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RESUMO 

A tuberculose (TB) grave está associada a uma condição altamente inflamatória que 

resulta em lesões necróticas no pulmão e disseminação bacteriana. O estímulo massivo 

de P2X7 mediada por adenosina trifosfato (ATP) em casos hiperinflamatórios agrava a 

pneumonia pulmonar e a necrose, contribuindo para a rápida progressão da doença. A 

CD39, uma proteína de membrana expressa por células imunes e endoteliais, fosfo-

hidrolisa ATP extracelular em adenosina difosfato (ADP) e ADP em adenosina 

monofosfato (AMP) para gerar adenosina (ADO). A atividade de ATPase da CD39 

regula a função e morte das células imunes mediadas por P2X7 e induz respostas 

imunes regulatórias e supressoras através da geração de ADO. Assim, como um fator 

limitante entre o acúmulo de ATP e a geração de ADO, a CD39 pode moldar a qualidade 

da resposta imune. Neste estudo, avaliamos como a CD39 modula a resposta imune à 

infecção por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) hipervirulenta. Em nosso modelo de TB 

experimental em camundongos C57BL/6, foi observado que a CD39 é mais expressa 

por células imunes do que por células estruturais do pulmão e que sua expressão é 

upregulada em células imunes na fase aguda de infecção. Dentre as células imunes 

infiltradas no pulmão, macrófagos são as células que mais expressam CD39 no pulmão 

de animais infectados. A infecção de macrófagos derivados de medula óssea (MDMO) 

por Mtb in vitro mostra que os macrófagos derivados da medula óssea Entpd1-/- são 

mais suscetíveis à morte celular e liberação extracelular de micobactérias. A deficiência 

de CD39 induz TB letal associada com extensas áreas de necrose e pneumonia em 

camundongos infectados com Mtb altamente virulenta. Mesmo em doses mais baixas 

de infecção, os camundongos Entpd1-/- infectados são mais susceptíveis à perda de 

peso corporal e possuem maior carga bacteriana nos pulmões comparados a 

camundongos C57BL/6. Extensas áreas necróticas com maior número de Mtb 

extracelular em camundongos Entpd1-/- infectados, indicam que a maior susceptibilidade 

de macrófagos à morte celular, somado ao aumento da migração de neutrófilos para o 

pulmão pode acarretar em progressão rápida das lesões necróticas. O aumento das 

lesões inflamatórias no fígado e remodelamento da morfologia do baço indicam que 

camundongos Entpd1-/- infectados são mais susceptíveis ao desenvolvimento de lesões 

extrapulmonares. Níveis elevados de citocinas inflamatórias (IL-1β, TNF-α, IL-12, IL-6 e 

IFN-γ) nos pulmões indicam que camundongos Entpd1-/- infectados também são mais 

susceptíveis ao desenvolvimento do quadro hiperinflamatório. Estes resultados 

demonstram que a atividade ATPase do CD39 atenua a condição altamente inflamatória 

induzida pela infecção por Mtb, controlando o dano pulmonar e aumentando a sobrevida 

do camundongo.  



ABSTRACT  

Severe tuberculosis (TB) is associated with a hyperinflammatory condition that results in 

necrotic lung lesions and bacterial spread. Massive adenosine triphosphate (ATP)-

mediated P2X7 stimulation in hyperinflammatory cases exacerbates pulmonary 

pneumonia and necrosis, contributing to rapid disease progression. CD39, a membrane 

protein expressed by immune and endothelial cells, phosphohydrolase extracellular ATP 

to adenosine diphosphate (ADP) and ADP to adenosine monophosphate (AMP) to 

generate adenosine (ADO). CD39 ATPase activity regulates P2X7-mediated immune 

cell function and death and induces regulatory and suppressive immune responses 

through ADO generation. Thus, as a limiting factor between ATP accumulation and ADO 

generation, CD39 can shape the quality of the immune response. This study evaluated 

how CD39 modulates the immune response to hypervirulent Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb) infection. We observe that in our experimental TB model in C57BL/6 mice, CD39 

is more expressed by immune than by structural cells of the lung. Also, the CD39 

expression is upregulated in immune cells in the acute phase of infection. Among the 

immune cells, macrophages are the cells that most express CD39 in the lungs of infected 

animals. The in vitro infection of bone marrow-derived macrophages (BMDM) by Mtb 

shows that Entpd1-/- BMDMs are more susceptible to cell death and extracellular release 

of mycobacteria. CD39 deficiency induces lethal TB associated with extensive necrosis 

areas and pneumonia in mice infected with highly virulent Mtb. Even at lower doses of 

infection, Entpd1-/- mice are more susceptible to body weight loss and have a higher 

bacterial load in the lungs compared to C57BL/6 mice. Extensive necrotic areas with 

greater numbers of extracellular Mtb in infected Entpd1-/- mice indicate that the increased 

susceptibility of macrophages to cell death, added to the increased migration of 

neutrophils to the lung, can lead to rapid progression of necrotic lesions. The increased 

inflammatory lesions in the liver and spleen remodeling indicate that infected Entpd1-/- 

mice are more susceptible to the development of extrapulmonary TB lesions. Elevated 

inflammatory cytokine and chemokine levels in the lungs indicate that infected Entpd1-/- 

mice are also more susceptible to the development of the hyperinflammatory condition. 

These results demonstrate that CD39 ATPase activity attenuates the hyperinflammatory 

condition induced by Mtb infection, controlling lung damage and increasing mouse 

survival. 
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1.1. A tuberculose 

A TB é uma doença granulomatosa infectocontagiosa que afeta principalmente 

os pulmões (TB pulmonar), mas também afeta outros órgãos do corpo, como 

ossos, rins e olhos (TB extrapulmonar) (JAYACHANDRAN; 

SUNDARAMURTHY; COMBALUZIER; MUELLER et al., 2007). O principal 

patógeno da tuberculose humana é o Mtb, entretanto a doença também pode 

ser causada por outras espécies de Mycobacterium, como Mycobacterium bovis 

(Mbv) e Mycobacterium africanum (KAUFMANN; BAUMANN; NASSER EDDINE, 

2006) (KAUFMANN, 2006).  

