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RESUMO

Menezes MN. Papel do receptor P2X7 nos fagocitos em resposta a infecgdo pelo
Plasmodium chabaudi.  [dissertagdo (Mestrado em Imunologia)]. Sao Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

O rompimento eritrocitico caracteristico do ciclo de vida do Plasmodium resulta na
liberacdo de diversas moléculas no meio extracelular, dentre estas o ATP. O P2X7 é
um receptor purinérgico que reconhece o ATP extracelular, levando a diferentes
efeitos nos tipos celulares. O estudo da malaria experimental causada pelo P.
chabaudi em camundongos P2X7” mostraram que estes animais sdo mais
suscetiveis a infeccdo, apresentando uma letalidade de até 80%. Diante da
importancia dos fagocitos no controle da doenga na fase aguda da infecgéo, estes
foram avaliados quanto a sensibilidade ao ATP através de ensaios de
permeabilizagdo. Tanto in vitro, como ex vivo, as populagdes celulares fagociticas
mostraram-se sensiveis ao ATP extracelular, de uma forma P2X7 dependente, e a
infeccdo pelo P. chabaudi mostrou ser um fator que aumenta esta sensibilidade.
Estudos fenotipicos do baco e do figado dos animais P2X7” indicaram que, com
excecdo da populacdo CD11b* Ly6G", estes animais apresentam numero inferior de
células fagociticas quando comparados aos animais C57BL/6. Além disso, foi
observada uma leve deficiéncia na ativagao dos fagdcitos, na producao de IFN-y e
no numero de células produtoras de citocinas importantes, como IFN-y, TNF-a e IL-
10 nos animais P2X7" em relacdo aos C57BL/6. A maior suscetibilidade dos
camundongos P2X77 a infecgao pelo P. chabaudi deve-se, portanto, a uma resposta
imunologica deficiente nestes animais, representada por um menor numero de
células do sistema imune no bago e figado destes animais e consequentemente,
menor produgao de fatores importantes para o controle da infecgao.

Palavras-chave: P2X7. Malaria. Fagocitos. ATP. Plasmodium. Imunidade inata.



ABSTRACT

Menezes MN. Role of P2X7 receptor in the response of phagocytes to Plasmodium
chabaudi infection. [Masters thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2013.

The erythrocyte rupture is a step of the life cycle of Plasmodium in which several
molecules, including ATP, are released in the extracellular milieu. The P2X7 receptor
is a purinergic receptor that recognizes extracellular ATP triggering many responses
depending on the cell type involved. The study of experimental malaria caused by P.
chabaudi in P2X7” mice showed that these mice are more susceptible to the
infection, with a lethality of 80%. Since phagocytes are very important to control
parasitemia at acute phase of the disease, we decided to evaluate the sensitivity of
these cells to ATP through permeabilization assays. Either in vitro or ex vivo, the
phagocyte cell populations were sensible to extracellular ATP in a P2X7-dependent
way and the P. chabaudi infection acted as a component that increases this
sensitivity. Phenotypic analysis of the spleen and liver from P2X7"" mice showed that,
excepted for the CD11b" Ly6G" population, these mice have a lower number of
phagocyte cells when compared to C57BL/6 mice. Furthermore, there was a slight
deficiency in phagocyte activation, IFN-y production and number of cells that produce
important cytokines as IFN-y, IL-10 and TNF-a in P2X77 mice in comparison with
C57BL/6 mice. The increased susceptibility of P2X7" mice to the P. chabaudi
infection is due to a deficient immune response, with a lower number of cells from
immune system in the spleen and liver of these animals and, thus, lower production
of important factors that help to control the infection.

Keywords: P2X7. Malaria. Phagocytes. ATP. Plasmodium. Innate Immunity.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP — Adenosine Triphosphate (Trifosfato de adenosina)

DAMP — Damage-Associated Molecular Patterns (Padrées moleculares associados
ao dano)

DC — Dendritic cell (Célula dendritica)

EN — Eritrocito ndo-parasitado

EP — Eritrécito parasitado

GPI — Glicofosfatidilinositol

IFN - Interferon

IL- Interleucina

LPS - Lipopolissacarideo

mAb — Monoclonal Antibody (Anticorpo monoclonal)

M-CSF — Macrophage Colony-Stimulating Factor (Fator estimulante de colénia de
macrofagos)

MHC — Major Histocompatibility Complex (Complexo principal de
histocompatibilidade)

NO — Nitric Oxide (Oxido nitrico)

PAMP — Pathogen-Associated Molecular Patterns (Padrées moleculares associados
a patégenos)

PfEMP1 — Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 (Proteina 1 de

membrana de eritrocito de Plasmodium falciparum)

PRR - Pattern Recognition Receptor (Receptor de reconhecimento de padrao)
SFB — Soro fetal bovino

TGF — Transforming Growth Factor (Fator de transformagéo do crescimento)
TLR — Toll-like Receptor (Receptor do tipo Toll)

TNF — Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)
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1 INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais da malaria

O termo malaria é derivado do italiano “mal’aria”, que significa “mal ar”, devido
a associagao de febres intermitentes com a exposicdo ao ar de areas pantanosas.
Préximo ao fim do século XIX, Charles Louis Alphonse Laveran, cirurgido do exeército
francés, observou parasitas no sangue de um paciente sofrendo de malaria, e o Dr.
Ronald Ross, médico oficial britanico em Hyderabad, india, descobriu que mosquitos
transmitiam a malaria [1]

A distribuicdo dos casos de malaria abrange paises tropicais e subtropicais,
com muitas areas tropicais sendo consideradas endémicas para a doenga. Segundo
levantamento da Organizagdo Mundial da Saude, a situacdo da doenga no ano de
2010 consiste em uma estimativa de 216 milhdes de casos em todo o mundo, com
655 mil mortes, sendo que 86% destas acometem criangas abaixo dos cinco anos de
idade [2]. Na regido das Américas, a transmissao da malaria ocorre em 21 paises e
cerca de 20% da populagao corre risco de contrair a doenga. Além disso, somente o
Brasil é responsavel por mais de 50% dos casos desta regiao.

A malaria é uma doenca parasitaria causada por protozoarios pertencentes ao
filo Apicomplexa e ao género Plasmodium. Para seres humanos, quatro espécies
sdo bem estabelecidas como agentes etiolégicos da malaria: Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium vivax e Plasmodium ovale. Cinco
espécies de Plasmodium que infectam macacos foram relatadas como potenciais
agentes infecciosos para humanos [3]. Dentre estas espécies, Plasmodium knowlesi
foi proposto como o quinto patdogeno responsavel pela malaria humana, por ser
capaz de infectar humanos com um impacto epidemioldégico significante
principalmente no sudeste asiatico [4]. A transmissao da doenga ocorre por meio de
mosquitos do género Anopheles infectados com o parasito. De aproximadamente
400 espécies conhecidas de Anopheles, cerca de 60 sdo vetores da malaria em
condicdes naturais [1].

O combate a malaria pode se dar por mecanismos de controle do vetor e
através do tratamento dos pacientes, prevenindo a transmissdo da doenca e a
mortalidade causada por ela, uma vez que ainda ndo ha uma vacina para esta

doenca. Uma vacina eficiente contra a malaria deve conceber uma imunidade
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protetora que seja maior do que aquela adquirida pela exposi¢ao natural a doenga
[5]. As principais dificuldades encontradas para o desenvolvimento de uma vacina
eficaz sdo o tamanho e plasticidade do genoma do Plasmodium, além das
diferengas encontradas em cada uma das fases do parasito ao longo do seu ciclo de
vida e da diversidade genética conferida pela fase sexual de sua reprodugéo [6].
Outro problema crescente do combate a malaria é a resisténcia as drogas
antimalaricas usadas no tratamento de pacientes. Diante desta situacéo, o estudo da
relacdo parasito-hospedeiro na malaria € de grande importancia para o
estabelecimento de novos alvos terapéuticos ou de estratégias de vacinas para

combater a malaria.

1.2 Aspectos imunopatolégicos

A infecgao inicia-se no momento em que a fémea do Anopheles, que possui
habito hematofago, realiza o repasto sanguineo e inocula, juntamente com sua
saliva, de 15 a 200 esporozoitos, formas infectantes do parasito, que alcangam a
corrente sanguinea do hospedeiro. Alguns minutos depois, 0s esporozoitos
alcancam os hepatdcitos, invadindo-os e iniciando a fase pré-eritrocitica do seu ciclo
biolégico. HaA uma forma latente do parasito, chamada de hipnozoito, presente
apenas em P. ovale e P. vivax, que se mantém no figado sem iniciar o processo de
esquizogonia, e que €& provavelmente a responsavel por recaidas anos apos a
infeccdo. Uma vez dentro do hepatécito, o esporozoito se diferencia em trofozoito
pré-eritrocitico que ira iniciar a reprodugdo assexuada por esquizogonia. Os
hepatocitos parasitados se rompem e liberam os merossomos na corrente
sanguinea [7], os quais, apos romperem-se, liberam milhares de merozoitos. A
invasao dos eritrocitos pelos merozoitos caracteriza o inicio da fase eritrocitica do
ciclo de vida do Plasmodium. No interior do eritrdcito, o parasito passa pelas fases
de trofozoito jovem, trofozoito maduro e volta a realizar sucessivas divisdes dando
origem ao esquizonte, que ao romper-se, volta a liberar novos merozoitos que irdo
infectar novos eritrocitos. Alguns dias apds as primeiras manifestagdes clinicas da
doenca, uma pequena porgao dos merozoitos liberados na corrente sanguinea
diferenciam-se em gametdcitos masculinos e femininos, que seréo ingeridos pelo
mosquito em um novo repasto sanguineo, dando inicio a fase sexual do ciclo de vida

do parasito no interior do mosquito.



