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MACEDO, B. F. Avaliacdo do papel do eixo ATP-P2X7 na asma experimental. 2020. 76f.
Dissertacdo (Mestrado Departamento de Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sao Paulo, Sado Paulo, 2020.

Atualmente a asma é uma das doencas ndo transmissiveis mais disseminadas no mundo,
com mais de 339 milhdes de pessoas vivendo com a doenga. Os sintomas relacionados a
asma incluem dificuldade respiratéria, producao excessiva de muco, tosse e chiado durante a
respiracdo. Esses sintomas 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 regulagédo da producdo de anticorpos durante processos
infamatoérios. Nesse estudo nés investigamos o papel da sinalizacdo através do eixo ATP-
P2X7 no desenvolvimento da asma experimental. Foi observado um papel critico da
sinalizacéo através do receptor P2X7 para o desenvolvimento de infiltrado eosinofilico, mas
n&o para a producéo de anticorpos IgE durante a asma experimental. Camundongos P2rx77"
apresentam menor numero de células CD4*CD44" localizadas no parénquima pulmonar em
comparagéo a camundongos C57BL/6 durante a asma experimental, e apresentam infiltrado
de células CD4*CD44*GATA3", similar aos camundongos ndo imunizados, mesmo apos
imunizac&o. Além disso, o linfonodo de camundongos P2rx7” imunizados apresentam menor
namero de células comparados ao de camundongos C57BL/6. Caracterizamos o papel da
administracdo de altas concentracdes de ATP (ImM, 4,5mM e 50mM) durante desafios
intranasais, demonstrando a regulacdo através dessas moléculas no recrutamento de
eosindfilos e produgéo de anticorpos IgE, provavelmente através da sinalizacao pelo receptor
P2X7, com aumento da producdo de IL-4 e nenhuma alteracdo em células
CD4*CD44*GATA3". Este estudo contribui para a compreenséo de como 0s sinais de dano
afetam o desenvolvimento da asma em modelos experimentais, ressaltando o receptor P2X7

como um potencial alvo terapéutico relacionado a doenc¢a pulmonar asmatica.

Palavras-chave: Asma. ATP. P2X7.



MACEDO, B. F. Evaluation of ATP-P2X7 axis during experimental asthma. 2020. 76p. Thesis
(Master degree Immunology Department) — Biomedical Sciences Institute, University of Sao
Paulo, Sao 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 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*GATAS3" 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 (ImM, 4.5mM and 50mM) during intranasal challenges, demonstrating the
regulation through these molecules in the 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 Introducao



1.1 Inflamacgéo pulmonar e a asma

Respostas inflamatérias agudas séo iniciadas através de processos de injaria,
infeccéo e irritacdo, e estdo intimamente relacionadas com a protecédo do hospedeiro
visando a reestruturacdo da homeostase (LEITCH, A. E. et al., 2008). Dessa forma,
as respostas inflamatoérias sdo associadas a tentativa de destruicdo e remoc¢ao 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 duracéo, levando a condi¢bes patoldgicas e de desenvolvimento
de inflamac@es cronicas acarretando na destruicdo do tecido saudavel (NATHAN et
al., 2002; LEITCH, A. E. et al., 2008; SIMPSON et al., 2009).

No pulmao, respostas inflamatérias agudas desreguladas resultam em injuria
do tecido pulmonar, contribuindo para o desenvolvimento de inflamacdes crbnicas
caracteristicas de doencas humanas respiratorias, tais como a doenca 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, é uma doenca 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 é uma das doencas ndo transmissiveis mais disseminadas
no mundo, com mais de 339 milhdes de pessoas vivendo com a doenca (2018; WHO,
2020). Os sintomas relacionados a asma incluem dificuldade respiratéria, producéo
excessiva de muco, tosse e chiado durante a respiracdo (WHO, 2020), e séo atrelados
a baixa qualidade de vida dos portadores, especialmente devido ao cansaco,
limitacdes de atividade fisica e perda de produtividade ocasionados pelas crises
(PICKLES et al., 2018).

1.2 Aimunologia da asma

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

helper 2 (Th2)-alto (eosinofilico) e Th2-baixo (ndo-eosinofilico), que é atualmente a

17



classificagdo mais bem estabelecida de endotipos graves de asma (KURUVILLA et
al., 2019).