O Mtb é uma micobactéria de crescimento lento com um tempo de proliferação 

entre 12 a 24h em condições ideais. Uma característica importante do Mtb é a 

estrutura da parede celular, que fornece uma barreira impermeável 

excepcionalmente resistente à compostos nocivos e drogas, o que desempenha 

um papel fundamental para a virulência (DELOGU; SALI; FADDA). Os sistemas 

de secreção de proteínas também são fatores determinantes para a virulência 

de micobactérias patogênicas. Em Mtb foram identificados cinco sistemas de 

secreção do tipo 7 (ESX1-5), sendo o ESX1 o mais bem caracterizado dentre 

eles (ABDALLAH; GEY VAN PITTIUS; CHAMPION; COX et al., 2007). O Mtb 

usa esse sistema de secreção ESX1 para se transportar do fagossomo para o 

citosol de macrófagos infectados, onde pode persistir em um ambiente protegido 

(ROMAGNOLI; ETNA; GIACOMINI; PARDINI et al., 2012; VAN DER WEL; 

HAVA; HOUBEN; FLUITSMA et al., 2007). ESX1 secreta entre muitos antígenos, 

ESAT-6 e CFP-10, duas pequenas proteínas altamente imunogênicas que são 

base dos interferon-gamma release assays (IGRAs), utilizados no diagnóstico 

imunológico da infecção por Mtb em humanos (DIEL; GOLETTI; FERRARA; 

BOTHAMLEY et al., 2011).  

Cepas modernas de Mtb como as do genótipo Beijing demonstraram possuir 

maior virulência do que micobactérias ancestrais. Em camundongos infectados 

com micobacterias modernas do gentótipo Beijing, foi observada ampla lesão 

tecidual e baixa sobrevivência dos modelos animais comparado à camundongos 

infectados com cepas ancestrais deste genótipo (RIBEIRO; GOMES; AMARAL; 

ANDRADE et al., 2014). Há ainda uma preocupação de que o genótipo de Beijing 
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possa ter uma predileção por desenvolver resistência a medicamentos 

(EBRAHIMI-RAD; BIFANI; MARTIN; KREMER et al., 2003). 

1.2. Epidemiologia da TB 

Apesar de ser uma doença curável e evitável, a TB continua sendo um grande 

problema de saúde pública, sendo considerada uma das principais causas de 

morte por um único patógeno em todo o mundo (ORGANIZATION, 2020). No 

ano de 2020, foram relatados cerca de 10 milhões de novos casos e 

aproximadamente 1,4 milhões de mortes globalmente (ORGANIZATION, 2020) 

(Figura 1).  

 

Figura 1. Incidência mundial da tuberculose em 2020, (Global Tuberculosis Report, WHO, 
2021). 

A alta incidência de pacientes portadores do vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) e o surgimento de micobactérias resistentes a múltiplas drogas são alguns 

dos fatores que colaboram para o aumento da prevalência da doença (YOUNG; 

PERKINS; DUNCAN; BARRY, 2008). A vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin), 

cepa atenuada de Mbv é o método de prevenção mais utilizado. Apesar de 

proteger crianças e recém-nascidos contra as formas graves da TB primária, a 

vacina não previne a doença pulmonar em adultos de forma satisfatória e, 
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portanto, não contribui para a redução do número de pessoas acometidas pela 

doença mundialmente (KAUFMANN; HUSSEY; LAMBERT, 2010). 

O tratamento é feito preferencialmente com um coquetel de três antibióticos (o 

coquetel- RIP) por um período de seis meses que inclui as drogas: Rifampicina 

(R), Isoniazida (I) e Pirazinamida (P). A esse coquetel pode ser adicionado o 

antibiótico Estreptomicina ou Etambutol, que também são drogas de primeira 

linha. Para tratar pacientes com TB resistente a múltiplas drogas (TB-RMD), são 

utilizadas drogas de segunda-linha, injetáveis, como Capreomicina, Canamicina 

ou Amicacina, e um grupo de fluoroquinolonas (por exemplo, Ciprofloxacina) que 

possuem maiores efeitos colaterais e devem ser administradas por mais tempo. 

Em casos de TB-RMD, as opções de tratamento são bastante limitadas 

(SACCHETTINI; RUBIN; FREUNDLICH, 2008), o que reforça a necessidade de 

elaboração de novas estratégias terapêuticas. 

1.3. Resposta imune ao Mtb 

O Mtb é transmitido pelo ar quando a pessoa com TB pulmonar ativa expele o 

bacilo junto com gotículas de saliva ao falar ou tossir. Uma pessoa saudável se 

infecta ao inalar as gotículas contendo os bacilos, que migram pelo trato 

respiratório até chegar aos alvéolos pulmonares, onde podem infectar ou serem 

eliminados por macrófagos alveolares, neutrófilos e células dendríticas (Figura 

2.1A/1B/1C) (GRIFFITHS; NYSTRÖM; SABLE; KHULLER, 2010; KAUFMANN, 

2012). 

