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Atualmente a asma € uma das doencas nao transmissiveis mais disseminadas no mundo,
com mais de 339 milhdes de pessoas vivendo com a doenca. Os sintomas relacionados a
asma incluem dificuldade respiratéria, produgado excessiva de muco, tosse e chiado durante a
respiracdo. Esses sintomas sao reversiveis ao tratamento e sdo intimamente relacionados as
respostas imunes promovidas através do gatilho gerado pelo alérgeno. Na asma
experimental, o ATP extracelular e os receptores P2X apresentam um papel importante no
desenvolvimento da doencga, e essas moléculas parecem contribuir para regulacdo da
producao de anticorpos durante processos infamatoérios. Nesse estudo nds investigamos o
papel da sinalizacao através do eixo ATP-P2X7 no desenvolvimento da asma experimental.
Foi observado um papel critico da sinalizacdo através do receptor P2X7 para o
desenvolvimento de infiltrado eosinofilico, mas ndo para a produgéo de anticorpos IgE durante
a asma experimental. Camundongos P2rx7” apresentam menor numero de células
CD47CD44" localizadas no parénquima pulmonar em comparagao a camundongos C57BL/6
durante a asma experimental, e apresentam infiltrado de células CD4*CD44*GATA3", similar
aos camundongos ndo imunizados, mesmo apos imunizagao. Além disso, o linfonodo de
camundongos P2rx7” imunizados apresentam menor nimero de células comparados ao de
camundongos C57BL/6. Caracterizamos o papel da administracdo de altas concentragbes de
ATP (1mM, 4,5mM e 50mM) durante desafios intranasais, demonstrando a administragéo de
4,5mM dessa molécula promove diminuigcdo no recrutamento de eosindfilos e produgdo de
anticorpos IgE, provavelmente através da sinalizagéo pelo receptor P2X7, com aumento da
producao de IL-4 e nenhuma alteracdo em células CD4*CD44*GATA3". Este estudo contribui
para a compreensao de como os sinais de dano afetam o desenvolvimento da asma em
modelos experimentais, ressaltando o receptor P2X7 como um potencial alvo terapéutico

relacionado a doenga pulmonar asmatica.

Palavras-chave: Asma. ATP. P2X7.



MACEDO, B.G. Evaluation of ATP-P2X7 axis during experimental asthma. 2020. 76p. Thesis
(Master degree Immunology Department) — Biomedical Sciences Institute, University of Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Asthma is one of the most non-infectious widespread diseases in the world, with more than
339 million people living with the disease. Asthma-related symptoms include hardness to
breath, excessive mucus production, coughing and wheezing. These symptoms are reversible
after treatment and are closely related to the immune responses promoted through the trigger
generated by the allergen. In experimental asthma, extracellular ATP and P2X play an
important role during the development of the disease, and these molecules seem to contribute
to the regulation of antibody production during inflammatory processes. In this study we
investigated the role of signaling through the ATP-P2X7 axis during the development of
experimental asthma. It was observed a critical role of signaling through the P2X7 receptor for
the development of eosinophilic infiltrate, but not for production of IgE antibodies during
experimental asthma. P2rx7”" mice showed lower number of CD4*CD44"* cells localized in the
lung parenchyma compared to C57BL/6 mice during experimental asthma, as well as, these
mice have CD4*CD44*GATA3" cell infiltration similar to non-immunized mice, even upon
immunization. In addition, mediastinal lymph node of immunized P2rx7” mice presented lower
number of cells compared to that of C57BL/6 mice. We also characterized the role of ATP at
high concentrations (1mM, 4.5mM and 50mM) during intranasal challenges, demonstrating
that the administration of 4.5mM of this molecule leads to diminished recruitment of eosinophils
and production of IgE antibodies, probably through signaling by the P2X7 receptor, with
increased production of IL-4 and no changes in CD4*CD44*GATA3" cells. This study
contributes to the understanding of how the signs of damage affect the development of asthma
in experimental models, highlighting the P2X7 receptor as a potential therapeutic target related

to asthmatic lung disease.