13

Diversos componentes do parasito podem funcionar como padrdes
moleculares associados a patdgenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns —
PAMPs) que s&o reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrao
(Pattern recognition receptors — PRR) e dentre estes, os receptores do tipo Toll (Toll-
like receptors - TLRs) de células da imunidade inata do hospedeiro. Ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) presentes em moléculas da superficie do Plasmodium
ativam células dendriticas (Dendritic cells — DCs), macréfagos e células B através do
TLR2 ou TLR4 [8, 9]. Cristais de hemozoina, ou possivelmente o DNA do parasito
que possa estar associado a esses cristais resultantes da digestdo da hemoglobina,
sao reconhecidos por TLR9 e também leva a ativagcao das células do sistema imune
[10]. Além disso, o Plasmodium €& capaz de expressar moléculas proprias na
superficie do eritrocito parasitado, como é o caso da PfEMP1 (Plasmodium
falciparum erythrocyte membrane protein 1), molécula do P. falciparum, que pode se
ligar, dentre outras moléculas, ao receptor CD36, levando a fagocitose destes
eritrocitos, além de cooperar com a sinalizagao via TLRs para producéo de citocinas
pro-inflamatorias [11]. Além do papel na produgdo das citocinas, os fagdcitos
mononucleares do sistema inato do hospedeiro também possuem outras funcdes
fundamentais no controle da doenga, como, por exemplo, a fagocitose dos eritrocitos
infectados na auséncia de anticorpos opsonizantes especificos [12], ajudando na
reducdo da parasitemia na fase aguda da infecgdo. Em macréfagos e mondcitos, a
fagocitose dos eritrécitos parasitados mediada pelo CD36 € bem estabelecida,
cooperando no controle da replicagao dos estagios sanguineos do parasito, e sendo,
portanto, um componente essencial dos mecanismos de defesa do hospedeiro nesta
fase do ciclo [13].

Apds o controle da infeccdo aguda, uma fase crbnica é estabelecida com
menores densidades parasitarias e com acessos febris coincidindo com os picos
desta parasitemia remanescente [14]. A imunidade adquirida a malaria forma-se
lentamente, provavelmente por causa da ativagao policlonal dos linfécitos B, levando
a producado de muitos anticorpos inespecificos [15], e € incompleta, uma vez que
uma imunidade estéril ndo é adquirida na maior parte das vezes. Entretanto, a
imunidade a morte decorrente da doencga é adquirida rapidamente, podendo ocorrer
até mesmo apos um unico episodio infeccioso [16, 17].

A ruptura dos eritrocitos que contém os esquizontes é tipicamente

acompanhada por febre, nauseas, dores de cabeca e outros sintomas de uma
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resposta sistémica de citocinas pro-inflamatérias oriundas, principalmente, das
células do sistema imune inato [18]. Isto se deve ao fato de que a ruptura destes
eritrocitos libera na corrente sanguinea os componentes bioativos do parasito, além
de moléculas proprias do hospedeiro contidas nos eritrécitos, que entram em contato
com as células do sistema imune desencadeando respostas imunoldgicas
exacerbadas. Muitos estudos tém demonstrado associagdes entre a forma severa da
malaria e altos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como TNF, interleucina 18 (IL-
1B), IL-6 e IFN-y, assim como as quimiocinas CCL3 (MIP-1a) e CCL4 (MIP-1B) [19,
20]. Entretanto, esta resposta inflamatéria também € importante para a protegcao
contra a doenga, como, por exemplo, no caso do TNF atuando em sinergia com o
IFN-y num papel antiparasitario ao induzir a produgédo de oxido nitrico (NO) e outros
radicais toxicos [21]. A resposta de citocinas como TGF-B e IL-10 é essencial para
regular essa resposta pro-inflamatéria em diferentes momentos, ja que altos niveis
destas citocinas no inicio da infeccao podem comprometer os mecanismos efetores
e baixos niveis tardiamente podem nao controlar a cascata inflamatéria de citocinas
e resultar na doencga severa [22].

Além dos PAMPs liberados apo6s a ruptura do eritrocito, moléculas do proprio
hospedeiro que indicam a injuria celular também alcangam a corrente sanguinea em
decorréncia do rompimento eritrocitico. Estas moléculas sdo chamadas de DAMPs
(Damage-Associated Molecular Pattern molecules) e consistem em sinais
endogenos de perigo que alertam o sistema imune inato para uma morte celular n&o
programada, invasdo microbiana e em resposta ao stress [23]. O trifosfato de
adenosina (Adenosine triphosphate — ATP) € um nucleotideo que esta presente em
todas as células vivas do organismo e que, uma vez no espago extracelular, pode
atuar como um DAMP, além de contribuir para a regulagdo de diversos processos
bioldgicos, incluindo inflamagédo, fungdo cardiaca, neurotransmissao, contragao
muscular e vasodilatagao [24]. O eritrécito parasitado apresenta altas quantidades
de ATP em seu interior, o qual € também utilizado pelo proprio Plasmodium para a
sua maturacao, e defeitos na producéo deste ATP do eritrécito podem influenciar de
diversos modos a patofisiologia da malaria [25]. No momento do rompimento do
eritrocito parasitado, portanto, o ATP intracelular € liberado no meio extracelular de
modo a entrar em contato com as células do sistema imunolégico do hospedeiro,

podendo desencadear diversas respostas.
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1.3 O modelo murino de malaria causada pelo Plasmodium chabaudi

O estudo de mecanismos imunoldgicos em pacientes humanos é de dificil
acesso aos pesquisadores, uma vez que envolve questdes éticas e de
impossibilidades de procedimentos. Desta forma, o uso de roedores para estudar a
imunopatologia da malaria vem sendo largamente aplicado. A infeccédo pelo P.
chabaudi € considerado o principal modelo para compreensdo da resposta imune
em infecgdes pelo Plasmodium [26]. A infecgdo de camundongos C57BL/6 com o P.
chabaudi AS causa uma malaria nao letal e caracterizada por uma esplenomegalia
associada a uma ativagao policlonal de linfocitos T e B do bago [27-29]. As citocinas
IL-12, TNF-a e IFN-y sdo produzidas em grande quantidade no bago, e estdo
presentes de forma transiente no plasma, tendo sido demonstrado que na auséncia
de IFN-y, os camundongos apresentam maior dificuldade para controlar e eliminar a
infeccao primaria [30]. Além disso, camundongos deficientes na producéo de IL-12
apresentam fagécitos com falha na fagocitose de eritrécitos opsonizados, além de
produzirem menos IFN-y e NO, o que leva a uma dificuldade do controle parasitario
na fase aguda da infecgdo [31]. Estudos comparativos entre animais suscetiveis e
resistentes a infecgcdo com P. chabaudi sugerem que as respostas proé-inflamatorias
sao necessarias para o subsequente desenvolvimento da imunidade protetora [32].

Com a progressao da doenga, grande parte dos linfocitos T e B que foram
ativados policlonalmente na fase aguda sado eliminados por apoptose [33] e o
subsequente desenvolvimento de uma resposta especifica de linfocitos T e B resulta
na eliminagao do parasita e a protegao a doenga. Assim como na malaria humana, a
imunidade que promove protecao a reinfecgao parece nao ser duradoura no modelo
do P. chabaudi, o que parece ocorrer de forma independente dos anticorpos
circulantes, mas sim devido a um declinio da resposta de memoria de células T
CD4" [34].

1.4 O ATP e a sinalizagao via receptor P2X7

O ATP liberado na ruptura eritrocitica pode ser reconhecido pelos chamados
receptores purinérgicos. Estes receptores sao divididos em receptores do tipo P1 e
do tipo P2. Enquanto os receptores do tipo P1 reconhecem a adenosina, os P2

podem ser subdivididos em P2X, com sete componentes, e P2Y, composto por oito
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subtipos de receptores, e ambos sao capazes de se ligar ao ATP extracelular [35].
Os receptores da classe P2X sao canais de ions que uma vez ativados pela ligacao
ao ATP extracelular, facilitam a entrada e saida de ions mono e divalentes, como por
exemplo, o Ca?*. Enquanto que os demais receptores P2X se ativam na presenca de
concentracdes nanomolares de ATP, o receptor P2X7 ativa sua funcao de canal de
ion na presenga de concentragdes micromolares do ATP extracelular, e
concentragdes maiores ainda sdo capazes de induzir a formagao de um poro largo
nao seletivo que estaria envolvido com a morte celular mediada pelo receptor P2X7
[36]. A expressao do receptor P2X7 ocorre em praticamente todas as células do
sistema imunoldgico dos mamiferos, incluindo os neutrofilos, macréfagos,
monacitos, células dendriticas e linfocitos [24].

A sinalizagao via receptor P2X7 pode gerar diversas consequéncias para as
células que entram em contato com o ATP extracelular. Sabe-se que o fator de
transcricao NF-kB pode ser ativado mediante estimulacao do receptor P2X7, levando
a producao de citocinas e quimiocinas que tém sua expressao sob controle deste
fator de transcrigdo em macréfagos murinos, além de regular também a producao de
NO [37]. A producado de citocinas pré-inflamatérias como IL-18 e IL-18 pode ainda
ser mediada pelo receptor P2X7 a partir da ativacdo do inflamassoma NLRP3. O
efluxo de potassio (K'), resultante da abertura do canal do receptor P2X7 apos
ligagdo ao ATP extracelular, leva, por um mecanismo ainda desconhecido, a
ativacdo do inflamassoma NLRP3, culminando na ativagdo da caspase-1 e
subsequente clivagem das formas imaturas pro-IL-1B3 e pro-IL-18 nas citocinas IL-1]3
e IL-18 ativadas que serdo secretadas pelas células [38]. A estimulagdo da NADPH
e geracao de anions superéxido em ceélulas primadas com LPS relaciona a ativagéo
do receptor P2X7 a producédo de espécies reativas de oxigénio [39]. Também é
descrita a participacado do receptor P2X7 na proliferagao celular, como, por exemplo,
para microglias, que em resposta ao ATP extracelular ativam-se, produzindo
citocinas e proliferando [40]. Para linfocitos T, sabe-se que a liberagdo autdcrina de
ATP e estimulacdo do receptor P2X7 contribue para a ativacdo do linfocito e
consequente sintese de IL-2 [41]. A redugao na expressao de algumas moléculas de
superficie também é bem descrita como efeito da sinalizagao via receptor P2X7,
como, por exemplo, a molécula CD27, proteina transmembrana do tipo | da familia
do receptor de TNF, a qual tem sua expressao perdida pelos linfocitos do baco de

camundongos apos estimulagdo do receptor P2X7 pelo ATP [42]. Em mondcitos, a



17

estimulacao do receptor P2X7 resulta na perda da L-selectina expressa na superficie
destas células, indicando que altas concentragbes de ATP extracelular contribuam
para a ativagao e transmigragcdo de mondcitos aos sitios inflamatorios [43].