Até o início da imunidade adquirida, os macrófagos permanecem relativamente 

permissivos ao Mtb intracelular. Isso é identificado como um período de 

replicação bacteriana exponencial (RUSSELL; CARDONA; KIM; ALLAIN et al., 

2009). Os bacilos proliferam logaritmicamente nos macrófagos alveolares e 

células dendríticas e induzem a produção de mediadores inflamatórios tais como 

TNF-α, IL-6, IL-12, IL-1α e IL-1β que ativam macrófagos e induzem a degradação 

da micobactéria (SCHAIBLE; STURGILL-KOSZYCKI; SCHLESINGER; 

RUSSELL, 1998). As células dendríticas ativadas migram para os linfonodos 

drenantes através dos vasos linfáticos e apresentam os antígenos 

micobacterianos para as células T (Figura 2.2 e 2.3) (GRIFFITHS; NYSTRÖM; 

SABLE; KHULLER, 2010). 
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As células T se ativam através da apresentação de antígenos de Mtb no MHC 

classe I e classe II na superfície de células apresentadoras de antígenos. Uma 

vez ativados, os linfócitos efetores antígeno-específicos proliferam e adentram 

na circulação sanguínea. Estas células migram para as áreas primárias de 

infecção no pulmão 15-18 dias após a infecção, sinalizadas pela produção local 

de quimiocinas (REILEY; CALAYAG; WITTMER; HUNTINGTON et al., 2008) 

(Figura 2.4).  

 

Figura 2. Resposta imune durante a infecção por Mtb (O’garra et al., 2013) 

Os linfócitos CD4+, CD8+ e γδT desempenham um papel importante na proteção 

contra a Mtb (KAUFMANN, 2001). As células T CD4+ produzem mediadores 

imunes como IFN-γ, linfotoxina alfa e IL-2 como estímulo autócrino para 

proliferação (ROACH; BRISCOE; SAUNDERS; FRANCE et al., 2001). As células 

T CD8+ e as células γδT liberam granzimas e perforinas que exercem um efeito 

direto sobre os macrófagos infectados através de mecanismos independentes e 

dependentes de FasL. As células T reconhecem os antígenos de Mtb (ESAT-6 

e Mtb-39) que estimulam a produção de IFN-γ e TNF-α (CACCAMO; SIRECI; 

MERAVIGLIA; DIELI et al., 2006; FENHALLS; STEVENS; BEZUIDENHOUT; 

AMPHLETT et al., 2002). O IFN-γ e o TNF-α produzidos pelos linfócitos T ativam 

macrófagos e potencializam a sua atividade microbicida, induzindo a eliminação 

do bacilo intracelular (Figura 2.5 e Figura 3) (KAUFMANN, 2001; PANDEY; 

SASSETTI, 2008). 
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O acúmulo de células imunes no foco da infecção inicia a formação do 

granuloma. A arquitetura do granuloma é caracterizada pela agregação de 

células T, neutrófilos, células epitelioides e macrófagos infectados que contêm a 

disseminação da Mtb, mantendo-a em um estado latente e impedindo sua 

propagação (Figura 4) (SAUNDERS; BRITTON, 2007; TSAI; CHAKRAVARTY; 

ZHU; XU et al., 2006). A latência é considerada a marca registrada da imunidade 

protetora, atribuída classicamente à atividade coordenada das respostas das 

células T CD4+ e ao sucesso em aproximadamente 90% dos indivíduos 

infectados em controlar a disseminação das micobactérias (PHILIPS; ERNST, 

2012).  

 

 

Figura 3. Principais características da tuberculose: da infecção à defesa do hospedeiro 
(Kaufmann et al., 2001). 
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Em humanos, na periferia de granulomas maduros são encontrados também 

fibroblastos associados às fibras de colágeno. A inflamação na TB é 

acompanhada do aumento do número de fibroblastos e da atividade fibroblástica 

(SHKURUPIY; KIM; POTAPOVA; CHERDANTSEVA et al., 2014). Estas células 

produzem feixes de colágeno formando uma cápsula fibrótica que separa as 

bactérias do tecido circundante. Este processo é uma consequência da secreção 

de citocinas por células intragranulomatosas (AZOUZ; RAZZAQUE; EL-

HALLAK; TAGUCHI, 2004). As citocinas pró-inflamatórias IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-

12, IL-17 e IL-23 e quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL5, CXCL8 e CXCL10 

possuem um papel fundamental, tanto para a formação e estabilidade do 

granuloma, quanto para o recrutamento de células inflamatórias para o foco da 

infecção (KHADER; BELL; PEARL; FOUNTAIN et al., 2007; PETERS; ERNST, 

2003; SAUNDERS; BRITTON, 2007). 

A reativação da TB acontece em cerca de 5 a 10% da população infectada, 

devido a fatores como imunossupressão, que pode ser induzida por coinfecções 

como ocorre em alguns pacientes HIV-TB+, por exemplo. A infecção ativa avança 

devido à falha na resposta imunológica do hospedeiro em consequência ao 

comprometimento da resposta de células T nestes pacientes (CORBETT, 2003; 

KWAN; ERNST, 2011). Desta forma o granuloma não é capaz de conter a 

Figura 4. Estrutura e constituintes celulares do granuloma tuberculoso (Ramakrishnan et 
al., 2012) 
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infecção, ocorrendo uma rápida disseminação do Mtb através do tecido 

pulmonar. A rápida disseminação bacteriana contribui para necrose das células 

infectadas (BHATT; SALGAME, 2007).  A liberação de padrões moleculares 

associados à dano (DAMPs) ou alarminas durante infecções podem 

potencializar a resposta inflamatória e migração de células imunes para o foco 

inflamatório (DI VIRGILIO, 2015; MCDONALD; PITTMAN; MENEZES; HIROTA 

et al., 2010). A resposta inflamatória persistente pode levar leva à um quadro 

hiperinflamatório que agrava as lesões necróticas intraganulomatosas, 

contribuindo para uma rápida disseminação da doença (ALMEIDA; VENTURA; 

AMARAL; RIBEIRO et al., 2017). 