Key words: Asthma. ATP. P2X7.
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1.1 Inflamagao pulmonar aguda

Respostas inflamatdrias agudas sao iniciadas através de processos de injuria,
infeccao e irritacdo, e estdo intimamente relacionadas com a protecao do hospedeiro
visando a reestruturagdo da homeostase (LEITCH, A. E. et al., 2008). Dessa forma,
as respostas inflamatérias sdo associadas a tentativa de destruicdo e remocao dos
agentes promotores da desordem homeostatica e dos tecidos danificados,
promovendo dessa forma reparo tecidual (LEE e YANG, 2013). Entretanto, as
respostas agudas fisiolégicas podem se tornar incontrolaveis em termos de magnitude
e especialmente em duragao, levando a condi¢des patoldgicas e de desenvolvimento
de inflamagdes crbnicas acarretando na destruicdo do tecido saudavel (NATHAN et
al., 2002; LEITCH, A. E. et al., 2008; SIMPSON et al., 2009).

No pulmé&o, respostas inflamatdrias agudas desreguladas resultam em injuria
do tecido pulmonar, contribuindo para o desenvolvimento de inflamacgdes crbnicas
caracteristicas de doengas humanas respiratdrias, tais como a doenga obstrutiva
pulmonar crénica (DPOC), a fibrose cistica e a asma (LEITCH, A. E. et al., 2008 e
STARKEY et al., 2013). A asma, por sua vez, € uma doenga cronica associada a
desordem das vias aéreas com participacao de diversos tipos celulares e mediadores
moleculares do sistema imune na sua patogénese (MOROSCO e KILEY, 2007;
NELSON et al., 2020)

Atualmente a asma € uma das doengas nao transmissiveis mais disseminadas
no mundo, com mais de 339 milhées de pessoas vivendo com a doenga (2018; WHO,
2020). Os sintomas relacionados a asma incluem dificuldade respiratéria, produgao
excessiva de muco, tosse e chiado durante a respiracao (WHO, 2020), e sédo atrelados
a baixa qualidade de vida dos portadores, especialmente devido ao cansaco,
limitagdes de atividade fisica e perda de produtividade ocasionados pelas crises
(PICKLES et al., 2018).

1.2 A imunologia da asma

As caracteristicas clinicas relacionadas ao quadro sintomatolégico asmatico
sdo amplas e diversas, dessa forma, Wenzel et al. (1999) subdividiu a asma em dois
subtipos diferentes, utilizando como critério a presenca de eosindfilos nas vias aéreas.
Posteriormente, isso levou a classificagao da doenca em dois principais endotipos: T

helper 2 (Th2)-alto (eosinofilico) e Th2-baixo (ndo-eosinofilico), que é atualmente a
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classificagdo mais bem estabelecida de endotipos graves de asma (KURUVILLA et
al., 2019).

O endotipo Th2-baixo € geralmente caracterizado pelo recrutamento
neutrofilico, sendo relacionado a ativagcao de células Th1 e/ou Th17, entretanto, os
mecanismos responsaveis pelo recrutamento e manutengdo da inflamagao
neutrofilica nessa doencga ainda sdo desconhecidos. J&4 o dogma tradicional classico
(Th2-alto) é relacionado ao quadro asmatico de resposta excessiva de perfil Th2 com
presencga de elevados niveis de IgE, levando a responsividade exacerbada nas vias
aéreas. Uma das ideias mecanicistas iniciais sobre o desenvolvimento da asma foi
baseada no entendimento das respostas de células T CD4". Desde a descoberta da
subdivisdo classica de células T CD4* (subpopulagdes Th1 e Th2), estudos
relacionaram as células Th2 como o principal fator causador da inflamacéao eosinofilica
das vias aéreas, gerando quantidades abundantes de IL4, IL-5 e IL-13 (KURUVILLA
et al., 2019).