Além do papel na ativacado das células e consequente secregao de citocinas,
o reconhecimento do ATP extracelular pelo receptor P2X7 também possui acdo na
inducdo de morte celular. Tal morte celular dependente do receptor P2X7 pode
acontecer por mecanismos de apoptose ou necrose, dependendo do tipo celular,
tempo de exposicdo e concentragcdo do ATP [44]. Em linfécitos de galinha
transfectados com o receptor P2X7, o tratamento com ATP levou a uma morte que
estaria associada com a atividade de caspase-3 e fragmentacdo do DNA, indicando
uma morte celular do tipo apoptética [45]. Ja em macrofagos da linhagem J774, que
expressam o receptor, a morte causada pelo ATP extracelular ocorre por uma lise
osmatica, com rapido inchaco das células e liberacdo do conteudo citoplasmatico
[44].
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do receptor P2X7 na cinética e na ativacado das populagdes de

células fagociticas durante a infecgdo de camundongos pelo P. chabaudi (cepa AS).
2.2 Objetivos especificos

e Determinar as curvas de parasitemia e as manifestagdes clinicas da malaria
em camundongos P2X77 infectados com P. chabaudi, em comparagdo com
os dados da linhagem C57BL/6.

e Avaliar a sensibilidade dos fagocitos ao ATP em resposta a infec¢do através
de metodologias in vitro e ex vivo.

¢ Analisar fenotipicamente as populagdes fagociticas do bago de camundongos
C57BL/6 e P2X7™"", durante a infeccéo pelo P. chabaudi.

¢ Avaliar a produgéo de citocinas por fagécitos esplénicos, como IFN-y, IL-10 e
TNF-a, em camundongos C57BL/6 e P2X7™"".

¢ Analisar fenotipicamente as populacdes de leucdcitos presentes no figado dos
animais C57BL/6 e P2X7™"".
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Camundongos, infecgdo e acompanhamento:

Camundongos C57BL/6 e P2X7"", com 6 a 8 semanas de idade, foram
fornecidos pelo biotério do Departamento de Imunologia da Universidade de Séao
Paulo e mantidos em condi¢cado “specific pathogen-free” e em ciclo de claro/escuro
invertido. Os camundongos P2X77 originalmente obtidos da Jackson Laboratory
(Sacramento, CA., E.U.A.) foram fornecidos pelo Dr. Robson Coutinho Silva
(Universidade Federal do Rio de Janeiro). Para infecgdo, os camundongos foram
inoculados pela via intraperitoneal (i.p.) com 10° eritrécitos parasitados por P.
chabaudi (cepa AS).

As parasitemias foram monitoradas através de esfregagcos sanguineos
corados com Giemsa. Foram mensurados peso e temperatura corporal dos animais
infectados. A concentracdo de hemoglobina no sangue foi quantificada utilizando-se
o kit colorimétrico para detecgcdo de hemoglobina no sangue total da Doles

Reagentes (Goiania, GO., Brasil).
3.2 Obtencao dos macroéfagos derivados da medula éssea:

Células precursoras da medula dssea dos camundongos C57BL/6 e P2X7™"
foram coletadas assepticamente de ambos os fémures com auxilio de tesoura e
pinga e colocadas em meio DMEM-F12 acrescido de 10% soro fetal bovino (SFB),
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), 2-mercaptoetanol (50 uM), L-
glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM). Todas as solugbes e suplementos
foram adquiridos da Life Technologies (Carlsbad, CA., E.U.A.). A cultura foi mantida
durante a noite na estufa a 37°C, para selegao negativa das células ja diferenciadas
que aderem na placa. No dia seguinte foi coletado o sobrenadante, contendo os
precursores mieldides da medula que foram entéo cultivados em meio acrescido de
20% de meio condicionado da cultura de células da linhagem de fibroblastos L929,
como fonte de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) [46]. A cultura,
contendo o meio de diferenciacéo celular, foi incubada na estufa a 37 °C. Apos trés

dias de incubagdo foi acrescido mais meio de cultura suplementado com
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sobrenadante de células L929 e no sétimo dia de diferenciagdo, os macrofagos

estavam prontos para uso em experimento.
3.3 Ensaio in vitro de sensibilidade ao ATP:

Em placas de 96 pocos, foram plaqueados 5 x 10* macréfagos derivados da
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 ou P2X77", por pogo, em um volume de
200 ul de meio DMEM-F12 suplementado e deixados em repouso, a 37 °C, por 6
horas. As amostras foram incubadas, a 37 °C, com LPS (Lipopolissacarideo) a
1 ug/ml (Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., E.U.A.), por 3
horas, ou com eritrocitos parasitados em uma proporcdo de 10 eritrécitos
parasitados para cada macréfago, por 12 horas. O LPS e os eritrocitos parasitados
foram removidos por meio de lavagens. Posteriormente, foi acrescentado o ATP
diluido em meio de cultura, em diferentes concentragdes, e as células foram
deixadas em estufa a 37 °C por 24 horas. A leitura em microscépio de fluorescéncia
foi realizada através da marcacao de permeabilizacdo da membrana com uma

solugéo 1:1 de laranja de acridina com brometo de etidio.
3.4 Preparacao de células do bago e analise por citometria:

O baco foi extraido dos animais no dia 7 pos-infeccdo e processados para
obtencao das células. As células foram lavadas e mantidas em RPMI 1640 gelado e
suplementado com penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), 2-
mercaptoetanol (50 uyM), L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM) e 3-20% de
SFB inativado pelo calor. O numero de células por baco foi contado utilizando a
camara de Neubauer (Sigma-Aldrich). As células esplénicas (10°) foram marcadas
com anticorpos monoclonais (mAbs) anti-CD3, B220, CD45, DX5 (CD49b), CD11c,
CD11b, F4/80 e MHCII obtidos da BD Pharmingen (Franklin Lakes, N.J., E.U.A.),
conjugados a fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), aloficocianina (APC), complexo
proteina clorofila peridinina (PerCP), ficoeritrina-Cy7 (PE-Cy7), aloficocianina-Cy7
(APC-Cy7). Para a deteccdo intracelular de citocinas os esplendcitos (10°
células/pogo) foram colocados em cultura na presenga ou auséncia de anticorpos
anti-CD3 (5 pg/mL) e anti-CD28 (5 yg/mL) soluveis, overnight, em meio contendo
Stop Golgi (BD Pharmingen) e mantidos por 12 horas a 37 °C e 5% de CO,. As
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células foram marcadas extracelularmente com os mAb anti-CD4, CD11b, CD11c e
F4/80 (BD PharMingen) e em seguida, os esplendcitos foram fixados com tampao
Cytofix/Cytoperm (BD PharMingen) e permeabilizados com PermWash (BD
PharMingen). Os esplendcitos foram marcados internamente com os mAbs anti-IFN-
y, anti-IL-10 e anti-TNF-a conjugados com os fluorocromos descritos acima (BD
PharMingen). As amostras foram captadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto e
os dados analisados utilizando-se o programa FlowJo (Treestar Inc., Ashland, OR.,
E.U.A)).

3.5 Ensaio ex vivo de sensibilidade ao ATP:

As células extraidas do baco, processadas e marcadas conforme descrito no
item anterior foram plaqueadas (10°) em placas de 96 pogos e foi entdo adicionado
ATP (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suécia) extracelular nas
concentragdes de 0, 25, 50,100, 300 e 500 pM juntamente com brometo de etidio
(100 pM). As células foram deixadas em repouso por quinze minutos em estufa a 37
°C e a leitura da incorporacao de brometo de etidio foi realizada imediatamente

depois no citdmetro de fluxo.
3.6 Cultura de esplendécitos para quantificacao de IFN-y:

O baco dos animais foi extraido e processado conforme descrito
anteriormente. As células (1 x 10°) foram marcadas com beads magnéticas
acopladas a mAb anti-CD8 e CD19 (MACS; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Alemanha) em PBS 0,5% BSA 2mM EDTA (Life Technologies). Estas células foram
entdo separadas usando colunas Ls (Midi MACS; Mlltenyi Biotec) e a fragéo
negativa (CD4" e fagdcitos) foi contada e plaqueada (5 x 10° células/pogo) com ou
sem eritrocitos parasitados (1,5 x 10%/poco) e mantida em cultura por 72 horas em
estufa a 37 °C. O sobrenadante foi coletado ao final das 72 horas e a presenca de
IFN-y foi quantificada utilizando-se o kit de ELISA para detecgdo de IFN-y (BD

Biosciences) conforme as instrugdes do fornecedor.



