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RESUMO

As células T CD4* participam da resposta imune de varias doencgas pulmonares.
Em doencas infecciosas que afetam os pulmdes, a resposta destas células pode gerar
protecdo ou agravamento. Na tuberculose causada pelo Mycobacterium tuberculosis, a
resposta de células T CD4* é regulada pelo préprio tecido pulméo, que controla a entrada
excessiva destas células no parénquima pulmonar. Este € um mecanismo que evita danos
aos Orgdos que possuem baixa capacidade regenerativa. Contudo, algumas doencas
graves podem induzir a entrada desregulada de células T, como em infec¢cbes por cepas
micobacterianas hipervirulentas e pelo virus Influenza. Neste contexto, ainda ndo se sabe
0 que regula a entrada destas células no tecido pulmonar durante estas infeccdes e suas
consequéncias. Portanto, este estudo buscou compreender o papel das células T CD4*
residentes na geracdo de dano pulmonar e agravamento de infeccées pulmonares e os
mecanismos envolvidos nesse processo. Para isso, utilizamos modelos de infec¢des
pulmonares graves induzidas por Mycobacterium bovis (MP287) e virus Influenza (PR8).
A infeccdo com a cepa MP287 induz lesdo pulmonar grave que esta associada a altos
nameros de células T CD4* residentes em camundongos C57BL/6 (WT). A deplecao de
células T CD4* 21 dias p.i. preveniu o agravamento da infec¢do. Em seguida, transferimos
ndmeros intermediarios (1x10°) e altos (3x108) de células T CD4* para camundongos Cd4
" infectados. Como resultado, apenas os camundongos que receberam altos nimeros de
células T CD4* desenvolveram tuberculose grave. A tuberculose grave induz a liberacédo
de altos niveis de ATP extracelular (eATP) que é reconhecido pelo receptor purinérgico
P2RX7. A interacdo eATP-P2RX7 € crucial para geragdo de ceélulas T residentes.
Adicionalmente, o P2RX7 ¢é altamente expresso em células T CD4* residentes no pulmao
durante a infeccéo por MP287. Por isso, avaliamos se a expressdo de P2RX7 pode regular
a residéncia de células T CD4* durante a infecgdo por MP287. Camundongos P2rx7” e
Cd4creP2rx7"foram infectados e desenvolveram tuberculose branda associada a baixos
nameros de células T CD4* residentes no pulmao. Apos a co-transferéncia de células T
CD4* isoladas de camundongos WT e P2rx7” para camundongos Cd4” encontramos
majoritariamente células T CD4* WT no parénquima pulmonar, enquanto as células T
CD4* P2rx7’- foram localizadas principalmente na vasculatura. Para avaliar se esse
fendmeno € infeccdo especifico ou ndo, utilizamos o modelo de infeccdo viral com a cepa
PR8. A deficiéncia de P2RX7 em células T preveniu a inflamacéo grave e formagéo de
fibrose no pulméo durante a infeccdo por PR8. Além disso, as células T CD4* residentes
estdo reduzidas nos camundongos deficientes de P2RX7. Para entender quais as vias
moleculares envolvidas neste fendbmeno, as células T CD4* residentes foram isoladas do
pulméo 7 dias p.i. com PR8 para execugdo de um RNAseq. Os dados gerados
demonstram que as células T CD4* residentes deficientes em P2RX7 tém expresséo
reduzida de genes relacionados a migracao e proliferacéo celular como: Cxcr3 e Mki67.
Estes dados indicam que a interacdo eATP-P2RX7 no pulméao durante infec¢des induz o
acumulo de células T CD4* no tecido, aumentando a migracdo e proliferacdo destas
células. Para entender qual € a fonte de eATP no tecido que as células T CD4" utilizam
durante a infecgao por PR8, infectamos camundongos deficientes de Panexina-1 (Panx-
1) total ou somente em células T. O nimero de células T CD4* residentes no pulméo foi
reduzido somente com a deficiéncia total de Panx-1. Portanto, estes dados indicam que o
reconhecimento paracrino de eATP via P2RX7 regula a residéncia de células T CD4* no
pulmé&o, determinando o destino de doencgas infecciosas locais.

Palavras chaves: Células T CD4*, dano pulmonar, infeccdo pulmonar e P2RX7.



ABSTRACT

CD4* T cells participate in the immune response of several lung diseases. In
infectious diseases that affect the lungs, CD4* T cells response can generate protection or
aggravation. During tuberculosis caused by Mycobacterium tuberculosis, CD4* T cell
response is regulated by the lung tissue, which controls the excessive entry of these cells
into the lung parenchyma. This is a mechanism that prevents damage to organs that have
low regenerative capacity. However, some severe diseases can induce unregulated entry
of T cells, as in infections with mycobacterial hypervirulent strains and the Influenza virus.
In this context, it is still unclear which mechanisms regulates the entry of these cells into
the lung tissue during these infections and their consequences. Therefore, this study
sought to understand the role of resident CD4* T cells in generating lung damage and
worsening lung infections and the mechanisms involved in this process. For this, we used
models of severe pulmonary infection induced by Mycobacterium bovis (MP287) and
Influenza virus (PR8). Infection with the MP287 strain induces severe lung injury that is
associated with high numbers of resident CD4* T cells in C57BL/6 (WT) mice. CD4* T cell
depletion 21 days p.i. prevented the worsening of infection. Next, we transferred
intermediate (1x10%) and high (3x108) numbers of CD4* T cells to infected Cd4” mice. As
a result, only mice that received high numbers of CD4* T cells developed severe
tuberculosis. Severe tuberculosis induces the release of high levels of extracellular ATP
(eATP) that is recognized by the purinergic receptor P2RX7. The eATP-P2RX7 interaction
is crucial for the generation of resident T cells. Additionally, P2RX7 is highly expressed on
lung-resident CD4* T cells during MP287 infection. In this way, we evaluated whether
P2RX7 expression can regulate CD4* T cell residence during MP287 infection. P2rx77"
and Cd4creP2rx7"" mice were infected and developed mild tuberculosis associated with
low numbers of lung-resident CD4* T cells. After co-transfer of CD4* T cells isolated from
WT and P2rx7” mice to Cd4” mice, we found mostly WT CD4* T cells in the lung
parenchyma, while P2rx7”- CD4* T cells were mainly located in the vasculature. To assess
whether this phenomenon is an infection-specific or not, we used the model of viral
infection with the PR8 strain. P2RX7 deficiency in T cells prevented severe inflammation
and fibrosis formation in the lung during PR8 infection. In addition, lung-resident CD4* T
cells are reduced in P2RX7-deficient mice. To understand the molecular pathways
involved in this phenomenon, lung-resident CD4* T cells were isolated from the lung 7
days p.i. with PR8 to RNAseq analysis. The data demonstrate that P2RX7-deficient
resident CD4* T cells have reduced expression of genes related to cell migration and
proliferation such as: Cxcr3 and Mki67. These data indicate that the eATP-P2RX7
interaction in the lung during infections induces the accumulation of CD4* T cells in the
tissue, increasing the migration and proliferation of these cells. To understand what is the
source of eATP in the lung tissue that CD4* T cells use during PR8 infection, we infected
Panexin 1 (Panx-1) mice deficient full or only in T cells. The number of lung-resident CD4*
T cells were reduced only with total Panx-1 deficiency. Therefore, these data indicate that
the paracrine recognition of eATP via P2RX7 regulates the residence of CD4* T cells in
the lung, determining the fate of local infectious diseases.

Keywords: CD4* T cells, Lung damage, Lung Infection and P2RX7.
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1.1. Imunologia pulmonar

Os pulmdes sdo 6rgéaos vitais conicos localizados na cavidade toracica e tém a
funcdo de extrair oxigénio do ar, transferi-lo para corrente sanguinea e eliminar didxido
de carbono para a atmosfera (TORTORA, 2018). Os pulmdes evoluiram para a forma
atual encontrada em mamiferos a partir de sacos aéreos descritos em fosseis de
peixes marinhos do género Bothriolepis (LIEM, 1988). Para manter a homeostase, 0s
pulmdes precisam interagir com outros sistemas do corpo humano, como Sistema
Imune (SI), por exemplo. Esta necessidade se torna mais clara quando pensamos que
0 contato direto com o ar torna 0 6rgdo mais exposto a toxinas, alérgenos e até mesmo
patégenos que sao inalados durante a respiracao (KUMAR, 2020).

