012). Apesar de aumentar a quantidade de IL-1β produzida, nossos dados indicam que maiores 

concentrações de fibra não interferem na indução do primeiro sinal, visto que os níveis de TNF-α 

se mantem semelhantes. Isto mostra que o fator limitante no CCE para a ativação de NLRP3 e 

produção de IL-1β é a presença e a concentração de material particulado, no caso a fibra. O primeiro 

sinal é, provavelmente, disparado pelo reconhecimento de agonistas de receptores TLR 

provenientes da microbiota, fator este que não é alterado pela modulação do teor de fibra na dieta, 

embora isso não tenha sido investigado nesse trabalho.  

Tendo observado que a quantidade de fibra presente no CCE é um fator determinante para 

a produção de IL-1β in vitro, avaliamos se isto também tem relação com o agravamento da 

peritonite in vivo. Animais inoculados com B. fragilis e CCE ausente de fibras apresentam 

atenuação da perda de peso e menor score de abscessos, ao passo que animais inoculados com a 

mesma bactéria, mas na presença do CCE contendo alto teor de fibra, apresentam um agravamento 

do quadro clínico, ambos quando comparados a animais inoculados com B. fragilis e CCE controle. 

Os dados obtidos nesse experimento sustentam a nossa hipótese de que a fibra presente no TGI, 

quando extravasa para a cavidade peritoneal, ativa o inflamossomo NLRP3 levando a consequente 

produção de IL-1β, que contribui para o desenvolvimento da peritonite. Corroborando com nossos 

dados, Giguère e colaboradores mostraram que o inóculo ip. de LPS em combinação com alum 

compõe um modelo de peritonite estéril dependente do inflamossomo NLRP3 (Giguère et al., 

2014). 

A ativação de caspases como a caspase-1, mas principalmente a caspase-11, pode induzir 

um tipo de morte celular inflamatória chamada piroptose onde, em paralelo a produção de IL-1β, 
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ocorre a perda da integridade da membrana celular com consequente liberação de componentes 

intracelulares, dentre eles a enzima lactato desidrogenase (LDH) (Miao, Rajan e Aderem, 2011). 

Observamos que o CCE é capaz de induzir LDH no sobrenadante de macrófagos, e este efeito foi 

independente de NLRP3. Este dado é corroborado por Jin e colaboradores, que observaram que 

macrófagos primados com LPS e estimulados com hidroxapatita e alum (ambos moléculas 

particuladas) também induzem a liberação de LDH de forma independente de NLRP3 (Jin et al., 

2011). Este processo de morte é mediado, geralmente, por caspase-11, embora a caspase-1 também 

seja capaz de levar a piroptose. O envovimento destas caspases na piroptose induzida por CCE 

ainda está sendo investigada pelo nosso grupo. 

Assim, nossos resultados indicam que a fibra proveniente da dieta, uma vez fagocitada por 

macrófagos (e possivelmente por células dendríticas) é capaz de ativar o inflamossomo NLRP3, 

levando a produção da citocina IL-1β, que sabidamente é um importante mediador da resposta 

inflamatória que caracteriza o quadro de peritonite. A inibição da sinalização da IL-1, bem como a 

ausência de NLRP3 ou a privação de fibra na dieta atenuam a doença, sugerindo que um tratamento 

possível para a peritonite seria a inibição da IL-1 ou das vias que levam a sua produção. No entanto, 

o impacto disso para o controle da infecção, com possível disseminação de microrganismos e 

evolução para sepse ainda precisa ser melhor investigado. Com isso, haveria redução significativa 

das respostas inflamatórias que contribuem para o desenvolvimento dos abscessos abdominais e 

do quadro clínico, que são fatores comumente relacionados à morbidade e mortalidade em 

pacientes.  

 

7. CONCLUSÃO 

Até o momento, nossos resultados sugerem que o inflamossomo envolvido na peritonite 

induzida por B. fragilis e CCE é o inflamossomo NLRP3, sendo este responsável também pela 

produção de IL-1β induzida por CCE, embora a participação de outros inflamossomos não tenha 

sido explorada, logo não pode ser descartada. Além disso, nossos resultados nos levam a crer que 

não há dependência do receptor P2X7 para a secreção de IL-1β in vitro ou para o desenvolvimento 

de peritonite. Por outro lado, observamos que a produção de IL-1β induzida por CCE é dependente 

de mecanismos como a fagocitose, catepsina B lisossomal, geração de ROS mitocondrial e efluxo 

de potássio. Essa produção também é dependente de produtos particulados presentes no CCE, aqui 

identificados como os carboidratos não digeríveis provenientes da alimentação, abundantes no TGI 
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na forma de fibras. Finalmente, descrevemos que a quantidade de fibra na dieta é diretamente 

proporcional a produção de IL-1β através da ativação do inflamossomo NLRP3, e que isto contribui 

significativamente para o agravamento da peritonite. Concluímos este trabalho propondo que a 

fibra se comporte como um sinal de perigo fora do intestino, cuja presença indica a quebra de 

barreira intestinal e descompartimentalização da microbiota, sinalizando a necessidade de uma 

resposta inflamatória. 
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