22

3.7 Preparagao das células do figado e analise por citometria:

O figado dos animais foi extraido e o lobo esquerdo foi perfundido com a
ajuda de seringa com solugdo de PBS estéril. Apds a perfusdo, foi inserido meio
RPMI suplementado como descrito acima acrescido de 0,2% de colagenase do tipo
Il (Life Technologies). Em seguida, o figado, na presenga do meio com colagenase,
foi processado em pequenos pedacgos e deixado na estufa a 37 °C por 30 minutos.
Apds este periodo, foi realizada a maceragdo do material e posterior centrifugagao.
Apoés duas lavagens, foi realizada a lise das hemacias para que restassem apenas
as células a serem utilizadas no estudo. A marcacao e leitura no citdmetro de fluxo

foi realizada da mesma forma descrita para o baco.

3.8 Analises estatisticas:

A analise estatistica foi realizada com o teste “Two-way ANOVA”, seguido por
analise do Teste de Bonferroni. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
programa Prisma 4 (Graph Pad Software, La Jolla, CA., E.U.A.)) e as diferengas

entre os trés grupos foram consideradas significativas para valores de p < 0,05 (5%).
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4 RESULTADOS

4.1 Comparagao da parasitemia e manifestagées clinicas em camundongos
P2X7"" e C57BL/6, ao longo da infeccdo pelo P. chabaudi

Com o intuito de identificar possiveis diferengas na malaria desenvolvida
pelos animais, camundongos C57BL/6 e P2X7"" machos foram infectados com 10°
eritrécitos parasitados e a partir do dia 4 pds-infeccdo tiveram sua parasitemia
quantificada. Além disso, foram mensurados peso, temperatura e concentragao de
hemoglobina no sangue destes animais.

Entre os dias 9 e 17 pods-infeccdo, houve uma mortalidade de 80% dos
camundongos P2X77, enquanto que ndao houve mudanga na sobrevivéncia dos
animais C57BL/6 (Figura 1a). O pico de parasitemia dos animais knockout se deu
no dia 8 pos-infeccdo, o que representa um atraso comparado ao pico dos animais
C57BL/6 (Figura 1b), que aconteceu no dia 7 pos-infecgdo. Os animais da linhagem
C57BL/6 apresentaram uma queda de peso, temperatura e concentracdo de
hemoglobina a partir do dia 6 pds-infecgdo, e uma recuperagao destes parametros
aos niveis normais a partir do dia 9 pds-infecgdo. Ja os animais knockout para o
receptor P2X7 apresentaram o mesmo comportamento de queda nos parametros
patolégicos a partir do dia 6 pdés-infeccdo, no entanto, ndo foram capazes de
restaurar tais parametros as condi¢ées normais e culminando na mortalidade dos
animais (Figura 1c-e). Tais resultados sugerem, portanto, que os camundongos
P2X77 sdo mais suscetiveis a malaria causada pelo P. chabaudi, que chegou a ser
letal para 80% dos animais e, além disso, apresentaram manifestacdo dos sinais
clinicos da doenca de forma atrasada ou até mesmo incapaz de restaurar as

condicdes fisiologicas.
4.2 Sensibilidade ao ATP de populagoes celulares fagociticas in vitro e ex vivo
Uma vez que as populagdes celulares fagociticas exercem um importante

papel na resposta a malaria ao fagocitar os eritrécitos infectados, entrando em

contato com os antigenos do Plasmodium, e colaborando na limpeza da parasitemia



(a) Curva de sobrevivéncia em camundongos C57BL/6 e P2X7-/- infectados pelo P. chabaudi ao
longo da infecgao. (b) Parasitemia quantificada por contagem de eritrocitos parasitados em esfregago
sanguineo corado com Giemsa a partir do 4° dia de infecgdo. (¢) Mudancga de peso, (d) temperatura e
(e) concentracdo de hemoglobina (em g/dL) dos animais ao longo da infecgdo. Os valores fazem
referéncia a cada um dos animais, uma vez que os animais P2X7" tiveram sua mortalidade iniciada a
partir do dia 8 pds-infeccdo. Dados representativos de dois experimentos realizados separadamente
(n=5).
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Figura 1 - Sobrevivéncia e manifestacbes clinicas ao longo da infecgéo por P.
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na fase aguda da infecgéo, buscou-se avaliar se a interagdo dos fagdcitos com os
eritrocitos parasitados no contexto da infeccdo exerce algum efeito na resposta
destas células ao ATP.

A sensibilidade ao ATP das células fagociticas foi avaliada através da
incorporacao de brometo de etidio, uma vez que a estimulagdo do receptor P2X7
provoca a abertura de um poro permeavel a passagem do brometo. Este parametro
de incorporacdo de brometo de etidio mensurando a permeabilizacdo das células
em resposta ao ATP foi utilizado no ensaio ex vivo com fagécitos extraidos do bago
de camundongos no 4° dia de infecgdo pelo P. chabaudi. As populag¢des celulares
positivas para os marcadores de fagoécitos CD11c, CD11b e F4/80 extraidas do bago
de camundongos C57BL/6 infectados mostraram-se mais sensiveis as diferentes
concentragbes de ATP quando comparadas as células de camundongos naives
(Figura 2). Estes dados permitem inferir que a presenga da infecgdo € um fator que
leva ao aumento da sensibilidade das células fagociticas a presenga do ATP, uma
vez que as células que ja haviam tido um contato prévio com o contexto da infeccao

apresentaram maior permeabilizacao.

Figura 2- Permeabilizacdo ex vivo de populag¢des fagociticas extraidas do bago de
camudongos C57BL/6 apos 4 dias de infeccéo pelo P. chabaudi.
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As populagdes CD11c*, CD11b" e F4/80" foram extraidas do bago de camundongos nao-infectados
(controle) e do dia 4 pds-infecgédo (4d), marcadas e expostas a diferentes concentracbes de ATP
extracelular. A permeabilizagdo corresponde a porcentagem de incorporagao de brometo de etidio por
estas células. *, p < 0,05. Dados representativos de dois experimentos realizados separadamente
(n=3).

A fim de avaliar se a presenca dos eritrocitos parasitados realmente é
capaz de influenciar nesta sensibilidade dos fagocitos ao ATP, foi realizado um
ensaio in vitro. Conforme apresentado na Figura 3a, a incorporagao do brometo de
etidio confere coloragdo vermelha as células, enquanto que aquelas células sem

permeabilizacdo da membrana mantém-se verdes, ja que ha entrada apenas da
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laranja de acridina. A incorporacao do brometo de etidio pelos macréfagos derivados
da linhagem C57BL/6 ocorre de maneira dose-dependente, enquanto que os
macréfagos derivados de camundongos P2X7” ndo sofrem influéncia da
concentracdo de ATP extracelular, mantendo-se praticamente impermeaveis ao
brometo (Figura 3b). A pré-estimulacdo dos macréfagos derivados de animais
C57BL/6 com LPS (1ug/ml) ou com eritrécitos parasitados em uma proporgao de 10
EP para cada macrofago foi capaz de aumentar a sensibilidade destas células
quando expostas ao ATP extracelular na concentracdo de 1 mM por 24 horas,
diferindo significativamente (p < 0,001 e p < 0,01 respectivamente) da sensibilidade
das células que nao foram pré-estimuladas. Além disso, a pré-estimulagdo com
eritrocitos normais nao-parasitados ndo exerceu o mesmo efeito, uma vez que em
qualquer das concentragdes de ATP extracelular, os macréfagos que néo foram pré-
estimulados apresentaram a mesma sensibilidade destes macréfagos pré-expostos
aos eritrocitos nao-parasitados (Figura 3b). Na concentragdo de 3 mM de ATP, néo
houve diferenca entre os macréfagos expostos a pré-estimulos e os ndao expostos,
uma vez que todos apresentaram altas taxas de incorporagéo de brometo de etidio.
Por fim, os macréfagos derivados dos camundongos P2X7” mostraram-se
insensiveis ao ATP extracelular, ndo tendo alteragdes significativas na incorporagao
de brometo de etidio com o aumento da concentracédo de ATP, mesmo quando pre-
estimulados com LPS ou eritrécitos parasitados (Figura 3c). Estes resultados
indicam que a presenca do parasito parece ser fundamental no aumento da
sensibilidade dos macrofagos ao ATP, uma vez que o eritrécito ndo-parasitado néo
exerce tal efeito, além da dependéncia do receptor P2X7 neste processo de
permeabilizacdo em resposta ao ATP, ja que os macrofagos deficientes para este

receptor sao resistentes a este fenébmeno.



(a) Imagens de microscopia de fluorescéncia (aumento de 200x) de macrofagos derivados de medula
O0ssea marcados com laranja de acridina e brometo de etidio, onde as células ndo-permeabilizadas
aparecem em verde e as permeabilizadas em vermelho apds os diferentes tratamentos. (b)
Quantificagdo da incorporacao de brometo de etidio pelos macréfagos derivados de medula dssea de
camundongos C57BL/6 e P2X7" estimulados com LPS (1 ug/ml), por 3 horas, ou EP e EN (10:1), por
12 horas, e expostos por 24 horas a diferentes concentragdes de ATP extracelular. Macréfagos sem
pré-estimulo foram utilizados como controle (CTRL). **, p < 0,01. ***, p < 0,001. Dados

representativos de dois experimentos independentes realizados com triplicatas.
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Figura 3 - Permeabilizacao in vitro de macréfagos derivados da medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 e P2X77 pré-estimulados com LPS, eritrocitos
parasitados (EP) ou eritrocitos ndo-parasitados (EN) e expostos a
diferentes concentracdes de ATP extracelular.
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4.3 Analise fenotipica das populagoes de fagocitos do bagco de camundongos
C57BL/6 e P2X7™

Sabendo-se da importancia dos fagécitos no controle da infecgdo pelo P.
chabaudi e diante dos resultados anteriores que demonstram a sensibilidade destas
células a acao do ATP, buscou-se analisar as populagdes fagociticas do bago de
camundongos C57BL/6 e P2X77 a fim de avaliar se a diferenga na resposta destas
duas linhagens a infeccdo seria devida a possiveis efeitos nestas populagdes
celulares.