A pneumonia provocada pela inflamação exacerbada, juntamente com a necrose 

intragranulomatosa são descritos como fatores associados ao agravamento da 

TB pulmonar (DHEDA; BOOTH; HUGGETT; JOHNSON et al., 2005; DORHOI; 

KAUFMANN, 2016). Esses fatores são as principais causas de mortalidade de 

adultos com tuberculose aguda não tratada.  As lesões necróticas disseminadas 

contribuem para a perda de função pulmonar e fornecem um nicho seguro para 

as micobactérias, uma vez que limitam a penetração de leucócitos e antibióticos 

(ORME; ROBINSON; COOPER, 2015). Devido ao seu papel na disseminação 

bacteriana, bem como no dano tecidual, a necrose representa um potencial alvo 

terapêutico para intervenção na patogênese da TB (PAN; YAN; ROJAS; 

SHEBZUKHOV et al., 2005)  

1.4. Sinalização purinérgica  

O ATP extracelular (eATP), liberado durante a necrose tecidual, também pode 

ser liberado para o meio extracelular durante o estresse celular, em condições 

inflamatórias ou de hipóxia, ou até mesmo através dos canais de panexina-1, 

após ativação celular (BODIN; BURNSTOCK, 2001). O ATP é a molécula que 

inicia a cascata de sinalização purinérgica e pode ser reconhecido por receptores 

purinérgicos do tipo P2, como P2X e P2Y (BURNSTOCK, 2007). Os receptores 

P2Y são acoplados à proteína G e modulam eventos de sinalização de 

mensageiros secundários (FAAS; SÁEZ; DE VOS, 2017). Já os receptores P2X 

são canais da membrana plasmática que medeiam o influxo ou efluxo de vários 

cátions, como a entrada Ca+2. O receptor P2X7 se difere de todos os outros 
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subtipos P2X não apenas estruturalmente, mas também funcionalmente. O 

P2X7 possui sensibilidade de 10 a 100 vezes menor ao ATP, comparando aos 

demais receptores P2X. Isso sugere que o P2X7 funciona como um detector de 

“sinal de perigo” para altas concentrações de ATP que são liberadas durante o 

dano tecidual (LINDEN; KOCH-NOLTE; DAHL, 2019). O reconhecimento de 

eATP pelo receptor purinérgico P2X7 inicia uma variedade de cascatas de 

sinalização que desencadeiam eventos de ativação, migração, proliferação 

celular, produção de citocinas, dentre outros (ADINOLFI; PIZZIRANI; IDZKO; 

PANTHER et al., 2005). A ativação de P2X7 não apenas abre um canal catiônico 

não seletivo, mas também medeia um aumento da permeabilidade da membrana 

formando o chamado “macroporo”, quando há um estímulo massivo e 

persistente. A formação destes macroporos na membrana celular também pode 

levar à morte celular induzida pelo do desequilíbrio osmótico (DI VIRGILIO; DAL 

BEN; SARTI; GIULIANI et al., 2017). 

A sinalização dos receptores purinérgicos por eATP pode ser regulada pela 

atividade de ectoenzimas purinérgicas. As ectoenzimas fosfohidrolizam o eATP 

em um processo enzimático de duas etapas para a geração de ADO, uma 

potente molécula anti-inflamatória e imunossupressora. A família das 

nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases) compreende oito enzimas 

que têm como função hidrolisar ATP em adenosina difosfato (ADP) + Pi (fosfato), 

gerando monofosfatos de nucleotídeos (AMP) + Pi. Dentre as E-NTPDases a 

mais estudada é a ENTPD1, também conhecida como ecto-apyrase CD39 

(ANTONIOLI; PACHER; VIZI; HASKO, 2013).  

As E-NTPDases 1, 2, 3 e 8 têm dois domínios que abrangem a membrana 

plasmática com um sítio ativo voltado para o meio extracelular (BIGONNESSE; 

LÉVESQUE; KUKULSKI; LECKA et al., 2004). Em contraste, as NTPDases 4-7 

estão ancoradas às membranas das organelas intracelulares por um (E-

NTPDases 5 e 6) ou dois (E-NTPDases 4 e 7) domínios transmembranares e 

seu sítio catalítico está voltado para o lúmen de compartimentos intracelulares, 

como o aparelho de Golgi e o retículo endoplasmático (BIEDERBICK; KOSAN; 

KUNZ; ELSÄSSER, 2000; TROMBETTA; HELENIUS, 1999; WANG; GUIDOTTI, 

1998; YEUNG; MULERO; MCGOWAN; BAJWA et al., 2000) (Figura 5). Embora 

as E-NTPDases 5 e 6 possam estar presentes na superfície da membrana 
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plasmática e secretadas como enzimas solúveis após uma clivagem proteolítica, 

seus altos valores de Km e baixas atividades específicas tornam improvável que 

essas enzimas regulam a sinalização dos receptores P2 (BRAUN; FENGLER; 

EBELING; SERVOS et al., 2000; HICKS-BERGER; CHADWICK; FRISCHAUF; 

KIRLEY, 2000; MULERO; YEUNG; NELKEN; FORD, 1999; TROMBETTA; 

HELENIUS, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As E-NTPDases ligadas à membrana plasmática possuem capacidade distinta 

de hidrólise dos nucleosídeos extracelulares. Enquanto a E-NTPD1 hidrolisa 

igualmente ATP e ADP (MARCUS; BROEKMAN; DROSOPOULOS; ISLAM et 

al., 1997; WANG; GUIDOTTI, 1996), a E-NTPD2 hidroliza preferencialmente 

ATP (HEINE; BRAUN; HEILBRONN; ZIMMERMANN, 1999; MATEO; HARDEN; 

BOYER, 1999; VLAJKOVIC; HOUSLEY; GREENWOOD; THORNE, 1999). Já a 

E-NTPD3 e E-NTPD8 são intermediários funcionais entre as NTPDases 1 e 2 

Figura 5. Localização celular e função dos isotipos da E-NTPDase. (Haas et. 
al., 2021) 
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(BIGONNESSE; LÉVESQUE; KUKULSKI; LECKA et al., 2004; SMITH; KIRLEY, 

1998). Dentre as E-NTPDases ligadas à membrana plasmática, a E-NTPD1 é 

enzima que mais se distingue, pois desfosforila ATP diretamente em AMP sem 

o acúmulo de quantidades significativas de ADP. Esta propriedade evita 

amplamente a ativação de receptores P2Y por ADP (KUKULSKI; LÉVESQUE; 

LAVOIE; LECKA et al., 2005) e torna a E-NTPD1 um fator limitante para a 

geração de ADO . 