7

O endotipo Th2-baixo é geralmente caracterizado pelo recrutamento
neutrofilico, sendo relacionado a ativacéo de células Thl e/ou Thl7, entretanto, os
mecanismos responsaveis pelo recrutamento e manutencdo da inflamacéo
neutrofilica nessa doenca ainda sdo desconhecidos. Ja o dogma tradicional classico
(Th2-alto) é relacionado ao quadro asmético de resposta excessiva de perfil Th2 com
presenca 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* (subpopulacbes Thl 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 condicfes naturais e experimentais baseia-se
em processos de sensibilizacao, iniciado quando um individuo entra em contato com
0 antigeno, seja através da pele, circulagdo, trato respiratdrio, gastrointestinal ou
outros. As respostas imunes asmaticas se originam no epitélio, cuja reducdo da
integridade e dano levam a producdo de citocinas denominadas alarminas,
responsaveis pelo desencadeamento de acdes que garantem o desenvolvimento das
respostas adaptativas do tipo 2. Dessa forma, as células epiteliais sdo reconhecidas
como sentinelas para detec¢éo de dano, através de receptores de reconhecimento de
padrées moleculares, promovendo o a sensibilizacdo de moléculas com potencial
alérgeno. Alarminas como linfopoietina timica estromal (TSLP), IL-25, IL-33 séo
importantes para a ativacdo de células chave para o desenvolvimento da resposta
asmatica como células linfoides inatas do grupo 2 (ILC2) e células apresentadoras de
antigeno (APCs).

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

distribuicdo tecidual, os numeros de ILC2s séo 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 liberacdo 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 sao responsaveis pela ativacdo de
APCs especializadas como células dendriticas, macréfagos e células B, que realizam
0 uptake do antigeno iniciando o processo de internalizagdo e processamento
antigénico ap0s drenagem para o linfonodo mais proximo (EPSTEIN, 2004). Os
peptideos processados sdo apresentados através de complexos com moléculas de
MHC de classe Il e receptores de linfocitos T CD4*. O reconhecimento de antigenos
através dos receptores de células T, o processo de co-ativacdo dessas células e
reconhecimento de citocinas sdo responsaveis pela ativacdo, diferenciacdo e
expansao clonal dos linfocitos T CD4* para um perfil Th2, com producéo caracteristica
de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 (EPSTEIN, 2004). Para tal, estimulos com
citocinas como a IL-4 promovem a fosforilacdo da proteina STAT6, que por sua vez é
responsavel pela remodelacédo da cromatina em regiées que favorecem a transcricéo
do fator de transcricdo GATA 3, um regulador chave na diferenciacéo de células Th2
(RAY et al., 1999).

Producao de citocinas como IL-4 e IL-13 por células Th2 e Tfh favorecem a
formacao de centros germinativos com producao de IgE alérgeno especifico, de forma
que os estimulos dessas citocinas em associacao a interacdes 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 porcdo Fc de alta afinidade
presente na superficie de células como mastocitos. O reconhecimento de antigenos
por esses complexos promove a degranulagdo dessas células e liberacdo de
mediadores vasoreativos. Na asma, a combinacdo 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, producéo de muco e obstrucdo 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 sdo recrutados para o pulmao, promovendo a secrecao
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
ativacado 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 producéo e secre¢ao
de muco e hiperresponsividade das vias aéreas (KURUVILLA et al., 2019). A IL-5
apresenta papel essencial na promocado de diferenciacdo e maturacdo dos
progenitores de eosinofilos IL-5Ra* na medula déssea, bem como subsequente
mobilizacdo e manutencéo da sobrevivéncia dessas células. A IL-5 também suporta o
desenvolvimento de outras células do tipo 2, incluindo mastdcitos e basofilos (STONE
et al., 2010). Enquanto os linfécitos Th2 promovem inflamacédo nas vias aéreas, é
proposto que células com perfil Thl, que possuem como principal caracteristica a
producdo de altos niveis de IFN-y, sdo responsaveis pela prote¢gao contra doencas
alérgicas pela inibicdo da proliferacdo e da diferenciacdo 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 inflamatérias. Muitos eosinéfilos sédo recrutados para o local da
inflamacédo através das eotaxinas como a CCL11, que sao quimiocinas que
respondem aos estimulos através dos receptores CCR3 expressos nos eosindfilos.
Essas células tém a capacidade de sintetizar e armazenar proteinas citotéxicas em
granulos intracelulares (KURUVILLA et al., 2019). A ativacdo dessas células promove
a liberacédo de diversos mediadores inflamatérios, incluindo citocinas (IL-13 e IL-5),
quimiocinas (como eotaxinas) e leucotrienos. Os eosinodfilos também séo
responsaveis pela ativacéo de fibroblastos brénquicos através da producéo de fatores