Os camundongos C57BL/6 e P2X7” foram infectados com 10° eritrdcitos
parasitados e no dia 7 pos-infeccdo, o qual consiste no dia de pico de parasitemia
neste modelo experimental. A seguir, os bagos dos animais foram extraidos para
analise fenotipica. Dentre os esplendcitos, as populacdes selecionadas para o
estudo foram aquelas classificadas de acordo com a expressao de CD11c, F4/80,
CD11b, Ly6C e Ly6G, uma vez que fagoécitos que expressam estes marcadores sao
essenciais no controle da parasitemia através da fagocitose e apresentacédo de
antigenos. A andlise realizada para o estudo fenotipico populacional esta
apresentada na Figura 4. Inicialmente, os linfécitos T e eritrocitos foram excluidos
da analise, restando, juntamente com os linfocitos B, as células da imunidade inata.
As populagdes foram entdo classificadas pela expressao de CD11b e F4/80, e a
populagdo CD11b” F4/80 foi selecionada para classificacdo da populacdo CD11c”.
Dentro da populagdo CD11b*, as células positivas para o marcador Ly6G,
classicamente consideradas como neutrofilos [47], foram também estudadas. E por
fim, também dentro de CD11b*, a populagdo com alta expressdo de Ly6C e
negativas para Ly6G, considerada como contendo os mondécitos inflamatérios [47],
também foi selecionada para o estudo.

A Figura 5a apresenta o numero total de esplendcitos das duas linhagens
estudadas, com o bago dos animais C57BL/6 possuindo uma celularidade
significativamente maior quando comparado ao bago dos animais P2X77" (p <
0,001). O mesmo fendmeno é observado quando sdo analisadas as populagdes
CD11c’ e F4/80" de fagocitos isoladamente. As populagcdes CD11c” e F4/80" do
baco apresentam uma diferencga significativa (p < 0,01 e p < 0,05 respectivamente)
em numero de células entre os camundongos C57BL/6 e P2X7"", com o ultimo

apresentando um numero inferior de células (Figura 5b e 5c). No entanto, para a
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populacdo CD11b* do bacgo néo foi observada a mesma diferenca significativa entre
as duas linhagens de camundongos (Figura 5d). A analise das subpopulagdes
CD11b" permite observar que, embora ndo significativa, ha uma tendéncia a uma
diferenca entre as populagdes CD11b" Ly6C* dos animais C57BL/6 e dos animais
P2X77, de modo semelhante as populacbes F4/80" e CD11c’, em que os
camundongos knockouts apresentam o menor numero de células (Figura 5e). No
entanto, a subpopulagdo CD11b* Ly6G" comporta-se aparentemente de forma
antagbnica as demais, ja que existe uma tendéncia do numero de células dos
animais P2X7”" ser superior ao numero encontrado nos animais C57BL/6, tanto no

grupo de nao-infectados (0d), como no dia 7 pds-infecgcéao (Figura 5f).

Figura 4 - Analise fenotipica utilizada na citometria de fluxo para estudopopulacional
dos fagdcitos do baco de animais C57BL/6 e P2X7""
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Estratégia de Gates utilizada na analise das populagdes CD11c*, F4/80*, CD11b*, CD11b* Ly6C"®" e
CD11b" Ly6G".

Além da analise populacional em relagdo ao numero de células, foi realizada
também uma analise fenotipica em relagdo a expressao de moléculas de ativacao
nestas mesmas populagdes de fagocitos estudadas. A Figura 6 apresenta a
intensidade de fluorescéncia que representa o nivel de expressao das moléculas
CD80 e MHC Il pelas populagbes CD11¢c*, CD11b" e F4/80" do bago dos animais

knockouts e dos C57BL/6 nao-infectados e apds 7 das de infecgao pelo P. chabaudi.



32

Figura 5 - Numero total de esplendcitos e de fagdcitos que expressam CD11c,
F4/80, CD11b, Ly6C e Ly6G no bago de camundongos C57BL/6 e
P2X7" controle (0d) e no 7° dia de infecgdo (7d) pelo P. chabaudi
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(a) Numero de células totais e das populagdes de fagécitos que expressam CD11c (b), F4/80 (c),
CD11b (d), CD11b e Ly6C (e) e CD11b e Ly6G (f) no bagco de camundongos C57BL/6 e P2X7™ nao
infectados e ao dia 7 pés-infecgdo. ***, p < 0,001, em relagdo aos numeros encontrados no animais
C57BL/6. Dados representativos de trés experimentos realizados separadamente (n=3) para os
ntmeros de células do baco total e das populagdes CD11c” e CD11b"*. Dados representativos de dois
experimentos realizados separadamente (n=3) para as demais populagdes.

A populagdo CD11c" apresentou aumento da expressdo de CD80 no 7° dia de
infecgdo tanto no baco dos animais C57BL/6, como dos animais P2X7”, sem
diferenga nos niveis de expressdao desta molécula entre as duas linhagens de
camundongos. Ja em relagéo a expressédo de MHC |l, a populagdo CD11c” manteve
sua ativacdo basal, isto €, ndo houve aumento na expressdo desta molécula ao
longo da infeccdo nos animais C57BL/6 e P2X7" (Figura 7a). A populacdo CD11b*
presente no bago dos camundongos P2X77" apresentou uma menor expressao desta
molécula quando comparada a mesma populagado dos animais C57BL/6 no 7° dia
de infeccao, indicando que, embora ambas as popula¢gdes tenham aumentado o
nivel de expressao de CD80 em resposta a infeccdo, a populacdo dos animais
C57BL/6 se ativou mais do que a dos animais P2X7”" (Figura 7b). Em relagdo a
expressédo de MHC Il, ndo foram encontradas diferengas entre os animais controles
e os infectados, assim como entre os animais C57BL/6 e P2X7" (Figura 7b). Para

a populacdo F4/80%, os niveis de CD80 expressos na superficie destas células
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cairam em resposta a infeccao, tanto para os animais C57BL/6, como para os P2X7"
" (Figura 7c). No entanto, os valores encontrados nos animais C57BL/6 controles e
no 7° dia de infecgdo foram significativamente menores do que aqueles observados
para os animais knockouts. De forma semelhante, a expressao de MHC |l também
se reduziu nesta populagéo F4/80", porém, ndo foram observadas diferencas entre a
expressao desta molécula entre as células do bago nos animais C57BL/6 e P2X7"
(Figura 7c). Em relacdo a expressdo de MHC II, portanto, ndo foi observada
diferenga significativa em nenhuma das populagbdes estudadas entre os animais
C57BL/6 e P2X7". O receptor P2X7, dessa forma, parece ndo influenciar na
expressdao de MHC Il pelos fagécitos do baco, embora possa influenciar na

expressao de CD80 nas diferentes populagoes.

Figura 6 - Expressdo dos marcadores CD80 e MHC Il nas popula?c")es CD11c”,
CD11b" e F4/80" do bago dos animais C57BL/6 e P2X7"" nos animais
nao-infectados (0d) e apos 7 dias de infecgéo (7d) pelo P. chabaudi.
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Intensidades de fluorescéncia representando a expressdo de CD80 (a) e MHC Il (b) nas populacdes
fagociticas do bago de camundongos C57BL/6 e P2X7" n&o-infectados e no 7° dia pos-infecgdo. Os
numeros representam as médias geométricas e os desvios padrao. Dados representativos de dois
experimentos realizados (n=3).
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Figura 7- Expressdo das moléculas de ativacdo CD80 e MHC Il pelas células
CD11c", CD11b* e F4/80" do baco de camundongos C57BL/6 e P2X7™"
nao infectados (0d) e ao 7° dia de infecg¢ao (7d) pelo P. chabaudi.
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Médias geométricas das intensidades de fluorescéncia da expressdo de CD80 e de MHC Il nas
células CD11c” (a), CD11b"* (b) e F4/80" (c) do baco dos animais P2X7” e C57BL/6 controle e no dia
7 poés-infecgdo. *, p < 0,05, **, p < 0,01 e ***, p < 0,001 em relagdo aos numeros do controle nao
infectado (0d). Os tragos indicam as estatisticas entre os grupos C57BL/6 e P2X7" Dados
representativos de dois experimentos realizados separadamente (n=3).

4.4 Producgao de citocinas no bago dos camundongos P2X7" em comparagao
aos animais C57BL/6

Visto que o receptor P2X7 pode influenciar no numero de células fagociticas
no bagco de camundongos infectados e até mesmo no estado de ativagdo destas
células, buscou-se avaliar a influéncia desta molécula na producéo de citocinas por

estas ou outras células do sistema imune em resposta a infecgao.
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Sabendo-se que o IFN-y é uma citocina fundamental na resposta a malaria,
principalmente na ativacao de fagdécitos, como os macréfagos, foi mensurada a
concentragdo desta citocina na cultura de fagocitos totais com células T CD4" do
baco de animais do 7° dia de infecgcdo, na presenca e na auséncia do estimulo
especifico dos eritrécitos parasitados, apés 72 horas de cultivo.

Conforme apresentado na Figura 8, a producao de IFN-y, na presenga dos
eritrécitos parasitados, € significativamente maior na cultura das células extraidas do
baco dos camundongos C57BL/6 em comparagao aquelas obtidas dos knockouts
para o receptor P2X7. Analisando o numero de células produtoras de IFN-y no baco
destes animais, observa-se que as células T CD4" produzem esta citocina no 7° dia
de infecgéo (Figura 9a) e que o numero de células T CD4" produtoras de IFN-y é
significativamente menor nos animais P2X7”" do que nos animais C57BL/6 (Figura
9c), embora ndo tenha sido encontrada diferenga na frequéncia destas células no

baco dos animais (Figura 9b).