 Outra enzima limitante para a geração de ADO é a ecto-5’-nucleotidase, também 

conhecida como CD73, que catalisa a degradação do AMP em ADO. Ao 

contrário do ATP, a adenosina possui propriedades imunorreguladoras, e o 

acúmulo desta molécula no meio extracelular tem mostrado efeito protetor sobre 

as células e tecidos, prevenindo uma resposta inflamatória excessiva 

(ANTONIOLI; BLANDIZZI; PACHER; HASKO, 2013; HASKÓ; CRONSTEIN, 

2004) (Figura 6). 

Figura 6. Proteínas de membrana e metabólitos da sinalização purinérgica (Eberhardt et 
al., 2022) 

Foram descritos quatro subtipos de receptores de adenosina (A1, A2A, A2B e 

A3), todos eles pertencentes à família de receptores acoplados à proteína G. 

Eles podem ser encontrados em muitas células inflamatórias e estruturais no 

pulmão, mas também aparecem em vários outros órgãos, tornando desafiadora 

a compreensão dos efeitos da sinalização destes receptores no tecido pulmonar 

afetado pela infecção (FREDHOLM; AP; JACOBSON; KLOTZ et al., 2001). 
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1.5. Regulação da resposta imune mediada pela atividade de CD39 

A CD39 é expressa constitutivamente em células imunes como macrófagos, 

monócitos, neutrófilos, células dendríticas e linfócitos T regulatórios (Tregs) 

(DWYER; DEAGLIO; GAO; FRIEDMAN et al., 2007). Entretanto, sua expressão 

pode ser regulada positivamente em resposta a várias condições inflamatórias, 

como consequência da produção citocinas inflamatórias, do estresse oxidativo e 

da hipóxia (CHALMIN; MIGNOT; BRUCHARD; CHEVRIAUX et al., 2012; 

ELTZSCHIG; IBLA; FURUTA; LEONARD et al., 2003; SYNNESTVEDT; 

FURUTA; COMERFORD; LOUIS et al., 2002). 

Por ser um importante fator limitante entre o acúmulo de eATP e geração de 

ADO, a CD39 pode modular a qualidade da resposta imune. Em células imunes 

a CD39 desempenha um papel complexo e importante na regulação de 

diferentes processos autócrinos e parácrinos executados por essas células. Em 

macrófagos com perfil pró-inflamatório (M1), a expressão e a atividade de CD39 

são reduzidas, enquanto em macrófagos com perfil anti-inflamatório (M2), tanto 

sua expressão quanto atividade são aumentadas (ZANIN; BRAGANHOL; 

BERGAMIN; CAMPESATO et al., 2012). Em macrófagos M1 e monócitos 

inflamatórios, a expressão de CD39 atua na regulação negativa das atividades 

mediadas pela sinalização por ATP, como secreção das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β, IL-18 e TNF-α (LÉVESQUE; KUKULSKI; ENJYOJI; 

ROBSON et al., 2010; PETROVIC-DJERGOVIC; HYMAN; RAY; BOUIS et al., 

2012). Em contraste, em macrófagos M2, a CD39 potencializa a atividade anti-

inflamatória destas células, mediada pela geração de adenosina, induzindo 

aumento da produção de citocinas reguladoras IL-10 e IL-1Ra (CSÓKA; 

SELMECZY; KOSCSÓ; NÉMETH et al., 2012).  

Em neutrófilos, a expressão de CD39 está associada com a regulação da 

ativação (ELTZSCHIG; THOMPSON; KARHAUSEN; COTTA et al., 2004; 

KUKULSKI; BAHRAMI; BEN YEBDRI; LECKA et al., 2011), funções 

quimiotáticas (CORRIDEN; CHEN; INOUE; BELDI et al., 2008; REUTERSHAN; 

VOLLMER; STARK; WAGNER et al., 2009) e adesão ao endotélio vascular 

(ELTZSCHIG; WEISSMÜLLER; MAGER; ECKLE, 2006). Além disso, a rápida 

degradação de ATP pela CD39, que induz aumento das concentrações de 
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adenosina, leva a um efeito inibitório substancial que pode evitar potencial lesão 

tecidual decorrente de uma resposta inflamatória prolongada. A expressão de 

CD39 em células dendríticas está associada à regulação das atividades 

mediadas pelos receptores P2, essenciais para a função das células dendríticas, 

assim como à regulação da ativação de linfócitos T (ANTONIOLI; COLUCCI; LA 

MOTTA; TUCCORI et al., 2012; MIZUMOTO; KUMAMOTO; ROBSON; 

SEVIGNY et al., 2002). Apesar de expressar CD39 constitutivamente, as Tregs 

murinas exibem atividade aumentada desta molécula apenas após a ativação de 

seu receptor de células T (TCR), enquanto essa enzima foi considerada inativa 

em células não estimuladas (BORSELLINO; KLEINEWIETFELD; DI MITRI; 

STERNJAK et al., 2007). Este aumento da atividade de metabolização do ATP 

parece ser crítico para a atividade imunossupressora das Tregs (ERNST; 

GARRISON; THOMPSON, 2010). Além disso, foi especulado que a atividade 

aumentada de CD39 permite a entrada dessas células em regiões inflamadas, 

onde reduz o nível extracelular de ATP, diminuindo assim a morte de células 

Treg mediada por P2X7 (BORSELLINO; KLEINEWIETFELD; DI MITRI; 

STERNJAK et al., 2007). 