O desenvolvimento asmatico em condi¢cdes naturais e experimentais baseia-se
em processos de sensibilizacio, iniciado quando um individuo entra em contato com
o0 antigeno, seja através da pele, circulagao, trato respiratério, gastrointestinal ou
outros. As respostas imunes asmaticas se originam no epitélio, cuja redugdo da
integridade e dano levam a producdo de citocinas denominadas alarminas,
responsaveis pelo desencadeamento de agcbes que garantem o desenvolvimento das
respostas adaptativas do tipo 2. Dessa forma, as células epiteliais sdo reconhecidas
como sentinelas para detecgado de dano, através de receptores de reconhecimento de
padrées moleculares, promovendo o0 a sensibilizagdo de moléculas com potencial
alérgeno. Alarminas como linfopoietina timica estromal (TSLP), IL-25, IL-33 sao
importantes para a ativagdo de células chave para o desenvolvimento da resposta
asmatica como células linféides inatas do grupo 2 (ILC2) e células apresentadoras de
antigeno (APCs).

As ILC2s sao associadas ao desenvolvimento da inflamagcdo asmatica,
desempenhando um papel critico nas respostas imunes do tipo 2. Essas ILCs
constituem uma familia de linfécitos inatos, que sao distintos das células T e B, sendo
potentes produtoras de citocinas prototipicas do tipo 2. Embora tenham ampla

distribuicao tecidual, os numeros de ILC2s sao particularmente altos nos tecidos das
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vias aéreas, produzindo grandes quantidades de IL-5 e IL-13. Dessa forma, o
reconhecimento de alarminas liberadas pelas células epiteliais em resposta ao dano
promovem a liberagdo de citocinas como IL-5 e IL-13, desempenhando um papel
inicial importante no aumento das respostas do tipo 2 nas vias aéreas (KURUVILLA
et al., 2019).

Além da ativacdo de ILC2, as alarminas s&o responsaveis pela ativacdo de
APCs especializadas como células dendriticas, macrofagos e células B, que realizam
0 uptake do antigeno iniciando o processo de internalizacdo e processamento
antigénico apo6s drenagem para o linfonodo mais préximo (EPSTEIN, 2004). Os
peptideos processados sdao apresentados através de complexos com moléculas de
MHC de classe Il e receptores de linfécitos T CD4*. O reconhecimento de antigenos
através dos receptores de células T, o processo de co-ativagdo dessas células e
reconhecimento de citocinas s&o responsaveis pela ativacido, diferenciacdo e
expansao clonal dos linfécitos T CD4* para um perfil Th2, com produgéo caracteristica
de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 (EPSTEIN, 2004). Para tal, estimulos com
citocinas como a IL-4 promovem a fosforilagdo da proteina STATG6, que por sua vez é
responsavel pela remodelagdo da cromatina em regides que favorecem a transcrigéo
do fator de transcricdo GATA 3, um regulador chave na diferenciagédo de células Th2
(RAY et al., 1999).