Figura 8 - Produc&o de IFN-y na cultura de fagécitos com células T CD4" extraidas
do baco de animais C57BL/6 e P2X7"" n&o-infectados (Ctrl) e ao 7° dia
de infecgao (7d) na presenca ou nao de eritrocitos parasitados (EP).
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Concentracdo de IFN-y no sobrenadante da cultura de 72 horas de fagdcitos e células T CD4"
isolados do bago de camundongos C57BL/6 e P2X7" na presenca ou nao do estimulo de EP.***, p <
0,001 em relagao aos dados do controle (Ctrl). A barra indica a diferenga entre os dados do C57BL/6
+ EP e P2X7™" + EP. Dados representativos de dois experimentos realizados separadamente (n=3).

Além da producéao de IFN-y pelos linfécitos, foi analisada a produgao de citocinas pré
e anti-inflamatérias, como TNF-a e IL-10, pelos proprios fagécitos no 7° dia de

infeccdo, a fim de avaliar o numero de células fagociticas produtoras destas
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citocinas. A producéo de IL-10 pelos fagocitos CD11¢” e F4/80" pode ser observada
no dia 7 poés-infeccao pelo P. chabaudi tanto nos animais C57BL/6, como nos
knockouts (Figuras 9a e 9d), sem diferengas significativas na frequéncia destas
células (Figura 9b e 9e). No entanto, o nimero de células CD11c” e F4/80"
produtoras de IL-10 é significativamente menor nos camundongos P2X7” (Figuras
10c e 10f), indicando que a redugdo no numero total de células implicou também na
diminui¢cdo da quantidade de células produtoras de IL-10, possivelmente diminuindo
a producdo desta citocina nos animais P2X7”". Quanto a producdo de TNF-a, o
mesmo fendmeno foi observado para a populagdo de células CD11c¢” do baco
destes animais no 7° dia de infecgao, embora a detecgao intracelular desta citocina
nesta populagdo tenha sido baixa (Figura 11a). As células CD11¢" produtoras de
TNF-a dos camundongos C57BL/6 apresentaram-se tanto em maior frequéncia,
como em maior nimero absoluto em comparagdo as células dos animais P2X77"
(Figuras 11b e 11c). Ja em relagdo a produgdo F4/80", a deteccdo intracelular da
producdao de TNF-a também foi baixa (Figura 11d) e ndo foram encontradas
diferengas na frequéncia, nem no nimero de células F4/80° TNF-a* entre os
camundongos C57BL/6 e P2X7™ (Figuras 11e e 11f).

Figura 9 - Producéo de IFN-y pelas células T CD4" no bago de animais C57BL/6 e
P2X77 no dia 7 pds-infecgdo pelo P. chabaudi
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(a) Detecgéo intracelular da produgdo de IFN-y pelas células T CD4". Frequéncia (b) e nimero de
células (c) T CD4" IFN-y* no bago dos animais C57BL/6 e P2X7" nao-infectados (0d) e com 7 dias de
infecgdo. **, p < 0,01 em relagdo aos numeros do controle (0d). A barra indica a diferenga entre
C57BL/6 e P2X7"". Dados representativos de um experimento realizado (n=3).



Plots representando a detecc&o intracelular de IL-10 nas células CD11c¢” nos animais n&o-infectados
(0d) e ao 7° dia de infeccdo (7d) (a). Frequéncia (b) e nimero de células (¢) CD11¢” IL-10" no bago
dos animais C57BL/6 e P2X7". Plots representando a detecgao intracelular de IL-10 nas células
F4/80" (d). Frequéncia (e) e numero de células (f) F4/80 IL-10" no bago dos animais C57BL/6 e
P2X7" ndo-infectados e com 7 dias de infecgéo. **, p <0,01 e **, p <0,001 em relagdo aos numeros
dos camundongos néo-infectados (0d). As barras indicam a diferenga entre C57BL/6 e P2X7". Dados
representativos de um experimento realizado (n=3).
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Tais resultados sugerem que haja uma resposta deficiente dos camundongos
P2X7" em relagdo a producao das citocinas IFN-y, IL-10 e TNF-a, uma vez que
foram observadas menores concentragcdes de IFN-y na cultura de células extraidas
do baco destes animais, além da presenca de menos células produtoras das trés
citocinas referidas, com excec¢ao das células F4/80 produtoras de TNF-a. As
citocinas avaliadas podem exercer efeito sobre os fagdcitos (IFN-y) ou serem
produzidas pelos mesmos (IL-10 e TNF-a), de modo que a ativagdo das populagdes
fagociticas pode estar sendo deficiente e, consequentemente, a producdo de

citocinas subsequente também pode ser atingida, produzindo uma resposta efetora
falha.

Figura 10 - Producdo de IL-10 pelas populagbes fagociticas CD11c” e F4/80" do
baco de camundongos C57BL/6 e P2X77 no 7° dia de infecgdo pelo
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Figura 11 - Produgdo de TNF-a pelas populacdes fagociticas CD11c” e F4/80" do
baco de camundongos C57BL/6 e P2X7"" no 7° dia de infecgéo pelo P.
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Plots representando a detecgao intracelular de TNF-a nas células CD11¢” nos animais n&o-infectados
(0d) e ao 7° dia de infecgéo (7d) (a). Frequéncia (b) e numero de células (c) CD11¢” TNF-a* no bago
dos animais C57BL/6 e P2X7". Plots representando a detecgao intracelular de TNF-a nas células
F4/80" (d). Frequéncia (e) e nimero de células (f) F4/80" TNF-a* no bago dos animais C57BL/6 e
P2X7" ndo-infectados e com 7 dias de infecgdo. **, p < 0,01 e **, p < 0,001 em relagdo aos numeros
dos camundongos néo-infectados (0d). As barras indicam as diferengas entre C57BL/6 e P2X77".
Dados representativos de um experimento realizado (n=3).
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4.5 Analise fenotipica das populagoées de células que infiltram o figado dos

camundongos C57BL/6 e P2X77" em resposta a infeccao pelo P. chabaudi

Apesar do bago ser o 6rgéo linfoide fundamental na resposta a malaria,
estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa observaram grandes
diferengas na necrose hepatica decorrente da malaria experimental entre os animais
C57BL/6 e P2X7". A fim de avaliar a reposta imune no figado na malaria
desenvolvida pelos animais C57BL/6 e P2X7"", analisamos as populacdes de células
do sistema imunolégico presentes neste 6rgao destas duas linhagens de
camundongos.

Na Figura 12 pode-se observar a analise fenotipica realizada para estudo das
populagdes de linfocitos T CD4" e T CD8" e de fagocitos F4/80%, CD11b™ Ly6C" e
CD11b* Ly6G" no figado dos animais C57BL/6 e P2X7" nao-infectados e no dia 7
pos-infeccdo pelo P. chabaudi. A Figura 12 ilustra o menor numero de células
encontrado na quantificagao destas populagdes no figado e apresentado em graficos
na Figura 13. Assim como foi visto no bago, o numero total de células do figado dos
animais P2X77 é significativamente menor do que o nimero de células encontrado
no figado dos animais C57BL/6 no 7° dia pés-infecgao (Figura 13a). As populacdes
CD4" e F4/80" seguiram o mesmo comportamento, apresentando-se em numeros
significativamente menores no figado dos animais knockouts 7 dias apos a infec¢ao
pelo P. chabaudi (Figuras 13b e 13d). Embora ndo tenha sido encontrada
significancia estatistica, as populacées CD8* e CD11b* Ly6C"9" apresentaram uma
tendéncia a possuir menor numero de células no figado dos animais P2X7" em
relacdo aos C57BL/6, no 7° dia pos-infecgdo (Figuras 13c e 13e). A populagao
CD11b" Ly6G™ apresentou um comportamento contrario as demais populagbes, com
os animais P2X7" possuindo maior nimero de células no figado dos animais na
auséncia da infecgao, fendmeno que também havia sido observado no bago, e sem
uma diferenca no numero de células no dia 7 pos-infeccdo (Figura 13f). A
fenotipagem das populagdes celulares do figado obteve resultados que
reproduziram o padrao de menor numero de células visto também no bago dos

animais P2X77", com excec&o da populagdo CD11b" Ly6G".
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Figura 12 - Analise fenotipica utilizada na citometria de fluxo para estudo
populacional dos linfocitos e fagdcitos do figado de animais C57BL/6
e P2X7" nao-infectados (0d) e no 7° dia pés-infeccédo pelo P.
chabaudi
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Gates utilizados para andlise das populagdes de células que expressavam os marcadores de
linfécitos CD4 e CD8 (a), o marcador de fagdcitos F4/80 (b), e que expressavam concomitantemente
os marcadores de fagécitos CD11b e Ly6C (¢) e CD11b e Ly6G (d) nos animais C57BL/6 e P2X7"
nao-infectados e apds 7 dias de infeccdo. Os numeros representam as frequéncias destas
populagcdes. Dados representativos de um experimento realizado (n=3).
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Figura 13 - Numero de células totais, de linfécitos que expressam CD4 e CD8, e de
fagécitos que expressam F4/80, CD11b, Ly6C e Ly6G no figado de
camundongos C57BL/6 e P2X7" + controle (0d) e no 7° dia de infecgéo
(7d) pelo P. chabaudi
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5 DISCUSSAO

A fim de avaliar a importancia do receptor P2X7 no modelo experimental de
malaria, foi inicialmente realizada uma descricdo das manifestagdes clinicas da
doenga desenvolvida pelos camundongos knockouts para este receptor frente a
infeccdo pelo P. chabaudi. Esta é a primeira vez que é realizada uma descricdo
destas manifestacbes no curso da infeccdo por P. chabaudi em camundongos
P2X77, comparando-os aos C57BL/6, para os quais ja é descrita a queda da
temperatura, peso e concentragdo de hemoglobina no sangue apds o pico de
parasitemia [48]. Os camundongos knockouts, portanto, mostraram-se mais
suscetiveis a infecgdo, que chegou a ser letal para 80% dos animais, apresentando
maiores parasitemias e manifestacdes clinicas, como a queda mais acentuada de
peso e temperatura corporais, assim como da concentracdo de hemoglobina sérica.
De forma semelhante, os camundongos P2X7" sZo mais suscetiveis a
toxoplasmose aguda, perdendo peso de forma mais rapida e mais acentuada do que
os animais C57BL/6 [49], exemplificando um papel importante do receptor P2X7 na
suscetibilidade a mais uma doenca parasitaria. Além disso, acredita-se que
mutacdes que levem a perda de fungcdo do receptor P2X7 aumentam a
suscetibilidade de seres humanos a infecgbes pela bactéria intracelular Chlamydia
trachomatis, ja tendo sido demonstrado que macrofagos murinos deficientes para o
P2X7 apresentam falha na eliminacao desta bactéria [50].