1.6. Sinalização purinérgica da resposta imune durante a TB 

A sinalização purinérgica tem demostrado ser um importante modulador da 

resposta imune ao Mtb. Nosso grupo demonstrou recentemente que a expressão 

gênica de P2X7 é regulada positivamente em células do sangue periférico de 

pacientes com TB ativa, comparado à indivíduos saudáveis (SANTIAGO-

CARVALHO; DE ALMEIDA-SANTOS; BOMFIM; DE SOUZA et al., 2021). Além 

disso, também foi observado que a expressão proteica de P2X7 também é maior 

no pulmão de camundongos infectados durante a fase aguda de infecção, 

comparado a camundongos não infectados (SANTIAGO-CARVALHO; DE 

ALMEIDA-SANTOS; BOMFIM; DE SOUZA et al., 2021). A ativação de P2X7 por 

eATP pode possuir um papel dual durante a tuberculose. Quando em baixos 

níveis, a ativação de P2X7 por eATP pode induzir a ativação de inflamassoma 

NLRP3 através de alterações iônicas citoplasmáticas induzidas pelo aumento do 

influxo de Ca2+. A ativação do inflamassoma NLRP3 culmina na liberação de IL-

1β e IL-18 ativas que potencializam a resposta inflamatória (MARIATHASAN; 

WEISS; NEWTON; MCBRIDE et al., 2006). Foi mostrado que o ATP extracelular 
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potencializa a ativação de macrófagos derivados de monócitos humanos 

infectados com baixa quantidade de bacilos da cepa virulenta de Mtb H37Rv, 

auxiliando na eliminação dos bacilos (DUBOIS-COLAS; PETIT-JENTREAU; 

BARREIRO; DURAND et al., 2014). 

 Por outro lado, altos níveis de e ATP pode levar à ativação prolongada de P2X7, 

que induz a morte celular por necrose através do desequilíbrio osmótico devido 

à formação de poros na membrana celular (DI VIRGILIO; DAL BEN; SARTI; 

GIULIANI et al., 2017). Nosso grupo demonstrou anteriormente que a sinalização 

de P2X7 em macrófagos por altas quantidades de ATP, possui um papel 

prejudicial para o desenvolvimento de formas graves de tuberculose pulmonar 

em camundongos (AMARAL; RIBEIRO; LANES; ALMEIDA et al., 2014). Essa 

condição foi observada apenas na infecção por cepas micobacterianas 

hypervirulentas, que induzem uma inflamação exacerbada nos pulmões, mas 

não por cepas virulentas de Mtb, que induzem inflamação moderada, sugerindo 

que a sinalização de P2X7 por eATP potencializa a morte celular induzida pela 

infecção em condições altamente inflamatórias (Figura 7) (AMARAL; RIBEIRO; 

LANES; ALMEIDA et al., 2014).  

 

Figura 7. Papel dual do receptor P2RX7 na infecção por Mtb. (Eberhardt et al., 2022) 

Em trabalhos seguintes, nosso grupo demonstrou que o agravamento da 

condição altamente inflamatória mediada pela sinalização por P2X7 estava 

ligada à expressão deste receptor em células derivadas da medula óssea 

(BOMFIM; AMARAL; CASSADO; SALLES et al., 2017). Nosso grupo também 
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demonstrou que ao inibir a ativação de P2X7 durante a fase aguda da infecção 

por TB, há uma melhora da resposta imune gerando granulomas não necróticos 

melhor estruturados, que ajudam a controlar a disseminação bacteriana 

resultando em um melhor desfecho da doença em camundongos tratados 

(SANTIAGO-CARVALHO; DE ALMEIDA-SANTOS; BOMFIM; DE SOUZA et al., 

2021). Isso nos leva à hipótese de que a regulação negativa da sinalização do 

eATP pode ser importante para controlar o ciclo vicioso de morte celular e 

liberação de sinais de perigo que amplificam a resposta imune disfuncional e 

acelera a progressão da doença. Em contraste, outro trabalho do nosso grupo 

demonstrou que o acúmulo de adenosina impede a geração de células T CD4+ 

parenquimais protetoras contribuindo para o agravamento da TB severa em 

camundongos (AMARAL; MACHADO DE SALLES; BARBOSA BOMFIM; 

SALGADO et al., 2019). Isso reforça o papel dual da sinalização do eixo ATP-

adenosina na resposta imune durante a tuberculose severa em camundongos. 

Enquanto a atividade CD39 pode limitar os impactos prejudiciais mediados pela 

ativação massiva de P2X7 por eATP (SAVIO; DE ANDRADE MELLO; 

FIGLIUOLO; DE AVELAR ALMEIDA et al., 2017), o microambiente supressor 

induzido pela geração de adenosina pode fornecer um nicho seguro para 

sobrevivência e replicação bacteriana nos macrófagos (NASCIMENTO; 

VIACAVA; FERREIRA; DAMACENO et al., 2021). 

Em humanos tem sido proposto que a CD39 pode ser um importante regulador 

da resposta imune durante a infecção por Mtb. Em pacientes com TB pulmonar 

ativa, foi observado um aumento da população de células Treg 

(CD4+CD25highCD39+) com propriedades reguladoras. A depleção de células 

Treg CD39+ aumentou significativamente as respostas de células T antígeno 

específicas para TB in vitro (CHIACCHIO; CASETTI; BUTERA; VANINI et al., 

2009). Também foi observado, que a CD39 medeia funções supressoras em 

células Treg CD8+ em pacientes com TB ativa (BOER; VAN MEIJGAARDEN; 

BASTID; OTTENHOFF et al., 2013). Além disso, foi demonstrado que a presença 

de células T CD4+ reativas a antígenos de Mtb que expressam CD39 é mais 

abundante na TB ativa do que na TB latente e está associada à produção da 

citocina imunossupressora IL-10 (KIM; PERERA; TAN; FERNANDEZ et al., 

2014). Entretanto os efeitos da atividade de CD39 na imunopatologia pulmonar 
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durante a tuberculose não foram completamente compreendidos. Desta forma, 

compreender o papel da regulação da sinalização purinérgica pela CD39 durante 

a infecção por Mtb, pode auxiliar na elucidação dos mecanismos envolvidos na 

indução dos processos patológicos associados ao agravamento da tuberculose. 