Produgéo de citocinas como IL-4 e IL-13 por células Th2 e Tfh favorecem a
formacao de centros germinativos com producgéao de IgE alérgeno especifico, de forma
que os estimulos dessas citocinas em associagao a interagdes criticas de moléculas
de células T e células B promovem a mudanca do isotipo IgM para IgE (OETTGEN e
GEHA, 2001; KOBAYASHI et al., 2016). A IgE por sua vez realiza o cross-link entre
moléculas do alégeno e receptores de reconhecimento da porg¢ao Fc de alta afinidade
presente na superficie de células como mastocitos. O reconhecimento de antigenos
por esses complexos promove a degranulacdo dessas células e liberacdo de
mediadores vasoreativos. Na asma, a combinagdo da producdo de mediadores
derivados de células Th2 e mastdcitos nos pulmdes, associado a fatores derivados do
epitélio, musculatura lisa e sistema nervoso promovem a formacado de infiltrado
eosinofilico, produgao de muco e obstru¢ao das vias aéreas caracteristicas da doenca
(EPSTEIN, 2004).
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As células TCD4* de perfil Th2, por sua vez, durante o processo de
desenvolvimento asmatico sao recrutados para o pulmé&o, promovendo a secregao
das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Tanto a IL-4 quanto a IL-13 utilizam uma cadeia comum
do receptor de IL-4 (IL-4Ra) para iniciar a sinalizagdo através da fosforilacdo e
ativagao do transdutor de sinal do STAT6 (PAUL, 2010). A IL-13 e a IL-4 promovem
estimulos para células caliciformes, o que leva ao aumento da produgao e secrecao
de muco e hiperresponsividade das vias aéreas (KURUVILLA et al., 2019). A IL-5
apresenta papel essencial na promogdo de diferenciacdo e maturacdo dos
progenitores de eosindfilos IL-5Ra* na medula éssea, bem como subsequente
mobilizagdo e manuteng¢ao da sobrevivéncia dessas células. A IL-5 também suporta o
desenvolvimento de outras células do tipo 2, incluindo mastdcitos e baséfilos (STONE
et al., 2010). Enquanto os linfocitos Th2 promovem inflamagao nas vias aéreas, é
proposto que ceélulas com perfil Th1, que possuem como principal caracteristica a
producao de altos niveis de IFN-y, sdo responsaveis pela protegdo contra doengas
alérgicas pela inibicdo da proliferacdo e da diferenciagédo dos linfécitos de perfil Th2
(ABBAS et al., 1996; STARKEY et al., 2013).

Os eosindfilos sdo o tipo de célula cardinal associada a asma tipo 2 e a
producdo e liberacdo de seus mediadores apresentam efeitos pleiotropicos em
diversas células inflamatorias. Muitos eosindfilos sdo recrutados para o local da
inflamacdo através das eotaxinas como a CCL11, que sdo quimiocinas que
respondem aos estimulos através dos receptores CCR3 expressos nos eosindfilos.
Essas células tém a capacidade de sintetizar e armazenar proteinas citotoxicas em
granulos intracelulares (KURUVILLA et al., 2019). A ativagcédo dessas células promove
a liberagao de diversos mediadores inflamatodrios, incluindo citocinas (IL-13 e IL-5),
quimiocinas (como eotaxinas) e leucotrienos. Os eosindfilos também séo
responsaveis pela ativagao de fibroblastos brénquicos através da producgao de fatores

profibroticos e, portanto, estdo associados a caracteristicas de remodelamento
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tecidual, em especial o espessamento da membrana basal, demonstrando dessa

forma seu papel na patogénese da asma (DURRANI et al., 2011).
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Figura 1. Imunopatologia da asma. O estimulo estressor do alérgeno promove em células
epiteliais a indugao de liberagao de alarmina, como a IL-33, que favorecem o processo de ativagao
e migracdo de células dendriticas que capturam os antigenos e se dirigem aos linfonodos
drenantes locais. Uma vez nos linfonodos, essas células sao responsaveis pela ativacao de
linfécitos T CD4* naive para um perfil Th2. Essas células, por sua vez, migram para zonas de
células B, iniciando sua diferenciacdo em células Tfh, mediando o processo de mudanca de classe
para IgE em células B. Além disso, as células Th2, IL-4 competentes, realizam migragao para a
regido das vias aéreas, promovendo a secrec¢ao de citocinas como IL-5, 1L-13 e IL-4, favorecendo
processos de inflamagao celular pelo recrutamento de eosindéfilos e remodelamento das vias
aéreas caracteristicas da doenga asmatica. Além disso, o IgE produzido pelas células B sao
responsaveis pela ativacao de células como mastécitos, basdfilos e eosindfilos que contribuem
para o processo de inflamacao local. ILC2- Células Linféides Inatas do tipo 2; TSLP- Linfopoietina
timica estromal; TSLPR- Receptor TSLP (FAHY et al., 2015).
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1.3 Asma experimental
Os modelos murinos refletem de forma adequada as caracteristicas essenciais