O contato com diferentes tipos de antigenos faz com que os pulmdes tenham
uma assinatura imunoldgica especifica e independente de uma resposta imune
sistémica (LIPSCOMB et al., 1995; KUMAR, 2020). Muitos pesquisadores vém
estudando a resposta imune nos pulmdes, criando um grande campo de discussao
gue pode ser denominado como imunologia pulmonar. Antigos estudos em coelhos
demonstraram que o inoculo intranasal (i.n.) de pneumocécico foi capaz de gerar
protecdo contra reinfec¢cdes sem gerar uma resposta imunoldgica sistémica (BULL et
al., 1929). Ainda nesta linha, ha algumas décadas os cientistas Askonas e Humphrey
demonstraram que ap0s a imunizacao sistémica com antigenos de pneumocacico 0s
anticorpos de maior especificidade eram gerados somente nos pulmdes (ASKONAS
& HUMPHREY, 1958).

Quando se estuda a divisdo imunoldgica do tecido pulmonar saudavel é
possivel entender como a imunidade local citada anteriormente é gerada. A presenca
do Sl no pulmé&o pode ser dividida de acordo com a localizacdo das células imunes no
tecido (MCDERMOTT et al.,, 1982). Na parte superior dos pulmdes encontra-se a
mucosa onde os anticorpos do tipo IgA sdo predominantes, também se observa
glandulas e vias aéreas periféricas. As vias aéreas periféricas ndo possuem tecido
mucoso e a classe de anticorpos produzidos predominante é IgG. Esta regido esta em
contato direto com as células broncoalveolares que sdo majoritariamente macrofagos
(90%) e uma pequena quantidade de linfocitos (10%) (MCDERMOTT et al., 1982). O
epitélio pulmonar € muito importante como primeira linha de defesa, gerando uma

barreira fisica que protege o pulméo da entrada de antigenos que podem ser nocivos
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ao tecido (Kumar, 2020). Além disso, o tecido epitelial pulmonar é um importante
compartimento para a acomodacdo de células imunes como linfécitos epiteliais
(BIENENSTOCK et al., 1973). No interior da parede dos bronquios estdo as células
linfoides respiratdrias que formam pequenos agregados celulares que se assemelham
as placas de peyer (BIENENSTOCK et al., 1973b) (Figura 1).

Mammalian Lung

Pulmonary
microbiota
maintains
pulmonary immune,
homeostasis

e

Lung immune

components

Non-ciliated
sepcialized AECs

AECs or BECs Bi:-T
SEas 4 iBALT
2-:..‘. /: O. —_— A —— B cells
L Al s WA Recruiting
. "F{DCS lymphocytes from

Aleveolar and Interstitial criculation

Macrophages

—» Broncho-alveolar

cells 6

3. @ T cells

3 3
UL
SR

ILC1 ILC2s J\J/QL{ % @
-@@® 7’

®

/ e

{ g.\] B cells e

A 4

S— ILC3s Pulmonary
Different ILCs Nculrophil§ infiltrated
during
infeciton of

inflammation

Figura 1: Principais células imunes no pulméo de mamiferos.
Fonte: Kumar et al., 2020.

O conjunto de células e estruturas citadas acima juntas formam o tecido linfoide
associado aos brénquios (BALT) (RICHMOND et al., 1993; BIENENSTOCK, 1982). O
BALT é encontrado no pulméo saudavel de criancas e adolescentes, desaparecendo
na vida adulta e retornando somente em caso de doencas inflamatorias cronicas
(KIMURA et al., 2019). Os principais componentes celulares do BALT sao as células
B produtoras de IgA. Zonas de células T também s&o encontradas e ha interacdo com

células dendriticas também localizadas nesta regido. No BALT também ha presenca
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de vénulas de endotélio alto (HEVS) que contribui para o transporte de linfécitos entre
circulacéo e tecido (MCDERMOTT et al., 1982; SATO, 2000). Os linfocitos também
chegam pelos vasos sanguineos de forma regulada e patrulham o tecido
(BIENENSTOCK, 1984).

Até aqui é possivel compreender que os pulmbes possuem um tecido
imunolégico associado que é responsavel por proteger e manter sua homeostase
(BIENENSTOCK, 1984; KUMAR, 2020). Sendo assim, o tecido pulmonar pode ser
considerado um sitio imunoregulado, onde h&a células imunes programadas para
responderem naquele local de acordo com as especificidades do tecido (MEDZHITOV
et al., 2012). O pulmao ndo € um 6rgdo que permite respostas imunes agressivas. Um
exemplo disso é que as células imunes que residem no tecido saudavel possuem um
perfil regulador e reparador. Os macrofagos alveolares, por exemplo, ndo sdo bons
apresentadores de antigenos e ndo podem ser ativados como macréfagos
convencionais, sendo responsaveis apenas pela limpeza do tecido (MIYATA &
EEDEN, 2011). Da mesma forma, os linfocitos T localizados no tecido possuem perfil
Th2 caracterizados pela producédo de IL-4 (MEYER, 2001). Além disso, a circulacao
de células provenientes da circulacdo no pulmédo é regulada para que ndo haja
excesso de células infiltradas e atrapalhe a fisiologia respiratéria (SAKAI et al., 2014).
Esta estratégia do pulmao é possivelmente um mecanismo de defesa para protecéo
contra danos graves, uma vez que o pulmao nédo possui alta capacidade regenerativa.

A magnitude da imunopatologia causada por doencas infecciosas €
consequéncia da intensidade e duracao da resposta imune (MEDZHITOV et al., 2012).
A intensidade da resposta imune também é determinada pela sensibilidade do tecido
ao dano e sua capacidade regenerativa. O pulmé&o é um 6rgao vital de baixa tolerancia
ao dano (Figura 2). Este 6rgado possui uma linha ténue entre uma resposta imune
efetiva e a geracdo de dano (RAVIMOHAN et al., 2018). Uma resposta desregulada
das células imunes no pulméao pode causar danos teciduais graves e comprometer a
fisiologia respiratoria. 1sso € o que acontece em processos inflamatorios graves
causados por infecgcdes pulmonares como tuberculose, COVID-19 e infeccédo pelo
virus Influenza, por exemplo (RAVIMOHAN et al., 2018, AMARAL et al., 2014; KLOMP
et al., 2021; VON DER THUSEN & VAN DER EERDEN, 2020).
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Figura 2: Grau de tolerancia dos 6rgéos ao dano.
Fonte: Medzhitov et al., 2012.

1.2. A tuberculose

A tuberculose, embora seja uma doenca curavel, continua sendo uma das
principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel mundial (WHO, 2021). Ela é
causada principalmente por um dos patdgenos mais prevalentes no mundo, o
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), um microrganismo que apesar de infectar outros
orgaos, possui tropismo pelos pulmdes. Isso faz deste 6rgdo o principal alvo para
infeccdo pelo Mtb (NUNN et al., 2005). Estudos historicos demonstraram que Mtb tem
infectado humanos desde a antiguidade. Pesquisas realizadas em mumias egipcias
revelaram a presenca de sinais patologicos da tuberculose na coluna espinhal de
algumas delas. Contudo, somente em 1882 o médico alem&o, Robert Koch, identificou
gue a tuberculose era causada pelo bacilo (PIANTA & CAMPOS, 2001).

Mtb assim como todas as micobacterias, pertencem a ordem Actinomycetes, a
familia Mycobacteriaceae e ao género Mycobacterium. O género é composto por
muitas micobactérias patogénicas, de elevada importancia clinica. Muitos destes
patdgenos sdo capazes de causar doencas graves em humanos saudaveis, como a
tuberculose (M. tuberculosis) e a hanseniase (M. Leprae), enquanto outras espécies
séo oportunistas desencadeando a doenca em humanos imunodeficientes, como o M.
kansasii (DAI et al., 2011). A parede celular micobacteriana possui uma membrana
externa que se assemelha a parede celular de bactérias gram-positivas. Apesar desta
semelhanca, ndo possuem peptideoglicanos, tais como N-acetimuramico, mas o N-
glicolilmuramico. Sessenta por cento da parede celular micobacteriana é formada por
acidos graxos de cadeia longa, principalmente os acidos micélicos, que por ligacédo
covalente se associam aos polissacarideos da parede celular, o que dificulta a entrada
de nutrientes embora aumente a resisténcia celular a degradacdo enzimatica. As
micobactérias possuem em sua membrana celular proteinas chamadas de porinas

gue formam canais catibnicos para o controle da difusdo de moléculas hidrofilicas.
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Estas caracteristicas da parede celular micobacteriana possibilita a sobrevivéncia e
colonizacdo do micro-organismo no interior de macréfagos, células do sistema
imunologico especializadas na fagocitose e na eliminacédo de agentes patogénicos. A
fase intracelular acarreta em protecdo e maior resisténcia micobacteriana a
substancias antimicrobianas (TRABULSI & RACHILD, et al., 2008).