Neste trabalho nós avaliamos o papel da CD39 na modulação da resposta 

inflamatória durante a tuberculose pulmonar em camundongos induzida por cepa 

altamente virulenta de Mtb.  
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2.  Objetivos 
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2.1. Objetivo geral 

Visando compreender os mecanismos patológicos associados à atividade de 

CD39 durante a TB severa, o objetivo geral deste trabalho é avaliar o papel da 

CD39 na regulação da resposta inflamatória à infecção pela cepa altamente 

virulenta Mtb Beijing M299 em modelo experimental de tuberculose pulmonar. 

2.2. Objetivos específicos: 

 Avaliar a expressão das moléculas purinérgicas CD39, CD73 e P2X7 em 

células imunes e estruturais do pulmão de camundongos C57BL/6; 

 Avaliar a expressão de CD39 durante o curso de infecção por Mtb 

altamente virulenta; 

 Avaliar como a deficiência de CD39 pode afetar a resposta de MDMO à 

infecção por Mtb altamente virulenta; 

 Avaliar como a deficiência de CD39 impacta no desenvolvimento da 

patologia pulmonar durante a infecção por Mtb altamente virulenta; 

 Avaliar como a deficiência de CD39 afeta a resposta de células imunes 

no pulmão de camundongos infectados por Mtb altamente virulenta. 
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3.  Material e métodos 
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3.1. Camundongos 

Camundongos C57BL/6 e Entpd1-/- machos (6-8 semanas de idade) livres de 

patógenos específicos foram criados no biotério de camundongos isogênicos, 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP). Após 

a infecção, os camundongos foram mantidos em gaiolas micro isoladoras com 

filtros HEPA no Laboratório de Biossegurança Nível 3, FCF-USP. Todos os 

procedimentos foram realizados de acordo com os regulamentos nacionais das 

diretrizes éticas para experimentação em camundongos sob autorização do 

Comissão de Ética na Utilização de Animais (CEUA) (CEUA ICB nº 3185080318, 

CEUA FCF nº 626, CEUA UENF nº482/2021). 

3.2. Micobactérias e infecção 

A cepa altamente virulenta de Mtb M299 Beijing, isolada de um paciente com 

tuberculose na província de Maputo, Moçambique, foi gentilmente cedida pelo 

Dr. Philip Suffys (Fundação Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). 

Alíquotas congeladas foram descongeladas e cultivadas em meio Middlebrook 

7H9 enriquecido com 10% (vol/vol) de ADC (albumina, dextrose, catalase) (Difco, 

BD Biosciences, EUA) e 0,05% (vol/vol) de Tween 80 (Sigma-Aldrich). A cultura 

micobacteriana foi mantida a 37° C por 7 dias em agitação constante. Após 

atingir a fase Log de crescimento, as suspensões bacterianas foram sonicadas 

em banho-maria e agitadas por 1 minuto para dispersar os grumos. As 

densidades das suspensões bacterianas foram determinadas em 

espectrofotômetro a 600 nm.  

3.3. Procedimento de infecção dos camundongos 

Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente (i.p.) com cetamina 

(Vetbrands, Brasil; 100 mg / kg) e xilazina (Vetbrands; 15 mg / kg) e infectados 

intratraquealmente (i.t.) 200 ou com 100 (dose baixa) bacilos da cepa altamente 

virulenta Mtb Beijing (ALMEIDA; VENTURA; AMARAL; RIBEIRO et al., 2017). 

3.4. Inibição de P2X7R para prevenir morte celular durante 

processamento do pulmão 

Diversos estudos descrevem que a inibição direta ou indireta da atividade do 

P2X7R preserva a viabilidade celular durante o processamento do tecido sob a 
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digestão com a colagenase do tipo IV (BORGES DA SILVA; WANG; QIAN; 

HOGQUIST et al., 2019; RISSIEK; LUKOWIAK; RACZKOWSKI; MAGNUS et al., 

2018). Para prevenir a morte celular durante a digestão pulmonar e 

processamento para obter suspensões celulares para citometria de fluxo, 

padronizamos o tratamento em que camundongos infectados foram injetados por 

via intravenosa com Brilliant Blue G (BBG, Sigma-Aldrich), um inibidor de 

receptores P2X (45 mg/Kg) 30 minutos antes da eutanásia por via intravenosa 

(i.v.) (Apêndice 1A). As diferenças em número e frequência de células viáveis 

recuperadas de camundongos infectados tratados e não tratados são mostradas 

nos Apêndice1B-G. 

3.5. Isolamento e contagem de células infiltradas no pulmão 

Os lobos pulmonares dissecados foram lavados com PBS 1x estéril, 

fragmentados e digeridos com solução de colagenase do tipo IV (0,5 mg / mL, 

Sigma-Aldrich) e DNAse pancreática bovina tipo I (Roche Diagnostics; 1 mg / ml) 

em meio RPMI 1640 (Gibco, EUA) a 37° C por 40 minutos sob agitação (200 

rpm) (ALMEIDA; VENTURA; AMARAL; RIBEIRO et al., 2017). Após digestão 

enzimática, os fragmentos de pulmão não dissociados filtrados em filtro de 

células com poros de 100 µm para obtenção das suspensões celulares. 