do desenvolvimento de inflamagbes pulmonares e sdo de extrema importancia na
determinacdo de mecanismos de patogénese (STARKEY et al.,, 2013). Modelos
murinos de inflamagéo pulmonar envolvem a indugéo de alergias agudas e crénicas
através de moléculas como a ovalbumina (OVA), principal proteina do ovo da galinha
(KOVACS-NOLAN et al., 2005; DANTAS et al., 2017). A OVA é o antigeno mais
utilizado na pesquisa de asma em camundongos, por se tratar de uma substancia
disponivel comercialmente, de facil manipulagdo e com a qual o camundongo de
laboratorio n&o apresenta contato ambiental (GUALDI et al., 2010). A administragao
de OVA por via oral foi associada a processos de tolerancia (RUSSO et al., 2001),
entretanto o reconhecimento da OVA na presenca de microambiente de dano,
promove a formacado de respostas asmaticas OVA-especificas, mimetizando
processos de inflamagao pulmonar asmatica. O hidréxido de aluminio vem sendo
empregado como adjuvante para a formacao de respostas imune especificas através
da inducdo imune de sinais de dano enddgenos, como indugao de morte, liberagdo de
DNA e dessa forma, ativagédo do inflamassoma NLRP3 (GLENNY et al., 1926, KOOL
et al., 2012).

Os protocolos de asma experimental que empregam a OVA como antigeno séo
diversos, entretanto comumente utilizam processos de sensibilizagdo por indculos
intranasais, intraperitoniais ou subcuténeos, seguido por desafios intranasais
multiplos (KUMAR et al., 2008). Durante esses protocolos, caracteristicas particulares
da asma sao observadas, como: respostas de ativagao de linfocitos Th2 e presenca
de citocinas IL-4, IL-5, e IL-13 nas vias aéreas (PRESTON et al., 2007; THORNBURN
et al., 2010; THORNBURN et al., 2012). Observa-se também a produgéo de IgE e
consequente degranulagdo de mastécitos, bem como a formagao de infilirados
celulares com numeros elevados de eosindfilos, produ¢cao de muco e hiperreatividade

de vias aéreas.

Dessa forma, o processo inflamatdrio asmatico é associado a desregulagao de
processos homeostaticos nas vias aéreas com participagdo de mediadores
moleculares na doenga (MOROSCO e KILEY, 2007; NELSON et al., 2020). Muitas
proteinas sao conhecidas como desencadeadoras de respostas inflamatoérias como

metaloproteinases, moléculas de adesao, cicloxigenase 2 (COX-2), fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1, e inclusive, o ATP (LEE et al. 2010; LEE e YANG,
2013). O ATP extracelular € um mediador dessa comunicacgao intercelular, atuando
através da sinalizagédo de receptores purinérgicos (P2XR e P2YR) (BURNSTOCK et
al., 2006; KHAKH et al., 2006).

1.4 ATP, outros nucleotideos e seus derivados na inflamag¢ao asmatica
Nucleotideos como ATP, UTP, GTP e ADP, assim como o nucleosideo

adenosina, sdo amplamente conhecidos por seus papéis intracelulares fundamentais
na manutencgao celular. O ATP representa a "reserva energética" para praticamente
todas as células e, além disso, € um constituinte basico dos acidos nucléicos e um
modulador enzimatico crucial. Entretanto, no meio extracelular, esses nucleotideos e
nucleosideos apresentam papéis completamente distintos daqueles desempenhados
no meio intracelular (FERRARI et al., 2016).

A liberagdo de ATP, UTP, UDP, ADP e adenosina ocorre em muitos tipos de
células e em diferentes contextos (KHAKH e BURNSTOCK, 2009; FREDHOLM e
VERKHRATSKY, 2010). Durante situag¢des de estresse ou dano celular, nucleosideos
e nucleotideos podem ser liberados por diversos tipos celulares, incluindo plaquetas,
células estruturais e inflamatoérias do pulmao, através de mecanismos liticos ou nao-
liticos, atuando como sinais de perigo (BURNSTOCK et al., 2006; BOURS et al.,
2006). Os principais estressores da membrana celular incluem alérgenos, proteases
extracelulares, radicais de oxigénio e forgas de tensdo de cisalhamento, além de
microorganismos. Dessa forma, observa-se que as células liberam de forma fisioldgica
homeostatica nucleotideos e nucleosideos que funcionam como moléculas de
sinalizacdo extracelular (KHAKH E BURNSTOCK, 2009; FREDHOLM e
VERKHRATSKY, 2010).