Na maioria dos casos de tuberculose pulmonar, os pacientes apresentam
sintomas como tosse por mais de duas ou trés semanas, falta de apetite, perda de
peso, suores noturnos e febre (NUNN et al., 2005). Esta doenca mostrou-se
progressivamente incidente nos dltimos anos, tornando-se um problema de escala
mundial (WHO, 2020; WHO, 2019; WHO, 2018). Diante deste cenario, um numero
estimado de 7 milhdes de pessoas adoeceram com tuberculose em 2018, sendo deste
total, 2 milhes de casos em coinfeccdo ao HIV e 1 milhdo de casos multidroga-
resistentes (MDR-TB) (WHO, 2019). Em 2019, 7.1 milhdes de casos de tuberculose
foram registrados e o nimero estimado de casos fatais decorrentes da infecgéo pelo
Mtb atingiu 1,4 milhdo em todo o mundo, tornando a tuberculose uma das dez
principais causas de morte no mundo (WHO, 2020). Em decorréncia da pandemia de
COVID-19, em 2020 houve uma grande queda na incidéncia de tuberculose a nivel
mundial, sendo registrados 5.8 milhdes de casos (Figura 3) (WHO, 2021).
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Figura 3: Incidéncia mundial da tuberculose em 2020.
Fonte: WHO, 2021.
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O tratamento padrdo para tuberculose esta bem estabelecida pela OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE), sendo composto pelos farmacos
rifampicina, estreptomicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (ZHANG et al.,
2006). Em cerca de 95% dos casos de tuberculose desenvolvida pela primeira vez
ndo se observa resisténcia aos farmacos do tratamento padrdo, com uma taxa de
sucesso de 86% (WHO, 2015). O tratamento € realizado no periodo de 6 meses a 1
ano dependendo do quadro, resposta clinica do paciente e adequacao ao tratamento
(WHO,2020). O longo periodo de tratamento € um dos maiores motivos para a ma
adesdo a terapia, abandono da terapia e consequente surgimento de novos casos de
Tuberculose Multidroga Resistente (MDR-TB). Em casos de resisténcia aos
medicamentos de primeira linha, adota-se o tratamento com os farmacos de segunda
linha e terceira linha, os quais geralmente séo injetaveis. Estes possuem um alto custo
e muitos efeitos adversos, além da baixa efetividade nos pacientes com HIV (JANIN,
2007).

Alguns fatores determinam a incidéncia, curso da infeccdo e a severidade da
tuberculose, sendo eles: o aparecimento de novas cepas resistentes a medicamentos
disponiveis no mercado, o aumento dos casos de coinfec¢cdo com o HIV, desnutri¢éo,
tabagismo, alcoolismo, diabetes, poluicdo, baixa condicdo socioecondmica e a
viruléncia da cepa infectante (KOUL et al., 2011 e KUMAR et al., 2011). Cepas
hipervirulentas provocam uma inflamacdo grave, associada a alta carga bacilar e
elevado nivel de areas de dano e necrose pulmonar (RIBEIRO et al., 2014; AMARAL
et al., 2014).

1.3. Respostaimune natuberculose

Durante a infeccdo micobacteriana, os pulmdes entram em contato com o
microrganismo apos a inalacdo de aerossol contendo Mtb provenientes de um
individuo infectado. O aerossol inalado passa pelo trato respiratério superior e atinge
os pulmdes onde os bacilos sdo fagocitadas por macrofagos e células dendriticas
(DCs) alveolares (DHEDA et al., 2010; ORME, 2011; OGARRA et al., 2013).

Apés a infeccdo, o bacilo pode ser eliminado, manter-se em laténcia ou
desencadear uma infeccdo produtiva (Figura 4) (NUNES-ALVES et al., 2014). O
individuo infectado por Mtb em estagio latente pode desenvolver a fase ativa da

doenca quando ha ocorréncia de uma supresséao de sua vigilancia imunolégica, o que
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explica o aumento do numero de casos de tuberculose em pacientes com HIV (VAN
CREVEL et al., 2002). Embora, a resposta imune inata na tuberculose tenha baixo
efeito antibacteriano inicial no combate ao patdégeno, ela possui um importante papel

na geracdo de um ambiente adequado para o inicio da resposta imune adaptativa.
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Figura 4: Patogénese da tuberculose.
Fonte: Nunes-Alves et al., 2014.

O reconhecimento do bacilo pelos macréfagos e DCs envolve uma cascata de
sinalizacdo via interacdo de moléculas presentes nas micobactérias e receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) presentes na superficie dos fagécitos (TLR-2,
CD14, receptor de manose, receptores scanvenger e receptores do complemento:
CR1, CR2 e CR4). Tal reconhecimento induz reorganizacdo do citoesqueleto do
fagdcito, processo envolvido na ativagdo da fagocitose do bacilo (LASUNSKAIA et al.,
2006). Apds serem fagocitadas, as micobactérias podem persistir no organismo se
utilizando de mecanismos de evaséao, tais como a modificagdo da composicdo do
fagossoma e inibindo a fusdo do fagossoma com o lisossoma (CLEMENS, 1996;
GLICKMAN et al., 2001; PIETERS, 2001; JAYACHANDRAN et al., 2007).
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A ativacdo dos macréfagos e DCs induz producdo de mediadores pro-
inflamatérios como as interleucinas IL-1, IL-6, IL-12 e IL-8, TNF-a, GM-CSF, RANTES
e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que ativam células endoteliais dos
capilares sanguineos adjacentes a expressarem moléculas de adeséo, possibilitando
o recrutamento e a diapedese de outras células inflamatdrias como mondcitos, DCs e
neutroéfilos para o local da infeccdo (ORME, 1987; FLYNN et al., 1992; ORME et al.,
1992; ORME et al., 1993; KAUFMANN, 2001).

Apesar de a resposta adaptativa ser mais eficiente no controle da infeccéo pelo
Mtb, alguns fatores do bacilo como genética, viruléncia, dentre outros, podem atrasar
a resposta. Por exemplo, algumas cepas podem inibir ou retardar a migracao das DCs
infectadas aos linfonodos, onde ocorre a apresentacdo de antigeno para os linfocitos
T, a fim de iniciar a resposta imune adaptativa (ERNST, 2012; OTTENHOFF &
KAUFMANN, 2012).

A resposta imunolégica mediada por células € predominante em infeccdes
micobacterianas. As células T ativadas iniciam a producdo de IFN-y, acelerando a
infiltrac&o celular no local da leséo e ativando ainda mais os macréfagos na resposta
contra os bacilos. A presenca de células T CD4* Thl e a producéo de IFN-y e TNF-a
conduzem ao desenvolvimento e organizacdo do granuloma, estrutura caracteristica
da resposta imunoldégica na tuberculose, que contribui para a contencdo do
crescimento micobacteriano (NUNES-ALVES et al., 2014).

A estrutura do granuloma é basicamente composta de macréfagos infectados,
macroéfagos epitelidides, foam cell (macrofagos espumosos que acumulam lipideos) e
neutrofilos no interior da estrutura, assim como linfocitos, na periferia. (SAUNDERS et
al., 1999; COOPER, 2009).

Além dos macrofagos e linfécitos T CD4* Thl, outras células envolvidas na
resposta imune nos casos de TB vém sendo estudadas. As células T CD8*, por
exemplo, interagem com o0s fagécitos, que podem apresentar produtos
micobacterianos, secretados no citosol celular via sistema ESX-1 micobacteriano,
através da apresentacdo cruzada. Uma vez ativadas, as células TCD8* contribuem
para a amplificacdo da resposta dos macrofagos através da producdo de IFN-y e
induzindo a morte das ceélulas infectadas via inducdo de FAS, FASL ou perforinas e
granzimas (Figura 5) (NUNES-ALVES et al., 2014; CANADAY et al., 2001; FERRAZ
et al., 2006). As células T CD4* Th17 também participam da resposta imune contra

micobactérias através da secrecdo das quimiocinas e IL-17, auxiliando no
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recrutamento de neutréfilos para o local da infec¢éo e contribuindo para a formagéo
do granuloma (KHADER & COOPER, 2008).
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Figura 5: Resposta imune celular contra o Mtb.
Fonte: Nunes-Alves et al., 2014.