profibréticos 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 inducéo de liberagédo de alarmina, como a IL-33, que favorecem o processo de ativagéo
e migracdo de células dendriticas que capturam os antigenos e se dirigem aos linfonodos
drenantes locais. Uma vez nos linfonodos, essas células sdo responsaveis pela ativacdo de
linfocitos T CD4* naive para um perfil Th2. Essas células, por sua vez, migram para zonas de
células B, iniciando sua diferenciagdo em células Tfh, mediando o processo de mudanca de classe
para IgE em células B. Além disso, as células Th2, IL-4 competentes, realizam migracao para a
regido das vias aéreas, promovendo a secre¢do de citocinas como IL-5, IL-13 e IL-4, favorecendo
processos de inflamacdo celular pelo recrutamento de eosindfilos e remodelamento das vias
aéreas caracteristicas da doenga asmatica. Além disso, o IgE produzido pelas células B séo
responséaveis pela ativagdo de células como mastdcitos, basofilos 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 inflamacdes pulmonares e sdo de extrema importancia na
determinacdo de mecanismos de patogénese (STARKEY et al., 2013). Modelos
murinos de inflamacé&o pulmonar envolvem a inducéo de alergias agudas e crbnicas
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 manipulacdo e com a qual o camundongo de
laboratorio ndo apresenta contato ambiental (GUALDI et al., 2010). A administracao
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 formacdo de respostas asmaticas OVA-especificas, mimetizando
processos de inflamacdo pulmonar asmatica. O hidroxido de aluminio vem sendo
empregado como adjuvante para a formacao de respostas imune especificas através
da inducao imune de sinais de dano enddégenos, como inducao de morte, liberacédo de
DNA e dessa forma, ativagéo do inflamassoma NLRP3 (GLENNY et al., 1926, KOOL
et al., 2012).

Os protocolos de asma experimental que empregam a OVA como antigeno sao
diversos, entretanto comumente utilizam processos de sensibilizacdo por inéculos
intranasais, intraperitoniais ou subcutaneos, seguido por desafios intranasais
multiplos (KUMAR et al., 2008). Durante esses protocolos, caracteristicas particulares
da asma séo observadas, como: respostas de ativacao de linfécitos 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 producéo de IgE e
consequente degranulacdo de mastécitos, bem como a formacdo de infiltrados
celulares com numeros elevados de eosindfilos, producdo de muco e hiperreatividade

de vias aéreas.

Dessa forma, o processo inflamatério asmatico é associado a desregulagéo de
processos homeostaticos nas vias aéreas com participacdo de mediadores
moleculares na doenga (MOROSCO e KILEY, 2007; NELSON et al., 2020). Muitas
proteinas sdo conhecidas como desencadeadoras de respostas inflamatérias como

metaloproteinases, moléculas de adeséo, 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 comunicacao intercelular, atuando
através da sinalizacao de receptores purinérgicos (P2XR e P2YR) (BURNSTOCK et
al., 2006; KHAKH et al., 2006).