Além disso, uma vez no meio extracelular, o ATP e o ADP podem ser
rapidamente degradados por ectoenzimas como o CD39, uma NTPDase capaz de
degradar ATP em adenosina 5'-difosfato (ADP) e ADP e adenosina monofosfato
(AMP); e 0 CD73, capaz de converter AMP em adenosina. Dessa forma, nucleosideos
e nucleotideos extracelulares, bem como seus produtos de degradacao podem ser
reconhecidos por receptores subdivididos em P1 (receptores de adenosina) e P2
(receptores de ATP e ADP) (BURNSTOCK,1978).
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Estudos recentes forneceram evidéncias de que as purinas, especialmente o
ATP e o produto de sua quebra enzimatica, a adenosina, tém efeitos potentes em
varios tipos de células pulmonares, especialmente naquelas envolvidas na
fisiopatologia da asma, incluindo mastécitos, linfocitos, eosindfilos, neutrdfilos, células
dendriticas e células epiteliais das vias aéreas pela ligagdo a seus respectivos
receptores (ADRIAENSEN e TIMMERMANS, 2004). O ATP foi relacionado ao
recrutamento e a funcdo de diversos tipos celulares inflamatérios envolvidos na
patogenia da asma, incluindo eosindfilos, mastdcitos, células dendriticas e linfocitos
(IDZKO et al., 2002; LA SALA et al., 2002; IDZKO et al., 2003; BOURS et al., 2006).
Estudos sugerem que o ATP extracelular atua como um mediador pro-asmatico, uma
vez que essa molécula se encontra elevada nas vias respiratorias de individuos com
asma apo6s desafio com alérgeno, mas nao apés o desafio com salina (IDZKO et al.,
2007). Além disso, altos niveis de ATP também sao encontrados nas vias respiratérias
de camundongos asmaticos sensibilizados e desafiados por OVA, bem como, a
neutralizagcdo do ATP extracelular e o bloqueio inespecifico de receptores P2X nas
vias respiratorias inibem o desenvolvimento da asma em camundongos (IDZKO et al.,

2007), indicando o papel da sinalizagdo através desses receptores na asma.

1.5 O receptor P2X7
Uma vez liberados no meio extracelular, os nucleotideos ATP, ADP, UTP e

UDP podem atuar através dos receptores purinérgicos P2X e P2Y. Os receptores P2X
constituem uma familia de canais idbnicos modulados pelo ligante ATP e os receptores
P2Y reconhecem ATP além de outros nucleotideos, sinalizando através da
fosforilacdo de proteinas G (GIULLIANI et al., 2018).

Os receptores P2X apresentam um terminal carboxi e amina e uma grande alca
extracelular entre dois segmentos hidrofdbicos (NORTH, 1996) e estao distribuidos
em diversos tecidos do organismo, incluindo o tecido nervoso (VALERA et al., 1994;
DI VIRGILIO et al., 2017). O receptor P2X7, por sua vez, apresenta propriedades
particulares. Na presenca de concentracdées micromolares de ATP extracelular, esse
receptor induz influxo de calcio (Ca2+) e magnésio citosolico e efluxo de potassio(K+)
através da membrana celular, sendo relacionado ao favorecimento da ativacédo de
células (KHADRA et al., 2013). Entretanto a exposig¢édo continua do receptor P2X7 a

altas concentragdes de ATP induz a formacao de poros citoliticos nao especificos,
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promovendo morte celular (FERRARI et al., 1996; SURPRENANT et al., 1996;
RISSIEK et al., 2015; DI VIRGILIO et al., 2017).