A proliferagdo micobacteriana descontrolada no interior dos macréfagos e a
secrecdo de antigenos micobacterianos, como ESAT-6 em altas concentracées,
conduzem estas células a morte por necrose e a liberacdo dos bacilos, podendo
infectar novas células permissiveis e iniciar um novo ciclo de replicacéo (PARK et al.,
2005). Além da disseminacéo do Mtb, a liberacdo de material intracelular proveniente
da necrose celular, como os DAMPs (Padrées Moleculares Associados a Patdégenos)
ou alarminas, quando reconhecidos pelos macrofagos no local da lesédo impulsionam
a ativacédo de uma cascata de sinalizacéo, induzindo a formacgéo de inflamassomas,
producéo de citocinas inflamatérias e morte celular (DI VIRGILIO et al., 2001). A
resposta imunolégica gerada ap6s o reconhecimento dos DAMPs pode exacerbar a
resposta inflamatéria pulmonar e agrava o quadro patolégico do paciente infectado
(AMARAL et al., 2014; BOMFIM et al., 2017). A respeito dos DAMPs, existe uma
extensa lista de estas moléculas, incluindo citocinas (IL-1a, IL-13 e IL-18), proteinas

de choque térmico, defensinas, anexinas e galectinas. A adenosina trifosfato
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extracelular (eATP) também é uma alarmina, a qual € reconhecida por receptores
purinérgicos do tipo P2: P2RX e P2RY (BIANCHI, 2007; LOTZE et al. 2007; SATO et
al., 2009; BURNSTOCK et al., 2010; COUTINHO-SILVA & Ojcius, 2012).

Os neutréfilos anteriormente subestimados na resposta imune da tuberculose
tém sido associados a geracdo de dano tecidual em pacientes com quadro severo de
infeccéo por Mtb. Ao se acumularem no local de infecgdo, aumentam a producao de
fatores microbicidas como, por exemplo, o oxigénio reativo, as mieloperoxidases e as
metaloproteinases (MMPs), que quando produzidos de forma descontrolada sé&o
citotoéxicos, ocasionando a morte das células ao redor, propiciando a liberacdo de
maior quantidade de fatores relacionados ao dano culminando no extenso dano
tecidual nos pulmdes dos pacientes (TORRADO et al., 2011; ORME, 2014; ALMEIDA
et al.,, 2017; BOMFIM et al., 2021).

Manifestagcdes graves da tuberculose pulmonar podem estar acompanhadas da
formacao de cavidades no pulmédo. A formacéo de tais cavidades é promovida pelo
contato do crescente granuloma necrotico em lesfes primarias com espacos aéreos
nao danificados, o que possibilita o esvaziamento dos centros necroticos (caseos).
Contudo, o aparecimento das cavidades esta fortemente associado a uma resposta
inflamatéria exacerbada. Esta € descrita como pneumonia tuberculosa lipidica,
envolvendo o encontro de macréfagos espumosos com o bacilo inalado ou
provenientes de sitios infectados no interior dos alvéolos pulmonares. Isso conduz
uma rapida e forte resposta necrética com grande producdo de mediadores
inflamatérios, como MMP-1 ou outras colagenases responsaveis pela clivagem de
colageno e a formacéo da cavidade (HUNTER et al., 2011; DARTOIS, 2014 e ORME,
2014).

Sob este prisma, apesar resposta imune contra o bacilo ser essencial para a
defesa do paciente, em casos graves, o0 estado inflamatorio exacerbado aumenta de
forma descontrolada o recrutamento de novas células imunes para o local de infecgéo
e consequente producdo aumentada de mediadores inflamatorios. A resposta
inflamatoria exacerbada causada por células T CD4* Thl, por exemplo, torna-se uma
das maiores causas de dano tecidual. Desta forma, & necessario encontrar o limiar
entre uma resposta de células T CD4* que seja eficiente no controle micobacteriano

sem causar danos ao pulméo.
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1.4. Respostade células T CD4* natuberculose

As células T CD4* participam da resposta imune de muitas doencas
pulmonares, incluindo a tuberculose (BROWN et al., 2004; MCDERMOTT e KLEIN,
2018; SAKAI et al., 2014; SWADLING & MAINI, 2020). Nestas infec¢des, o acumulo
de subconjuntos distintos de células T CD4* pode mediar a prote¢do ou o agravamento
da doenca.

Classicamente, sabe-se que a resposta de células T CD4* é essencial para o
controle da replicacdo micobacteriana (MOGUES et al., 2001). Este fato € claramente
demonstrado na infecgdo de camundongos knockout de CD4* e de MHC (Complexo
Principal de Histocompatibilidade) de classe Il, que morrem rapidamente apls a
infeccdo comparados a camundongos Wild type (WT) (CARUSO et al., 1999). O
comprometimento no controle bacilar, também foi demonstrado em modelos utilizando
macacos, onde as células T CD4* foram depletadas com anticorpos. Nestes animais,
ndo apenas o controle do bacilo foi comprometido, mas também levou a reativacédo da
tuberculose latente (LIN et al., 2012).

O inicio da resposta de células T CD4* na tuberculose define o curso e o
resultado da infeccéo (SIA et al., 2019). Em camundongos, a resposta de células T
CD4* especificas para antigenos micobacterianos é detectada somente duas
semanas apoés a infeccao nos linfonodos de drenagem pulmonar. Ja4 no pulmao, sé é
identificada uma resposta realmente significativa apos trés semanas de infeccdo. Esta
resposta atrasada de células T CD4* € um contraste com outras infec¢des bacterianas
(FLYNN et al., 1995). Este atraso pode ser atribuido a diversos fatores, como: lento
crescimento micobacteriano, atraso da migracdo de DCs, dentre outros (SIA et al.,
2019). Juntos, estes fatores permitem o estabelecimento da infecgdo no pulméo.

A qualidade da resposta de células T CD4* contra micobactérias é relacionada
primordialmente com a producgéo de IFN-y e IL-12, citocinas produzidas pelo perfil de
células T CD4* Thl (OTTENHOFF et al., 1998). Camundongos deficientes de IFN-y
nao séo capazes de controlar a infeccao pela cepa Mtb H37Rv e sucumbem, assim
como os camundongos deficientes de IL-12 (FLYNN, 1993; COOPER, 1993). A
auséncia destas citocinas leva a um estado grave e consequente progressado da
tuberculose pelo fato destes estarem envolvidos na inducdo de outros mediadores
inflamatérios como 6xido nitrico (NO) e citocinas que irdo contribuir para o aumento

do killing dos macréfagos infectados e morte dos bacilos (XIE et al., 1994).
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A localizacao das células T CD4* especificas é determinante para a eficiéncia
da resposta mediada por estas células (Figura 6). Esse contexto se d& pela
necessidade de interacdo com macréfagos infectados (GAUTAM et al., 2017; MEHRA
et al., 2012). Novos estudos tém descrito duas diferentes populacdes de células T
CD4* presentes na vasculatura e parénquima pulmonar. Mais especificamente, as
células T CD4* efetoras Mtb especificas podem permanecer na circulagdo e povoar
as regides intravasculares pulmonares ou infiltrar o parénquima pulmonar,
estabelecendo residéncia (ANDERSON et al., 2014). A base molecular intrinseca que
determina a localizacdo destas células tem sido objeto de muitos estudos recentes,
mostrando, por exemplo, a importancia da expressao diferencial do receptor de
guimiocina entre esses dois subconjuntos celulares. Em resposta a cepa de baixa
viruléncia Mtb H37Rv, as células T CD4* que expressam o receptor de fractalcina
CX3CR1 tendem a permanecer na vasculatura e produzem altos niveis de IFN-y,
enquanto as células que expressam o receptor de quimiocina CXC Motif 3 (CXCR3)
tendem a estabelecer residéncia no parénquima e sdo mais eficazes na contencao da
infeccdo, apesar da menor producéo de IFN-y por célula (SALIN 2017, SAKAI et al.,
2014). O nivel de expresséo de moléculas como CD69, KLRG1 e PD-1 também foi
descrito como importante para o estabelecimento de células T CD4* na vasculatura e
parénquima pulmonar. Apesar disso, foram os receptores de quimiocina o ponto chave
para definir o destino destas células durante a infeccao cepa Mtb H37Rv (HOFT et al.,
2019).
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Figura 6: Localizacéo e resposta de células T CD4* no pulmé&o com tuberculose.
Fonte: Orme et al., 2014.

O equilibrio entre as respostas imunes protetoras promovidas pelas células T
CD4* que séao por definicdo pleiotropica e seus efeitos ndo intencionais no parénquima
pulmonar define se as células T CD4* residentes no pulmao serdo protetoras ou
prejudiciais para o tecido. (BARBER, 2017). Danos pulmonares causados por
inflamacdo exacerbada na tuberculose levam a liberacdo de sinais de danos ou
alarminas. Um dos DAMPs mais abundantes liberados durante processos de dano
tecidual e morte celular € o eATP (Adenosina Trifosfato Extracelular) (IDZKO et al.,
2007). Altos niveis de eATP s&o reconhecidos principalmente pelo receptor
purinérgico P2RX7 (BRANDAO-BURCH et al., 2012). As células T CD4* sdo uma das
células imunes que expressam maiores niveis de P2RX7, sendo capazes de
reconhecer o eATP (SALLES et al.,, 2017). O receptor P2RX7 é frequentemente
associado a geracdo e manutencdo de células T de memoria residentes (TRMS)
(BORGES DA SILVA et al., 2018, BORGES DA SILVA et al., 2020). Apesar disso, néo
esta claro como o reconhecimento do eATP influencia na residéncia de células T CD4*
e quais os efeitos desse processo.