Alíquotas do homogenato pulmonar foram coletadas para posterior quantificação 

das unidades formadoras de colônias (UFC). O homogenato celular foi 

centrifugado e o pellet de células foi incubado em tampão de lise ACK (Thermo 

Fisher Scientific, EUA) em temperatura ambiente por um minuto para depletar os 

eritrócitos. Após lise dos eritrócitos, as células foram ressuspensas em PBS com 

10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) e centrifugadas a 1.200 rpm por 5 

minutos. A viabilidade das células pulmonares foi determinada usando um 

ensaio de exclusão por incorporação de Trypan blue durante a contagem em 

hemocitômetro. 

3.6. Análise fenotípica das células infiltradas no pulmão 

As células isoladas do pulmão foram plaquedas (1×106 células/poço) em placas 

de 96 poços de fundo redondo e marcadas com a sonda de viabilidade celular 

Live and Dead (Thermo Fisher Scientific) por 15 minutos a 4ºC. Em seguida, as 

células pulmonares foram marcadas com anticorpos monoclonais conjugados à 
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fluorocromos (tabela 1) (BD Biosciences) por 30 minutos a 4ºC. Após marcação 

as células foram fixadas com paraformaldeído 4% por 30 minutos a 4ºC e 

lavadas em tampão de citometria. A aquisição das células foi realizada em 

citômetro de fluxo LSRFortessa™ (BD Bioscences - EUA) e a análise dos dados 

foi realizada no software FlowJo 10.6.4 (BD Biosciences). A estratégia para 

análise de células mielóides e linfócitos T é mostrada no Apêndice 2 A, B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 1. Lista dos anticorpos utilizados 
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3.7. Análise macroscópica e microscópica do pulmão 

Os lóbulos pulmonares coletados foram lavados com PBS estéril 1x e pesados 

em balança analítica. O lobo superior esquerdo do pulmão, o baço e o fígado 

foram mantidos em formalina tamponada a 10% por 48 horas. Após fixado, o 

lóbulo superior esquerdo do pulmão foi fotografado e posteriormente incluído em 

parafina juntamente com o baço e o fígado. Cortes histológicos de 

aproximadamente 4-5 μm foram corados usando o método de hematoxilina-

eosina (HE) para visualizar alterações teciduais e com o método de Ziehl 

Neelsen (ZN) para detectar a presença de bactérias ácido-álcool resistentes. As 

amostras foram examinadas com microscópio Axioplan (Carl Zeiss Inc., 

Alemanha) e as imagens foram capturadas por câmera Coolpix P995 acoplada 

ao dispositivo (Nikon). 

3.8. Análise e contagem das UFC 

As concentrações bacterianas no homogenato do pulmão dos camundongos 

infectados foram determinadas pelo teste de UFC. As amostras passaram por 

cinco diluições seriadas de 10 vezes e cada suspensão foi plaqueada em agar 

Middlebrook 7H10 (Difco, Detroit, MI), suplementado com 0,5% de glicerol, 10% 

de ácido oleico – enriquecido com albumina-dextrose-catalase, OADC (BD, 

Sparks, MD). As placas foram cultivadas em estufa a 37°C durante 21 dias e o 

número total de UFC foi determinado por contagem das colônias. 

3.9. Isolamento e cultura de MDMO 

Os MDMOs murinos foram gerados através do isolamento de monócitos 

indiferenciados da medula óssea de ambos os fêmures e tíbias de camundongos 

C57BL/6 e Entpd1-/-. A medula óssea foi coletada através de lavagem com 

seringa e agulha de calibre 16 em DMEM/F-12 (Gibco) suplementado com 10% 

de SFB inativado por calor (Gibco). As células foram dispersas com uma seringa 

de 5 mL (BD Biosciences) que foi equipada com uma agulha de calibre 20. As 

células dispersas foram semeadas em frascos de cultura (T-175) contendo 20 

mL de DMEM/F-12 suplementado com 10% de SFB, 25 µg/mL de gentamicina 

(Gibco) e 20% de meio condicionado de L929. As células foram incubadas a 

37°C com 5% de CO2. No terceiro dia de cultura, foram adicionados 20 mL de 

meio fresco contendo meio condicionado com L929 sem gentamicina. No dia 7 
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de cultura, os macrófagos foram coletados da garrafa de cultura pela adição de 

PBS gelado e incubação em geladeira a 4ºC. 

3.10. Infecção in vitro dos MDMO  

Os MDMO foram plaqueados em placas de cultura de 96 poços na concentração 

de 1x105 células por poço. Alíquotas de micobactérias Mtb Beijing M299 foram 

descongeladas e cultivadas como descrito NO ITEM 3.2. As suspensões 

micobacterianas foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min e ressuspensas em 

meio PBS 1X. Em seguida, a suspensão micobacteriana foi sonicada por 30s e 

homogeneizada para dispersar os grumos. Após dispersão dos grumos, as 

micobactérias foram marcadas com CFSE por 20 minutos em estufa à 37ºC e 

em seguida lavadas 3x com PBS 1x com 10% de SFB. Os MDMOs foram 

expostos à infecção por Mtb Beijing M299 fluorescente com 1:10 MOI durante 3 

horas de incubação. Após 3 horas de incubação com as micobactérias, as 

células foram lavadas três vezes com PBS 1x em temperatura ambiente e depois 

mantidas em cultura em meio DMEM-F12 fresco, suplementado com 3% de SFB 

durante 24 horas. Após 24h de cultura, os sobrenadantes foram coletados para 

quantificação das UFC extracelulares e as células foram marcadas com Live and 

Dead por 20 minutos à 4ºC para avaliação da viabilidade celular por citometria 

de fluxo. 

3.11. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism 7 

(GraphPad, EUA), e as diferenças entre os grupos foram consideradas 

significativas quando p<0,05 (5%). ANOVA e pós-teste de Bonferroni analisaram 

os efeitos simultâneos de dois fatores. Para avaliar os efeitos de um único 

parâmetro foram utilizados One-way ANOVA e teste T com pós-teste de Tukey. 
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