Dessa forma, as atividades do receptor P2X7 tém sido reportadas em um
numero limitado de tipos celulares do sistema imune, incluindo células de linhagem
hematopoiética como mondcitos, macréfagos, mastoécitos, eosindfilos, ILCs, células
dendriticas e linfocitos (DI VIRGILIO et al., 2017). A fungao fisiolégica deste receptor
permanece um objeto de investigacao, entretanto, diversas fung¢des foram descritas
relacionadas a sua ativacdo. Uma delas esta relacionada a ativagéao do inflamassoma
NLRP3. O reconhecimento de ATP pelo P2X7 inicia uma cascata de sinalizacao
baseado na diminuigéo da concentracdo de K* e aumento de Ca?* intracelular, através
da formacao de poros permeaveis na membrana, acarretando na ativagcdo complexo
NLRP3-IL1B, moléculas decisivas no processo do desenvolvimento da inflamacao.

Além disso, a sinalizagéo via receptor P2X7 esta relacionado com a morte de
macrofagos infectados por patégenos, diferenciagdo e maturagao de linfocitos T, bem
como a formagao de células de memoéria de longa duragdo (APASOV et al., 1997;
HUMPHREYS et al., 2000; SHENKER et al., 2015, BORGES DA SILVA et al., 2018).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a sinalizagdo do receptor P2X7 em
linfécitos T CD4* induz a diferenciagéo de linfécitos Th1 esplénicos e controla as
células Th foliculares (Tfh) durante a malaria experimental, auxiliando na proteg¢ao
contra a doenga (SALLES et al., 2017).

A sinalizagdo através do P2X7 estd associada a processos regulatérios na
producdo de anticorpos e formacédo de centros germinativos. Por exemplo, foi
demonstrado que células Tfh apresentam alta expressao de P2X7 na membrana
celular, e dessa forma, a sinalizagcdo via ATP-P2X7 parece controlar o numero de
células Tfh nas placas de Peyer, responsaveis pela formacao de IgA de alta afinidade,
através de inducdo de morte celular (PROIETI et al., 2014). Além disso, utilizaram
modelo de lupus eritematoso sistémico e demonstraram que a auséncia de P2X7 em
células Tfh promove a geragdo de autoanticorpos, indicando a participagdo desse
receptor na regulagdo da geracdo de anticorpos. Apesar de diversos estudos
acessarem o papel do ATP e do receptor P2X7 em células foliculares, ainda nao é
claro como altas concentracdes de ATP extracelular influencia as células Tfh em sitios
inflamatérios (WILHELM et al., 2010; e FALITI et al., 2019)
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Dessa forma, compreende-se que a sinalizagdo do ATP via receptores
purinérgicos apresentam papel importante no desenvolvimento da inflamagéo
pulmonar asmatica (IDZKO et al., 2007). O receptor P2X7, por sua vez, pode ter um
papel importante na inducdo dos linfocitos Th2 e, consequentemente, no
desenvolvimento da doenga asmatica, uma vez que sua sinalizagdo influencia o
padrao de resposta de células T CD4*, como demonstrado em relagc&o a polarizagao
Th1 versus Tfh pelo nosso grupo na maléaria experimental (SALLES et al., 2017). No
entanto, busca-se entender como o eixo ATP-P2X7 afeta o desenvolvimento da

inflamagao pulmonar durante a asma experimental.
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2 Objetivos