De fato, as células T CD4* ndo sdo dispensaveis no controle micobacteriano na
tuberculose, determinando todo o curso da infecgdo. No entanto, como mencionada

anteriormente, a resposta imune relacionadas as células T CD4* também pode se
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tornar maligna, promovendo uma inflamacéo excessiva ou tornarem-se ineficazes

devido a exposicao crénica ao antigeno.

1.5. A gripe sazonal causada pelo virus Influenza

Historicamente, a gripe € uma doenca causada pelo virus Influenza que causa
epidemias todos os anos no mundo inteiro (Figura 7) (POTTER, 2021). A gripe €
transmitida por vias aéreas através da respiracdo, fala, tosse e espirro que geram
aerossois (KALIL & THOMAS et al., 2019). Os sintomas desta doenga podem ser leves
ou graves, iniciando-se 4 dias ap0s o0 contato com o virus. Sintomas como febre,
coriza, dor de garganta, dores musculares, dor de cabeca, tosse e fadiga séo
observados (DHARMAPALAN, 2020). Em periodos de epidemias sazonais, €
estimado que cerca de 80% das pessoas saudaveis que apresentam tosse ou dor de
garganta estejam infectadas pelo virus Influenza (KRAMMER et al., 2018).

Aproximadamente 5 milhdes de casos clinicos de infeccéo pelo virus Influenza
e 250 mil — 500 mil mortes sao notificadas anualmente no mundo inteiro (THOMPSON
et al., 2003). Os Estados Unidos e Brasil ainda estdo entre os paises com maior
incidéncia de gripe. Foram notificados aproximadamente 3,7 milhdes de casos de
gripe entre outubro de 2021 e fevereiro de 2022 nos Estados Unidos. Dentre estes
casos, houve aproximadamente 44 mil hospitalizacées e 3 mil mortes por pneumonia
associada a infeccdo pelo virus influenza (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2022). O Brasil registrou 5,8 mil casos e 1,1 mil mortes por influenza
em 2019. Em 2020, o nimero de casos sofreu uma queda, sendo estimado em 1,5 mil
infectados e 209 mortos (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Estes ainda s&o nimeros

altos para uma doenca que possui vacina no calendario de vacinacdo anual.
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Figura 7: Areas sazonais de risco para influenza: novembro-abril (azul), abril-novembro
(vermelho) e durante todo o ano (amarelo).
Fonte: Ninjatacoshell, 2011.

O virus Influenza foi isolado em laboratério pela primeira vez em 1932
(POTTER, 2021). O genoma do virus influenza é composto por RNA de fita simples
(ssRNA) segmentado de sentido negativo, que pode sintetizar RNA mensageiro
(mRNA) (DHARMAPALAN, 2020). As particulas virais que sdo chamadas de virions
sdo pleomorficas (isolados clinicos), variando entre as formas filamentosas,
baciliforme ou esférica (cepas laboratoriais) (DADONAITE et al., 2016).

Quatro espécies do virus influenza foram descritas até o momento, todos
pertencem a familia Orthomyxoviridae: Influenza virus A (IAV), Influenza virus B (IBV),
Influenza virus C (ICV) e Influenza virus D (IAV) (KRAMMER et al., 2018). A maior
parte dos casos graves de gripe, epidemias sazonais e pandemias esta relacionada
ao IAV. Esta espécie € capaz de infectar todos os tipos de pessoas, mas tende a ser
uma ameaca a vida de criancas, idosos e doentes cronicos. As aves aquaticas sao o
maior reservatorio de 1AV, mas o virus também é encontrado em mamiferos terrestres
e marinhos (LI et al., 2019; JOSEPH et al., 2017). Existem subtipos de IAV que séo
classificados de acordo com as proteinas virais hemaglutinina (H) e neuraminidase
(N) (ASHA, 2019). Até hoje foram identificados 18 subtipos H e 11 N. Em humanos,
apenas os subtipos H1-3 e N1-2 foram identificados. Atualmente, os subtipos de IAV
em circulagdo sdo HIN1 e H3N2 (SAUTTO & KIRCHENBAUM, 2018).

As espécies IBV e ICV também sao capazes de infectar humanos e animais,
mas o ICV afeta principalmente criancas de forma assintomatica e com sintomas leves
(KRAMMER et al., 2018; GHEBREHEWET et al., 2016). Ja o IDV é principalmente

encontrado em suinos e bovinos, mas ainda ndo existem casos que comprovem que
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este virus cause doenca em humanos (ASHA, 2019). Dentre as quatro espécies, 0s
estudos que buscam farmacos antivirais e vacinas focam principalmente nos tipos IAV
e IAB (ASHA, 2019).

Existem 3 principais formas de prevencdo da gripe causada pelo virus
Influenza: vacinagéo, quimioprofilaxia antiviral e controle de infeccdo. Dentre estas
medidas, a vacinacao é a forma primaria de protecdo contra possiveis agravamentos
da gripe (KRAMMER et al., 2018; DHARMAPALAN, 2020). As vacinas contra o virus
influenza sao trivalentes ou quadrivalentes e podem ser compostas de virus inativado
ou atenuado. As vacinas da gripe conferem de 50 a 60% de protec&o contra as cepas
H1N1, H3N2 da espécie IAV e mais duas cepas de IBV (SAUTTO et al., 2018). Estes
dados indicam a necessidade de estudos que busquem melhorar a resposta imune
conferida pelas vacinas para que ocorra o aumento da imunidade contra cepas do

virus Influenza.

1.6. Respostaimune nainfec¢ao pelo virus Influenza

Diferente do que € observado na tuberculose, a resposta imune contra o virus
influenza inicia-se de forma robusta no trato respiratério superior. Durante esta
infeccdo, a resposta pro-inflamatéria gerada pela imunidade inata serve como a
primeira linha de defesa do hospedeiro. Na fase tardia da infec¢cdo, a imunidade
adaptativa é crucial para conter a replicacdo viral e mediar a protecdo contra
reinfeccdes (WEI et al., 2014; CHEN et al., 2018).

Apos a inalacao, o virus entra em contato incialmente com as células epiteliais
das vias aéreas superiores do hospedeiro. As células epiteliais respiratorias
expressam constitutivamente em sua superficie glicoproteinas (MUC5AC, MUC5B e
MIC1) que sao ricas em acido sialico (AS) (ROY et al al., 2014; EHRE et al., 2012;
MCAULEY et al., 2017). As proteinas virais H ligam-se ao SA e a outros receptores
celulares, estabilizando o virus na membrana celular (XU et al., 2010). A ligacdo do
virus Influenza na superficie celular induz endocitose dependente das proteinas
claterina e clavolina (FONTANA et al.,, 2012). ApGs a endocitose, a liberacdo das
particulas virais acontece de forma dependente da queda do pH endossomal que
induz a abertura do canal de prétons M2, desencadeando a liberacdo do RNA viral
(LAMB et al., 1996). O RNA viral migra para o nucleo da célula e interage com

Importina-a/B, iniciando a replicagao (SUN et al., 2013).
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Os PRRs da imunidade inata fazem o reconhecimento inicial do virus Influenza.
Eles atuam no reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos e
inicia a ativacdo da imunidade inata (CAO et al., 2016; OUYANG et al., 2014). Dentre
os PRRs, o gene | induzivel por acido retindico (RIG-I) é predominante no
reconhecimento intracelular de ssRNA e leva a ativacdo de fatores de transcricdo
como IRF3 (Fator Regulador de Interferon 3), IRF7 e fator nuclear kappa B (NF-kB)
(PICHLMAIR et al., 2006; HISCOTT et al., 2006). Os TLRs endossomais TLR3, TLR7
e TLR8 também sdo PRRs criticos na resposta imune contra o virus Influenza
(TAKESHITA et al., 2006; GOUBAU et al., 2014). O reconhecimento via PRRs leva a
ativacao e translocacao de fatores de transcricdo e consequente transcricdo de genes
de IFNs do tipo | (IFN-a e IFN-B), IFNs do tipo Il (IFN-A1, IFN-A2, IFN-A3, IFN-A4) e
citocinas (TNF, IL6, IL1pB, etc.) antivirais (SHAN et al., 2016). Apesar de terem funcao
semelhante, os IFN-a/ e IFN-A possuem algumas diferencas para conferir protecao
durante a infeccdo. Camundongos infectados com Influenza foram tratados com IFN-
a e apresentaram maior patologia pulmonar e mortalidade. J& o tratamento com IFN-
A conferiu protecdo aos camundongos infectados (DAVIDSON et al., 2016; KIM et al.,
2016).