Sabe-se que grande parte das manifestagdes clinicas e complicagbes da
malaria sdo devidas principalmente a fatores decorrentes da resposta imunoldégica, a
qual também é fundamental para a protegao contra a doenca [22]. Além disso, como
ja foi citado anteriormente, praticamente todas as células do sistema imune
expressam o receptor P2X7 em sua superficie [24], o que sugere que estas células
sejam, de alguma forma, vulneraveis as diferentes acdes do ATP liberado pelo
eritrocito. A Figura 3 mostrou que a permeabilizagdo in vitro de macréfagos
derivados de medula 6ssea pelo ATP extracelular € dependente do P2X7, uma vez
que os macréfagos de camundongos P2X77 mantiveram sua permeabilidade,
mesmo quando expostos a concentracbées muito altas de ATP, enquanto que os
macrofagos derivados de camundongos C57BL/6 apresentaram altas taxas de
incorporagdo de brometo de etidio, demonstrando uma permeabilizacdo dose-

dependente ao ATP. O aumento da sensibilidade ao ATP extracelular causado pela
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pré-exposi¢cao dos macrofagos ao LPS, agonista de TLR4, ja havia sido descrito por
Le Freuve et al. [51], corroborando com os dados aqui apresentados em relagao ao
LPS. O mesmo aumento foi observado na presenga dos eritrocitos parasitados,
indicando que os macrofagos que entram em contato com o parasito sdo mais
sensiveis a sinalizacdo do ATP do que aqueles que entraram em contato com
eritrocitos nao-infectados. Vale lembrar que foi observado pelo nosso grupo de
pesquisa que a concentracdo sérica de ATP extracelular aumenta apds o
rompimento dos eritrécitos e liberagdo dos merozoitas (Salles et al., manuscrito em
preparagao), o que sugere que este ATP pode, portanto, exercer efeitos importantes
nos fagocitos presentes na resposta a infecgao. Para verificar se os fagocitos que
entraram em contato com os eritrocitos parasitados no contexto da infecgcdo no
camundongo, foi realizado o ensaio de permeabilizacdo ex vivo, o qual apresentou
resultados que corroboraram com o aumento da sensibilidade das células fagociticas
estimuladas com o parasito ao ATP. Ja foi descrito o aumento da expressao de
P2X7 em mondcitos em resposta a estimulos proé-inflamatérios, como IFN-y, TNF-a
e ao proprio sinal do LPS [52]. Mais estudos s&o necessarios para determinar se a
causa desta maior suscetibilidade ao ATP se deve ao aumento da expressao do
receptor P2X7 ou a outros fatores, no entanto, os resultados apresentados permitem
concluir que a infecgao pelo P. chabaudi torna as células fagociticas mais sensiveis
ao ATP presente no meio extracelular, e consequentemente, aos efeitos da
sinalizagao via P2X7 pela ligagado ao ATP.

Os mecanismos por tras da resposta deficiente dos animais P2X7" sao
desconhecidos, e em busca de elucida-los, passamos a estudar o bago destes
animais ao longo da infecgdo pelo P. chabaudi. Sabendo-se da importédncia dos
fagécitos do bago no controle da parasitemia e, consequentemente, na formagao da
resposta imunoldgica ao Plasmodium, buscou-se estudar as populagbes que
expressam os marcadores CD11c, F4/80, CD11b, Ly6C e Ly6G presentes
normalmente em células dendriticas, macrofagos, mondcitos e neutrofilos [47, 53]. O
aumento no numero total de células do baco dos camundongos C57BL/6
apresentado na Figura 5a esta de acordo com o que ja é descrito para a
celularidade do baco no 7° dia de infecgdo pelo P. chabaudi [54, 55]. Da mesma
forma, o aumento do numero das células CD11c* e F4/80" no 7° dia de infeccéo no
baco dos camundongos C57BL/6 também ja havia sido descrito por Leisewitz et al.

[54]. Os camundongos P2X77 também apresentaram um aumento no numero de
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células totais do baco, porém de forma muito menos expressiva do que o0s animais
C57BL/6, o que resultou em uma diferenga significativa no numero de células do
baco entre as duas linhagens no dia 7 pos-infecgdo. Assim como para a celularidade
total, o numero de fagdcitos CD11c” e F4/80" também foi menor no bago dos
animais knockouts ao 7° dia de infecgao. Experimentos realizados a fim de avaliar o
infiltrado inflamatdrio na obstrucao renal constataram menor nimero de macréfagos
F4/80" infiltrados no rim dos animais P2X7" quando comparado aos animais
C57BL/6 [56], o que consiste em mais um exemplo de contexto inflamatério onde os
animais P2X7”" apresentam menos células fagociticas. A mesma diferenca em
numero de células vista para as populagbes CD11c” e F4/80" n&o foi observada no
caso da populacdo CD11b" total do baco dos animais. Analisando-se
separadamente as subpopulagées CD11b", vimos que a populagdo CD11b" Ly6Chigh
nao apresentou grandes diferengas em numero de células entre os camundongos
C57BL/6 e P2X7™" nos animais controle, e apresentou apenas uma leve tendéncia a
um menor numero de células no bago dos animais knockouts apés 7 dias de
infecgcdo. Sponaas et al. mostraram que somente apds 10 dias de infeccéo pelo P.
chabaudi é visto um aumento significativo no numero de mondcitos [57]. Diante
disto, podemos sugerir que a diferenga encontrada no numero de células das
populacdes CD11c* e F4/80" entre os animais C57BL/6 e P2X7™ apareca para esta
populacdo CD11b* Ly6C"" apenas apés 10 dias de infecgdo, uma vez que é nesse
periodo que esta populacdo aumenta seu numero de células de modo expressivo
neste modelo de infec¢do no animal C57BL/6. Ja para a populagdo CD11b* Ly6G*
observamos um comportamento contrario as demais populagdes celulares. Tanto
nos animais nao-infectados, como apos 7 dias de infeccdo pelo P. chabaudi, foi
observada uma tendéncia a um maior numero de células desta populagcdo no baco
dos animais P2X7"" em relacdo aos animais C57BL/6. Talvez este seja o principal
fator que levou a auséncia de diferenca no numero de células entre as duas
linhagens para a populagdo CD11b" total no bago apos 7 dias de infecgéo. O efeito
de aumento no numero de neutréfilos em resposta a infecgcdo nos camundongos
P2X77 foi um achado inesperado, uma vez que dados da literatura costumam
associar a auséncia do receptor P2X7 a reducao do infiltrado inflamatério, incluindo
os neutrdfilos, como, por exemplo, descreveu Riteau et al. no caso da inflamacgao e
fibrose pulmonar induzida [58]. Uma hipotese formulada para este resultado é a

influéncia do receptor P2X7 na morte celular dos neutréfilos. Como ja foi citado
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anteriormente, o P2X7 é um receptor envolvido também na morte celular, e diante do
fato de os neutrofilos serem células de meia-vida curta, talvez a morte celular
envolvida na renovagao neutrofilica esteja relacionada com a sinalizagdo via
receptor P2X7, de forma que esta renovagéo seja prejudicada e um maior numero
de neutréfilos se acumule no organismo. Diversos estudos adicionais sé&o
necessarios para avaliar esta hipotese, e estes estdo inclusos nos planos do grupo
de pesquisa para elucidar o fendmeno encontrado. Em relagdo ao numero de
células, avaliamos também as populag¢des leucocitarias presentes no figado em
resposta a infeccdo pelo P. chabaudi, encontrando um padrdo fenotipico muito
semelhante ao encontrado no bago dos animais C57BL/6 e P2X7"". Além dos
fagdcitos, foi analisado também o numero de células pertencentes a linhagem
linfoide, os linfocitos T CD4™ e os linfocitos T CD8", os quais apresentaram o mesmo
padrdo de numero inferior de células presente no figado dos animais P2X7". O
aumento do numero de células T CD4" e T CD8" no figado no 7° dia de infecgdo pelo
P. chabaudi ja foi descrito por Mastelic et al., corroborando com os dados aqui
apresentados para os animais C57BL/6 [59]. Assim como foi apresentado para o
baco, as populacdes fagociticas F4/80" e CD11b* Ly6C"9" possuiam menor ntimero
de células nos animais knockouts em comparagdo aos C57BL/6 no figado 7° dia
pos-infeccdo. Além disso, dados do nosso grupo de pesquisa que nao foram aqui
apresentados também indicam menor nimero de células T CD4" e T CD8" no baco
dos animais P2X7”, de forma a corroborar com a correlacdo encontrada entre o
baco e o figado para os fagécitos. Por fim, o fenbmeno encontrado para a populagao
CD11b" Ly6G" no bago, também se repetiu no figado, porém de maneira menos
proeminente no 7° dia de infecgao, de forma que a hipotese pode se estender para
todo o sistema do camundongo P2X77, uma vez que o neutréfilo € uma célula
circulante. Foi observado, portanto, no figado e no bago, com excegéo da populagéao
CD11b" Ly6G", uma deficiéncia em numero das células do sistema imunoldgico no
camundongo P2X7". Toda essa resposta celular deficiente, com menor nimero de
fagécitos presentes no bago e figado, pode ser uma das causas da parasitemia
persistente e até com maiores niveis nos animais P2X77" quando comparados aos
animais C57BL/6 na infeccdo pelo P. chabaudi, embora seja necessario avaliar