2.1 Objetivo geral
Compreender o papel do eixo ATP-P2X7 no desenvolvimento da asma experimental.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o papel do receptor P2X7 no desenvolvimento da inflamagao pulmonar
asmatica;

o Avaliar o perfil dos linfécitos pulmonares infiltrados durante asma experimental
na auséncia do receptor P2X7;

o Avaliar células do parénquima e da vasculatura pulmonar de camundongos
C57BL6 e P2rx77-imunizados e desafiados;

o Elucidar o papel do receptor P2X7 na producdo de IgE durante a asma
experimental;

o Avaliar o efeito da administracao de ATP durante o desafio i.n. com OVA na
formacao de infiltrado celular pulmonar;

o Avaliar o efeito da administracido de ATP durante o desafio i.n. com OVA no
perfil das células inatas pulmonares durante o desenvolvimento da asma
experimental;

o Avaliar o efeito da administracdo de ATP durante o desafio i.n. com OVA no
perfil das células T CD4" pulmonares durante o desenvolvimento da asma
experimental.

o Avaliar o efeito da administracdo de ATP, durante o desafio i.n. com OVA, na
producao de IgE.

o Avaliar o papel do receptor P2X7 durante administracdo de ATP no desafio i.n.
com OVA, para formacao de infiltrado pulmonar e para produgéo de IgE,

utilizando inibidor-especifico do receptor P2X7 (BBG-Blue Brilliant G).
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3 Metodologia



6 Conclusoes



Esse trabalho demonstra que o receptor P2X7 é crucial para a formacgao de infiltrado
de células de eosindfilos, bem como producdo de muco caracteristicos da inflamagao
asmatica, mas nao para a producao IgE durante a asma experimental. Esse fendmeno nio
parece estar associado a compartimentalizagdo da resposta de células TCD4* no parénquima
ou na vasculatura, entretanto indicios demonstram menor nimero de células T CD4" efetoras
no parénquima de camundongos P2rx7”, levantando a possibilidade de futuros estudos
avaliando a capacidade funcional e de proliferacao dessas células durante a asma
experimental. Por outro lado, a administracdo de ATP por via i.n. durante desafios com OVA
resultam em reducdo da inflamacao asmatica de maneira dose-dependente, demonstrando
menor eosinofilia producao IgE, enquanto células TCD4*CD44*GATA3" parecem inalteradas,
apesar do aumento da concentracao de IL-4. O uso do inibidor do receptor P2X7 parece
promover reconstituicdo da producao de IgE e presenca de eosindfilos, indicando que a
regulacdo observada durante a administracdo de ATP pode ocorrer através da sinalizagcéo por
P2X7. Juntos esses dados indicam que o reconhecimento do ATP por receptores P2X7 é
imprescindivel para o desenvolvimento da asma experimental, entretanto o reconhecimento
de altas concentragcbes de ATP durante desafios i.n. sdo responsaveis pela regulagcado das

respostas inflamatérias asmaticas.

No ATP recognition by P2X7 receptor during High levels of ATP recognition during
sensitization and intranasal challenges intranasal challenges
X

[X]Asthma Inflammation [#]Low Asthma Inflammation
(] Granulocytes recruitment
Mucous production

[#1 Th2 cell infiltration

Serum IgE

Intense Granulocyte recruitment
Mucous production

[X] Th2 cell infiltration

Serum IgE

P2rX7-/- C57BL6

Figura 14. Inagem esquematica dos processos de reconhecimento de ATP durante o
desenvolvimento da asma experimental. Camundongos P2rx7-/- nao apresentam
producdao de muco e infitrado de células de assinatura tipica da asma, apesar da
manutencdo da producgao de IgE. Por outro lado, a administragdo de altas concentragbes de
ATP durante desafios intranasais promove a diminuicdo do recrutamento de infiltrado
eosinofilico e produgdo de muco, apesar da manutencio de infilirados de linfocitos Th2, e

promove a regulacio da produgao de anticorpos IgE.
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Figura 1. Estratégia de analise de células do pulmao. (A) Estratégia de janelas utilizada
para andlise de células CD4+ e células inatas pulmonares obtidas através de citometria de
fluxo. (B) Estratégia de janelas utilizada para analise de diferenciacdo de células do

parénquima e da vasculatura pulmonare obtidas através de citometria de fluxo.
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Figura 1. Estratégia de analise de células do linfonodo mediastinal. Estratégia de janelas

utilizada para analise de células CD4+ obtidas através de citometria de fluxo.
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