A producao dos mediadores mencionados acima ativa as epiteliais respiratorias
vizinhas néo infectadas para resposta antiviral e recruta células inatas circulantes
como: NKs, mondcitos, neutrofilos e DCs (CHEN et al., 2018). As células NK atuam
na vigilancia imunoldgica e utilizam sua atividade citotoxica para eliminar as células
infectadas pelo virus (MENDELSON et al., 2010; GUO et al., 2011). Os macréfagos
alveolares, mondcitos e neutrofilos limitam a proliferacdo viral fagocitando as células
infectadas (TUMPEY et al., 2005). As DCs internalizam e processam 0 virus, enquanto
migram para os linfonodos drenantes onde apresentam os peptideos virais via MHC
para as celulas T especificas, iniciando a resposta imune adaptativa
(GEURTSVANKESSEL et al., 2008; HINTZEN et al., 2006).

A resposta imune de células T e B é crucial contra o virus Influenza. As células
T CD4* e CD8* desempenham papel fundamental produzindo mediadores antivirais,
além de atuarem na morte de células infectadas (XIAOYONG et al., 2018). As DCs
apresentam os peptideos virais via MHC de classe | para as células T CD8* naives
gue se diferenciam em linfocitos T citotoxicos (CTLs) (GEURTSVANKESSEL et al.,
2008; KREIJTZ et al., 2011). Apés a ativagdo e diferenciagdo, as células T CD8*

regulam positivamente a expressdo de CXCR3 e CCR4 e migram para o pulméo



143

infectado (JENNRICH et al., 2012; XIAOYONG et al., 2018). No tecido infectado,
essas células podem produzir citocinas como IFN-y que contribuira para ativagédo de
macrofagos e para a producédo de anticorpos IgG por células B (WHITMIRE et al.,
2005). Outro mecanismo efetor é a citotoxidade mediada por perforinas e granzimas
que exige contato célula-célula e induz apoptose nas células infectadas (VAN
DOMSELAAR & BOVENSCHEN, 2011). Alguns estudos também indicam que as
granzimas atuam impedindo a replicacdo viral clivando proteinas virais (ANDRADE,
2010). As células T de memdria também sdo essenciais na protecdo contra
reinfeccbes pelo virus Influenza (CERWENKA et al., 1999). As células CD8* TRMs
sdo geradas na infeccéo e apds a vacinacao contra a gripe, gerando rapida protecao
contra reinfeccdes (WAKIM et al., 2015). Neste contexto o reconhecimento de DAMPs
como o0 eATP é um sinal necessario para a geracao destas células em infec¢des virais
(BORGES DA SILVA et al., 2020). As células CD8* TRMs sdo encontradas no epitélio
nasal apos a infeccdo, onde restringem o acesso do virus ao Sistema respiratério
inferior, impedindo a disseminacéo viral para o pulméo (PIZZOLLA et al., 2017).

As células B ndo sdo meras coadjuvantes em resposta ao virus Influenza. Estas
células participam ativamente através da producédo de anticorpos neutralizantes e néo
neutralizantes (LOFANO et al., 2015). Nesta infeccdo a maior parte das células B
responsivas sdo especificas para a proteina H do virus (BARDELLI et al., 2013). Os
anticorpos nao neutralizantes correspondem a maior parte do pool de anticorpos
produzidos e agem diretamente na lise de células infectadas por meio da citotoxidade
mediada por anticorpos (LOFANO et al.,, 2015). Os anticorpos do tipo IgA sé&o
indispensaveis para evitar a transmissao viral, mas os anticorpos IgG sdo mais
abundantes e eficientes em controlar a infeccdo (SEIBERT et al., 2013). Até o
momento, a resposta de células B de memoria é a linha de defesa mais rapida utilizada
pelo sistema imune apos a vacinagao contra a gripe (FRASCA et al., 2016).

Assim como na tuberculose, uma resposta inflamatéria exacerbada durante a
infeccdo pelo virus Influenza pode lesionar o tecido pulmonar e comprometer a
fisiologia respiratoria. Alguns estudos ja demonstraram que o acumulo de células T
CD8* durante a infeccao agrava a lesdo pulmonar e aumenta a fibrose. As células T
CD4* séo indispenséaveis na imunidade antiviral e colaboram com as respostas de
células T CD8* e B, mas o infiltrado exacerbado e produgéo desregulada de citocinas
como IFN-y podem conduzir a doenca pulmonar para um desfecho grave. As

caracteristicas da resposta de células T CD4* serdo detalhadas no topico seguinte.
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1.7. Respostade células T CD4* na infec¢céo pelo virus Influenza

A resposta efetora de células T CD4* contra o virus Influenza comegou a ser
estudada entre 1990 e 1995, utilizando modelos de deplecdo por anticorpos e
camundongos deficientes de MHC de classe Il (ALLAN et al., 1990; BODMER et al.,
1993; TRIPP et al., 1995). Estes estudos demonstraram um papel secundério das
células T CD4* na infec¢cdo quando comparados as células T CD8* e células B. Na
auséncia da resposta de células T CD4*, apenas um atraso no clearence viral foi
observado (BODMER et al., 1993). Contudo, o requerimento da resposta destas
células durante a infeccao ficou mais evidente quando camundongos deficientes de
células B foram tratados com anti-CD4 (MOZDZANOWSKA et al.,, 2000). Neste
contexto, a resposta citotoxica das CTLs ficou comprometida e ndo foi capaz de
controlar a infeccéo pela cepa A/Puerto Rico/8/34 (PR8). Estes dados demonstraram
qgue as células T CD4* sdo um importante pilar para sustentar a resposta de células T
CD8*. Experimentos similares foram feitos, desta vez depletando células T CD8* em
camundongos deficientes de células B (MOZDZANOWSKA et al., 1997; TOPHAM &
DOHERTY, 1998). Interessantemente, os camundongos sem resposta de células T
CD8" e B sucumbiram rapidamente. Portanto, a resposta de células T CD4* sozinha
néo é capaz de controlar a infec¢éo pelo virus Influenza. E necessario que haja uma
cooperacao entre as respostas de células T e B para que haja sucesso no clearence
viral (BROWN et al., 2004).

As células T CD4* sdo capazes de reconhecer epitopos conservados de
proteinas virais internas (DEVARAJAN et al., 2016; VALKENBURG et al., 2018). Elas
séo ativadas nos linfonodos drenantes pelas DCs que carregam 0s peptideos virais
(Figura 8) (ITANO & JENKINS, 2003). Apos a ativagdo, a diferenciacéo para o perfil
Th1 é predominante, mas também ha envolvimento de células T CD4* Th2, Tfh e Treg
durante a infeccdo (GRUTA & TURNER, 2014; CHEN et al., 2018). As células Thl
migram para o tecido infectado, onde exercem sua fungéo efetora produzindo citocinas
como IFN-y, TNF-a e IL-2 que cooperam com a proliferagdo, ativacao e diferenciagao
de células T CD8*. As células Th2 regulam a producdo de anticorpos através da
producgéo de IL-4 e IL-13 (LAMB et al., 1982). As células Treg contribuem na redugéo
da resposta de células T CD8* quando a infeccdo € controlada, prevenindo dano
pulmonar por exacerbacdo da resposta inflamatoria no tecido (JIANG et al., 2011).

Contudo, este controle nem sempre é eficiente. As células Tfh s&o cruciais para
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formacdo de centros germinativos nos linfonodos, direcionando a produgéo de
anticorpos de alta afinidade contra o virus Influenza (BENTEBIBEL et al., 2016).

Influenza Mediastinal
Lymph Node

Antibody
Production

Traffic to lung
Figura 8: Resposta primaria de células T CD4* e geracdo de memdria na infec¢ao pelo virus

Influenza.
Fonte: Zens & Farber, 2014.