outros aspectos da resposta destes animais para confirmar esta hipotese.
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A ativagao celular dos fagdcitos € essencial para que estes executem suas
funcdes efetoras de eliminagdo do patdgeno e apresentacdo antigénica de forma
funcional. Desta forma, avaliamos a expressdo das moléculas CD80 e MHC Il nas
populagdes fagociticas CD11¢*, CD11b" e F4/80" do bago. Conforme apresentado, a
populagdo CD11c” apresentou aumento nos niveis de CD80 em resposta a infecgéo,
porém este aumento se deu de forma equivalente para ambas as linhagens C57BL/6
e P2X77". A expressdo de MHC Il nesta populagdo CD11¢* se manteve constante na
auséncia e na presenca da infeccdo e sem diferenca entre os animais C57BL/6 e
P2X77. Ja a populagdo CD11b* do baco dos animais C57BL/6 apresenta um
aumento na expressdo de CD80 no 7° dia de infecgdo em relagdo aos animais nao
infectados e uma manutengao dos niveis de expressao de MHC Il ja apresentados
nos animais ndo infectados. No modelo murino de infec¢cdo pelo P. yoelli, foi
observado o aumento da expressdo de CD80 e MHC Il pela populagdo CD11b" ao
longo da infecgéo [60]. No entanto, a populagdo CD11b* do bago dos camundongos
P2X7”" mostrou-se menos ativa quando comparada a mesma populagdo dos
animais C57BL/6, expressando menores niveis de CD80 no 7° dia de infecgédo. O
fendmeno encontrado no caso da populacao F4/80 foi o de reducéo da expressao de
CD80 em resposta a infeccdo, com as células F4/80" do baco dos animais C57BL/6
e P2X7" expressando niveis significativamente menores no 7° dia de infeccdo em
comparag¢ao aos animais nao-infectados. Entretanto, os niveis de CD80 expressos
no 7° dia de infecgédo pelas células F4/80" dos animais C57BL/6 apresentaram-se
ainda significativamente menores do que aqueles expressos pelas células dos
animais P2X7”, indicando que, se a resposta a infecgcdo implica em redugcdo da
expressao de CD80 por esta populacdo celular, as células dos animais C57BL/6
estao respondendo de maneira mais adequada. Em relagao a expressao de MHC I,
foi observado o mesmo fendbmeno de redugao da expressao em resposta a infecgao,
no entanto, ndo foram observadas diferengcas na expressao de MHC Il entre as
células dos animais C57BL/6 e P2X7". Nao foi possivel observar influéncia do
receptor P2X7 na expressdo de MHC Il nas populacdes CD11¢*, CD11b" e F4/80"
seja na expressao basal desta molécula nestas células ou em resposta a infecgéo
pelo P. chabaudi. Entretanto, a expressédo de CD80 pareceu sofrer influéncia da
sinalizacédo via receptor P2X7 nas populagcbes CD11b" e F4/80*. Wilhelm et al.
observaram que a estimulacdo pelo ATP leva ao aumento da expressao de CD80 e

CD86 nas células apresentadoras de antigeno tanto in vitro, como in vivo [61] e
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diversos estudos associam a sinalizacao via P2X7 com a ativacao de linfécitos T [41,
62], indicando que este receptor possui um papel na ativagdo celular e que, no
nosso modelo experimental de malaria, pode estar influenciando na ativagdo e
consequente aumento da expressdo de CD80 na populacdo CD11b" ou reducéo da
expressao desta mesma molécula na populacdo F4/80" do bago.

Sabendo-se que as células fagociticas podem atuar como apresentadoras de
antigeno e induzir a producdo de IFN-y pelas células T [60], consideramos
importante avaliar o estado de produgdo desta citocina nos camundongos
deficientes para o receptor P2X7. Nossos resultados sugerem que a producgao de
IFN-y é prejudicada na auséncia do P2X7, uma vez que a concentragcdo desta
citocina na cultura de fagdcitos do bago com células T CD4" de animais infectados €&
significativamente menor quando as células foram extraidas de animais P2X7” em
comparagao as células dos camundongos C57BL/6. Além disso, no bago de animais
com 7 dias de infeccdo também observamos um numero inferior de células T CD4"
produtoras de IFN-y nos camundongos P2X7"" em relacdo aos C57BL/6, o que pode
ser reflexo do numero total de células que ja é inferior nestes animais, assim como
de uma ativacao defeituosa destas células para a producéo de IFN-y pelos fagdcitos.
Muitos estudos ja mostraram que o IFN-y é produzido em altos niveis na fase aguda
dos modelos murinos de malaria, sendo uma citocina essencial no controle do pico
de parasitemia [18, 60, 63, 64]. Embora Miller et al. ndo observaram mudancgas na
producao de IFN-y em camundongos P2X7" infectados com Toxoplasma gondii [49],
estudos com inibidores do receptor P2X7 indicam que este receptor € capaz de
influenciar a producao e funcéo desta citocina [61, 65], assim como o apresentado
nos resultados. A reducdo do numero de células produtoras, assim como da
producao total, de IFN-y seria, portanto, um fator que favorece a piora no quadro da
malaria desenvolvida pelos animais P2X77".

A resposta a malaria envolve a producao de citocinas pro-inflamatérias, como
o TNF-q, para protecédo, porém também leva a producao de IL-10, com o intuito de
manter o balango entre a protegcédo ao parasito e a imunopatologia resultante de uma
resposta exacerbada [66]. A produgdo de TNF-a e IL-10 por mondcitos, macrofagos
e células dendriticas ja € conhecida [67-69], de forma que decidimos avaliar a
producao destas citocinas por estas populagbes fagociticas no bago dos animais
C57BL/6 e P2X7™ infectados pelo P. chabaudi. Assim como encontrado para o IFN-

y, 0 numero de células CD11¢c” e células F4/80" produtoras de IL-10 foi menor nos
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animais knockouts quando comparados aos C57BL/6, o que, mais uma vez, pode
ser reflexo da reducdo do numero total de células neste animais. Embora um
aumento na produgao de IL-10 pudesse justificar a redugédo na producéo de IFN-y e,
possivelmente, o aumento da suscetibilidade dos animais P2X7” & infeccéo, este
resultado n&o foi o encontrado e pode ser justificado pelo fato de a produgéao de IL-
10 poder ser regulada pelo IFN-y, assim como foi visto para macrofagos em resposta
ao LPS [70]. Apesar da baixa detecgdo intracelular, o numero de células CD11c”
produtoras de TNF-a acompanhou o0 mesmo comportamento no estudos das demais
citocinas, no entanto, estas células apresentaram-se também em menor frequéncia,
além de numero absoluto, no bago dos animais P2X7" em relacdo aos C57BL/6, o
que indica que este resultado n&o seja apenas uma consequéncia do numero total
de células menor nos animais knockouts. Ja a populacdo F4/80" produtora de TNF-a
n3o apresentou diferencas entre os animais C57BL/6 e P2X7"", o que pode ser
resultado de uma falha na detecgao intracelular desta citocina nesta populagao, ja
que os valores obtidos foram baixos. A producdo de TNF-a em altos niveis em
resposta a malaria € um evento bem descrito na literatura tanto nos modelos
murinos, como em humanos [71-73]. A influéncia do P2X7 na produgédo de TNF-a
também ja foi descrita por diversos autores, sendo que a ativagao deste receptor via
ATP parece ser capaz de induzir a producdo de TNF-a, o uso de inibidores do
receptor P2X7 leva a menor producdo desta citocina e individuos que apresentam
polimorfismos de perda de fungdo deste receptor apresentam menores niveis de
TNF-a no soro [74-76]. Tais estudos corroboram, portanto, com o resultado aqui
apresentado que sugere uma deficiéncia nas células CD11¢” produtoras de TNF-a

em camundongos P2X7™",
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6 CONCLUSAO

Em resumo, os resultados aqui apresentados sugerem que o ATP e,
consequentemente, o receptor P2X7 que o reconhece possuem papel importante na
malaria, o que pbéde ser observado na exacerbagdo da doenga nos camundongos
P2X77". Além disso, foi visto que os fagdcitos s&o células que sofrem efeito do ATP,
tornando-se ainda mais sensiveis a esses efeitos em resposta a infecgao pelo P.
chabaudi. Dentre estes efeitos, apresentamos uma deficiéncia no numero total de
células esplénicas e das populagdes fagociticas do bago em resposta a infecgdo nos
animais P2X7"', assim como no numero de células produtoras de citocinas
importantes para a resposta a malaria, como IL-10, TNF-a e IFN-y, com este ultimo
sendo produzido em menor quantidade pelas células deficientes para o receptor
P2X7. Estudos fenotipicos de expressao de moléculas relacionadas a ativacao de
fagécitos indicaram que o receptor P2X7 parece ter um papel na expresséo de CD80
pelas células fagociticas do bago na resposta a infecgdo, o que pode implicar em
defeitos na ativagdo da resposta, ja deficiente em numero de células. Por fim,
também foi verificado que, ndo apenas no bago, mas também no figado, a

-

deficiéncia no numero de células nos animais P2X7"" acomete as populacdes de

fagoécitos e de linfocitos.

Tais observacdes permitem inferir que os animais P2X7™"

apresentam uma
resposta imunologica deficiente ao P. chabaudi de forma geral, representada
principalmente pelo menor numero de células esplénicas e no figado, o que leva a
menor producao de citocinas e outras moléculas efetoras nestes animais, de modo
que ndo conseguem combater a infeccdo de maneira eficiente, apresentando um
quadro mais severo da doenga, incluindo letalidade, em relagdo aos animais

C57BL/6.
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