No pulméo infectado pela cepa PR8, dois novos subtipos de células T CD4*
residentes foram descritos recentemente (SWARNALEKHA et al.,, 2021). Estes
subtipos sado transcricionalmente semelhantes as células Thl e Tfh. O surgimento
destas células no pulmao ocorre de forma assincrona. Na fase aguda da doenca (7
dias p.i.), as células Thl (PSGL-1"FR4") sdo predominantes. Estas células Thil
contribuem para a resposta de células T CD8* e B na fase aguda, como mencionado
anteriormente (SCHREINER & KING, 2018). Na fase tardia, apés a eliminagédo do
virus (14-30 dias p.i.), se observa o direcionamento das células Thl para Trh (Célula
T helper residente) (PSLG-1°FR4"). A geracdo de células Trh requer a interagdo com
células B e é dependente da expressao de Bcl6. As células Trh podem ser vistas em
pequenos aglomerados ao lado de células B no parénquima pulmonar. Estas células
sdo cruciais para manter a producdo de anticorpos durante uma reinfeccao. Além
disso, elas também contribuem para geracdo de células TRMs CD8* (SON et al.,
2021).
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Na infeccéo pelo virus Influenza, assim como na tuberculose, ha a formacéo de
iBALT (Tecido Linféide Induzivel Associado aos Bronquios) (SCHREINER & KING,
2018). Esses aglomerados linfoides ndo indispensaveis para a manutencao de células
T CD4* residentes no pulméo. Durante a infeccao viral, as células T CD4* também
expressam altos niveis de CD69, CD103 e CXCR3 e migram para o parénquima
pulmonar, onde exercem sua fungéo de acordo com a fase da doencga. No entanto, é
a alta expressdo CXCR3 que determina o acumulo de células Thl no parénquima
pulmonar durante a infeccdo (DHUME et al., 2019).

As células T CD4* realmente possuem papel secundario na protecao durante a
infeccdo pelo virus Influenza. Porém, assim como em outras infec¢des pulmonares, o
acumulo destas células somado a uma resposta efetora desregulada esta associado
ao agravamento do dano no tecido pulmonar e, consequente, a liberacdo de grandes
guantidades de DAMPs (ZHAO et al.,, 2012). Este fato suporta a importancia de
estudos que busquem entender o que determina o acumulo excessivo destas células

no pulmao, visando melhorar o prognéstico da doenca.

1.8. Efeitos do reconhecimento do ATP extracelular

A Adenosina Trifosfato (ATP) intracelular possui um importante papel como
molécula energética nas reacdes celulares. Através das alteracdes metabdlicas, as
células podem regular a producéo desta molécula (BURNSTOCK & VERKHRATSKY,
2009). Esses mecanismos sao importantes para as funcdes vitais celulares como
replicacdo e ativacdo. O ATP exerce papel crucial no meio intracelular e ndo esta
presente em altas concentragdes no meio extracelular (LIPMANN, 2006). Baixos
niveis de eATP exercem importantes funcdes fisiologicas, tais como agregacao
plaguetaria, neurotransmissédo (periférica e central), funcdo cardiaca e contragéo
muscular (DRURY & SZENT-GYORGYI, 1929). No entanto, o ATP pode ser liberado
em altas concentragdes no processo de morte celular. Células ativadas e apoptéticas
utilizam a abertura de canais denominados panexina-1 para liberar ATP para o meio
extracelular e isso pode levar a uma consequente ruptura da membrana plasmatica
(CHEKENI et al., 2010; ZEH & LOTZE, 2015).

O ATP pode ser liberado para o meio extracelular por varios tipos celulares
assim como por exocitose em plaguetas e neurénios. No meio extracelular, o eATP

pode ser reconhecido por receptores presentes na superficie celular ou ser
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rapidamente hidrolisado em ADP, AMP e adenosina pela ectonucleotidases CD39 e
CD73, respectivamente (Figura 9) (GORDON, 1986; YEGUTKIN, 2008; RIVAS-
YANEZ et al., 2020.).
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Figura 9: Reconhecimento e hidrdlise do eATP.
Fonte: Rivas-Yéfez et al., 2020.

Dois grupos de receptores purinérgicos foram descritos, sendo eles, os
receptores P1, que sdo capazes de reconhecer adenosina e 0s receptores P2 que
reconheceriam o eATP. Dentre os receptores P2, duas familias foram identificadas
(BURNSTOCK, 1978; ABBRACCHIO & BURNSTOCK, 1994): o primeiro grupo é
composto por receptores ou canais ibnicos dependente de ligante, os quais sao
chamados de P2X. J& o grupo chamado de P2Y é composto de receptores que estédo
acoplados a proteina G (BURNSTOCK & KENNEDY, 1985).

Atualmente, sdo conhecidas oito isoformas na familia P2RY em mamiferos
(P2RY1, P2RY2, P2RY4, P2RY6, P2RY11, P2RY12, P2RY13 e P2RY14) e sete de
P2RX (P2RX1-P2RX7) (ABBRACCHIO et al., 2009; BURNSTOCK, 2007; MILLER et
al., 2011). Quanto a sua estrutura, os receptores da familia P2RX possuem os dois
dominios transmembrana (TM1 e TM2), além de um dominio extracelular responsavel
pela ligacdo com o ATP e uma porg¢ao n-terminal intracelular (BARRERA et al., 2005,
DI VIRGILIO, 2015). A estrutura destes receptores esta intimamente ligada a abertura
de canais ibnicos. A partir da abertura destes canais inicia-se um fluxo com entrada
de Na* e Ca2* e saida de K* e consequente despolarizacdo da membrana plasmatica.
O influxo de célcio esta envolvido diretamente na sinalizag&o celular (DI VIRGILIO,
2015, MILLER et al., 2011). Esta sinalizacdo pode levar a varios caminhos, incluindo
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a ativacao, proliferacéo e morte celular, por exemplo (ADINOLFI et al., 2005). Diante
desses fatos, nota-se que a familia P2RX possui um papel significativo na resposta de
células imunes.

Dentre todos os receptores P2RX, 0 mais estudado até o momento € o P2RX?7.
Em humanos o gene que codifica o receptor esta localizado no cromossomo 12 e em
camundongos no cromossomo 5. Este receptor € amplamente encontrado em tecidos
como o cérebro, musculo, pele, intestino, células imunes, dentre outros (COLLO et al.,
1997). No sistema imune, o P2RX7 €& expresso por macrofagos, mastocitos,
eosindfilos, DCs e linfécitos T (DI VIRGILIO et al., 2001). O P2RX7 especialmente é
capaz de responder a altas concentracfes de eATP e formar um poro permeéavel a
moléculas de até 900Da (DI VIRGILIO et al., 2001). Este contexto € caracteristico de
dano celular e tecidual, quadro observado em respostas imunes muito exacerbadas.

Um dos limitantes para a determinacdo do papel do P2RX7 em células do
sistema imune é a concentracdo de eATP disponivel no microambiente. Baixas
concentracOes de eATP favorecem a ativacdo e proliferacdo de células via P2RX7
(RISSIEK et al., 2015). Em contraste, altas concentracdes de eATP desencadeia a
morte celular apoptética ou necrética em alguns tipos celulares (ADINOLFI et al.,
2005; AMARAI et al., 2014). O tempo e intensidade do estimulo do P2RX7 também é
limitante para determinar o papel do receptor. A estimulacdo prolongada de P2RX7
induz a formacao de grandes poros na membrana plasmatica (DI VIRGILIO, et al.,
2001). Dependendo da intensidade e duragdo do estimulo, a predominancia de cada
uma dessas vias moleculares determina o gatilho para a morte celular por apoptose
ou necrose. A ativacdo combinada de diferentes vias moleculares culmina em
piroptose, pironecrose ou necroptose (BORTOLUCI & MEDZHITOV, 2010;
KACZMAREK et al., 2013). A ativagéo celular via P2RX7 pode levar a um fenébmeno
de dano celular em cascata. Portanto, o reconhecimento de eATP pelo receptor
P2RX7 contribui para o desenvolvimento e agravamento da inflamacdo estéril e
infecciosa em diversos modelos (DI VIRGILIO, et al., 2017).

Aléem de seus efeitos fisiolégicos, o P2RX7 também é um receptor muito
relevante em doencas infecciosas (MILLER et al., 2011). Nos ultimos tempos, este
receptor tem sido amplamente estudado na interagcdo patdégeno-hospedeiro.
Pesquisadores buscam ndo apenas entender o papel do receptor na inflamacao
proveniente de infec¢des, mas também como o P2RX7 contribui para a protecdo ou
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desenvolvimento de formas graves destas doencas infecciosas. (DI VIRGILIO et al.,
2017).

Alguns estudos demonstraram que a sinalizacao via P2RX7 pode aumentar a
resisténcia em casos de sepse (CSOKA et al., 2015). Além disso, a expressdo de
P2RX7 em neutrdfilos contribui para a eliminacdo de Streptococcus pneumoniae.
(KARMAKAR et al., 2016). Quando se trata de infec¢bes parasitarias, demonstrou-se
gue o P2RX7 participa da eliminacdo de parasitas intracelulares como Leishmania e
Toxoplasma (COUTINHO-SILVA et al., 2003, COUTINHO-SILVA & OJCIUS, 2012).
Na malaria experimental, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o P2RX7 é crucial
para a eliminacdo do patdgeno (SALLES et al., 2014).

Em infeccBes virais, 0 eATP extracelular é essencial para promover imunidade
antiviral robusta aumentando a producéo de IFN- e outros mediadores inflamatérios
(ZHANG et al., 2017). Em alguns casos de infecg¢des virais persistentes, a sinalizagéo
via P2RX7 pode gerar inflamacao sistémica e levar a morte. O bloqueio da interacdo
P2RX7-eATP é eficiente no controle da inflamacé&o pulmonar, reduzindo infiltrado de
macrofagos, neutréfilos e producéo de citocinas inflamatérias durante infeccbes por
Influenza e adenovirus (LEYVA-GRADO et al., 2017; LEE et al., 2012).

Antigos trabalhos demonstram o papel do P2RX7 em infeccdes
micobacterianas. Lammas et al., (1997), por exemplo, demonstrou que o tratamento
de macréfagos humanos infectados com M. bovis BCG promoveu a morte destas
células e consequentemente, a morte dos bacilos. Apesar disso, o papel do P2RX7
na tuberculose sempre foi dito como controverso. Em estudos anteriores, Nn0SSo grupo
demonstrou que em infec¢des causadas por cepas micobacterianas hipervirulentas, o
P2RX7 contribui para o desenvolvimento de formas graves da doenca. Esse efeito
hiperinflamatorio ndo foi observado na infeccdo com cepas de baixa viruléncia como
a Mtb H37Rv. Os resultados sugeriram a necessidade de uma alta resposta
inflamatéria, gerando elevada morte necroética de macrofagos e liberacdo de eATP, o
gue s6 acontece na infeccdo pela cepa Mtb Beijing 1471 e principalmente pela cepa
Mbv MP287, ambos isolados clinicos hipervirulentos (Figura 10) (AMARAL et al.,
2014; EBERHARDT et al., 2022). Em 2017, ficou claro que a protecdo conferida a
camundongos deficientes de P2RX7 nao é proveniente da auséncia do receptor em
células estruturais do pulméo, mas sim de células derivadas da medula éssea
(BOMFIM et al., 2017). Contudo, o papel do receptor P2RX7 expresso
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especificamente por células T CD4* ndo estava elucidado na tuberculose pulmonar

grave.
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Figura 10: Papel dual do receptor P2RX7 na infec¢cdo por Mtb.
Fonte: Eberhardt et al., 2022.

1.9. Efeitos da sinalizacdo via P2RX7 em células T CD4*

O papel da sinalizacédo através do reconhecimento do eATP por P2RX7 em
células T CD4* ainda ndo totalmente esclarecido, mas se sabe que favorece a ativacao
celular durante a sinapse imunoldgica. A ativacao antigeno-especifica de células T via
TCR e moléculas coestimuladoras induz a liberagdo de baixas concentracfes de ATP
pelos canais de panexina. O eATP liberado na sinapse é reconhecido pelos receptores
P2RX1 e P2RX4 que sao imediatamente recrutados para a sinapse (Figura 11). Ja o
P2RX7 permanece distribuido uniformemente pela membrana célula, podendo
reconhecer o eATP de forma autdcrina e paracrina. Este reconhecimento via
receptores P2RX aumenta o influxo de Ca* e ativa NFAT levando a producédo de
importantes mediadores, como IL-2 que aumenta a proliferacdo celular (RIVAS-
YANEZ et al., 2020; BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014; JUNGER et al., 2011; YIP
et al., 2009).
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Figura 11: Efeitos da sinalizag&o purinérfica na ativagéo de células T.
Fonte: Burnstock & Boeynaems, 2014.

O receptor P2RX7 também é um importante direcionador da diferenciacéo de
células T CD4*. A deficiéncia de P2RX7 direciona a diferenciacéo de células T CD4*
para um perfil Th17 em camundongos com artrite induzida por coldgeno (FAN et al.,
2016). Essa diferenciacdo € mais evidente a partir de células T CD4" regulatérias.
Num ambiente rico em IL-6 e altos niveis de eATP, as células T CD4*FOXP3* ficam
prejudicadas em sua funcao supressora e diferenciam-se em células T CD4* Thl7
(SCHENK et al., 2011). Na malaria experimental, a diferenciacao de células Thl CD4*
protetoras € favorecida pela sinalizacdo via P2RX7 (SALLES et al.,, 2017). O
direcionamento da diferenciacdo de células T provavelmente esta relacionado com a
programacdo metabodlica celular induzida a partir interacdo eATP-P2RX7 (DI
VIRGILIO et al., 2017).

O papel do eATP na migracao de células da imunidade inata, como neutrofilos
esta bem descrito na literatura. Neste contexto, o reconhecimento do eATP é via
receptor P2Y2 (JUNGER, 2008). Contudo, pouco se sabe sobre o envolvimento de
altos niveis de eATP reconhecidos P2RX7 na migracdo e células T (Mishra et al.,
2016; DI VIRGILIO et al., 2017). Até o0 momento, 0 que se sabe é que o0 P2RX7 é
fundamental para a saida de células do linfonodo em direcdo aos tecidos. A
Sinalizagéo via P2RX7 induz o shedding L-selectina (CD62L) através da atividade das
metaloproteases ADAM10 e ADAM17 (LE GALL et al., 2009). Portanto, a deficiéncia

de P2RX7 pode gerar retencdo de células T nos linfonodos. Adicionalmente, novos
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estudos comprovam a acao do receptor P2RX7 na motilidade das células durante o
processo de ativacdo. A sinalizagdo via P2RX7 induz ondas de Ca* que agem de
forma paracrina nas células T vizinhas, reduzindo sua motilidade e melhorando a
interacdo com as DCs (WANG et al., 2014).

Por fim, mas ndo menos importante, o receptor P2RX7 pode agir na morte de
células T durante processos inflamatérios e de dano tecidual. Esse processo €
dependente do tempo de exposicdo, niveis de eATP e expressdo de
ectonucleotidases (RIVAS-YANEZ et al., 2020). Um tipo de morte celular regulado
pelo receptor P2RX7 € a apoptose. Este processo utiliza ndo apenas o eATP, mas
também baixas concentracbes de NAD™* que serve como substrato para ARTC2.2
catalisar a ribosilacdo de ADP do P2RX7 em camundongos, levando a imediata
ativacao e consequente morte celular induzida por NAD* (SEMAN et al., 2003). Esta
morte por ocorrer pela abertura de poros ndo seletivos na membrana celular ou via
fosforilagdo da proteina quinase % (ERK1/2) (AMSTRUP et al., 2003). A abertura de
poros néo seletivos pode também levar a morte celular por necrose, devido a entrada
e saida desregulada de ions e outras moléculas (TAYLOR et al., 2008). Como
mencionado anteriormente, em condic¢des de liberacao de altos niveis de ATP, alguns
subtipos de células T CD4* podem escapar da morte celular induzida por P2RX7
expressando CD39 e CD73. Desta forma, o eATP € hidrolisado antes de se ligar ao
P2RX7. Células T CD4* regulatérias utilizam este mecanismo para escapar da morte
em condic¢des inflamatérias graves (DEAGLIO et al., 2007; VIGNALI et al., 2008).

De fato, a expressdao de P2RX7 e a sinalizacdo gerada a partir do
reconhecimento de altos niveis de eATP pode direcionar o destino de células T CD4*
em diferentes modelos. Contudo, ainda nédo € claro os efeitos do P2RX7 expresso por
células T CD4"* durante infec¢des pulmonares graves como tuberculose e Influenza,

onde ha grande liberacéo de eATP.



2 Olsetivos
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2.1. Geral

O objetivo principal deste trabalho foi compreender o papel das células T CD4*
residentes, particularmente da sinalizacao através do P2RX7, na geracao de lesbes

pulmonares decorrentes de infeccoes e os mecanismos envolvidos nesse processo.

2.2. Especificos

Identificar o papel das células T CD4* residentes efetoras no agravamento da

tuberculose pulmonar induzida por cepa hipervirulenta;

e Compreender o papel do receptor P2RX7 na residéncia de células T CD4*

efetoras na tuberculose pulmonar grave;

e Investigar como a expresséo de P2RX7 em células T determina o desfecho da

tuberculose pulmonar grave;

e Avaliar o papel do receptor P2RX7 na inflamacao pulmonar causada pelo virus

Influenza;

e Averiguar se 0S mecanismos que envolvem a sinalizacdo via P2RX7 e a
residéncia de células T CD4* estendem-se para outras infec¢cdes pulmonares,

como pelo virus Influenza.
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