1.4 ATP, outros nucleotideos e seus derivados na inflamacdo asmatica
Nucleotideos como ATP, UTP, GTP e ADP, assim como 0 nucleosideo

adenosina, sdo amplamente conhecidos por seus papéis intracelulares fundamentais
na manutencédo celular. O ATP representa a "reserva energética" para praticamente
todas as células e, além disso, é 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 liberacdo 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 situacfes de estresse ou dano celular, nucleosideos
e nucleotideos podem ser liberados por diversos tipos celulares, incluindo plaquetas,
células estruturais e inflamatorias do pulmao, através de mecanismos liticos ou néo-
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 forcas de tensdo de cisalhamento, além de
microorganismos. Dessa forma, observa-se que as células liberam de forma fisiol6gica
homeostéatica 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 degradacdo 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 mastacitos, linfocitos, eosindfilos, neutrdfilos, células
dendriticas e células epiteliais das vias aéreas pela ligacdo a seus respectivos
receptores (ADRIAENSEN e TIMMERMANS, 2004). O ATP foi relacionado ao
recrutamento e a funcdo de diversos tipos celulares inflamat6rios envolvidos na
patogenia da asma, incluindo eosindfilos, mastécitos, células dendriticas e linfécitos
(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 apos desafio com alérgeno, mas ndo apos o desafio com salina (IDZKO et al.,
2007). Além disso, altos niveis de ATP também s&o encontrados nas vias respiratérias
de camundongos asmaticos sensibilizados e desafiados por OVA, bem como, a
neutralizacdo 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 sinalizac&o 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 ibnicos 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 hidrofébicos (NORTH, 1996) e estéo 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 concentragdes micromolares de ATP extracelular, esse
receptor induz influxo de calcio (Ca2+) e magnésio citosélico e efluxo de potassio(K+)
através da membrana celular, sendo relacionado ao favorecimento da ativacdo de
células (KHADRA et al., 2013). Entretanto a exposi¢cao continua do receptor P2X7 a

altas concentracdes de ATP induz a formacgédo de poros citoliticos ndo 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
namero limitado de tipos celulares do sistema imune, incluindo células de linhagem
hematopoiética como monadcitos, macrofagos, mastocitos, eosinofilos, ILCs, células
dendriticas e linfocitos (DI VIRGILIO et al., 2017). A funcéao fisiologica deste receptor
permanece um objeto de investigacao, entretanto, diversas funcdes foram descritas
relacionadas a sua ativacdo. Uma delas esté relacionada a ativagéo do inflamassoma
NLRP3. O reconhecimento de ATP pelo P2X7 inicia uma cascata de sinalizacdo
baseado na diminuicdo da concentracédo de K* e aumento de Ca?* intracelular, através
da formacao de poros permedveis na membrana, acarretando na ativacdo complexo
NLRP3-IL13, moléculas decisivas no processo do desenvolvimento da inflamacéo.

Além disso, a sinalizacao via receptor P2X7 esta relacionado com a morte de
macrofagos infectados por patégenos, diferenciacdo e maturacdo de linfocitos T, bem
como a formacédo de células de memoria de longa duracdo (APASOV et al., 1997,
HUMPHREYS et al., 2000; SHENKER et al., 2015, BORGES DA SILVA et al., 2018).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a sinalizacdo do receptor P2X7 em
linfécitos T CD4* induz a diferenciacdo de linfocitos Thl esplénicos e controla as
células Th foliculares (Tfh) durante a maléria experimental, auxiliando na protecéo
contra a doenca (SALLES et al., 2017).

A sinalizacdo através do P2X7 esta associada a processos regulatérios na
producdo de anticorpos e formacdo de centros germinativos. Por exemplo, foi
demonstrado que células Tfh apresentam alta expressdo de P2X7 na membrana
celular, e dessa forma, a sinalizacdo via ATP-P2X7 parece controlar o nimero de
células Tfh nas placas de Peyer, responsaveis pela formacéo 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 geracdo de autoanticorpos, indicando a participacdo desse
receptor na regulacdo da geracdo de anticorpos. Apesar de diversos estudos
acessarem o papel do ATP e do receptor P2X7 em células foliculares, ainda ndo é
claro como altas concentracdes de ATP extracelular influencia as células Tfh em sitios
inflamatorios (WILHELM et al., 2010; e FALITI et al., 2019)
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Dessa forma, compreende-se que a sinalizacdo do ATP via receptores
purinérgicos apresentam papel importante no desenvolvimento da inflamacao
pulmonar asmatica (IDZKO et al., 2007). O receptor P2X7, por sua vez, pode ter um
papel importante na inducdo dos linfécitos Th2 e, consequentemente, no
desenvolvimento da doenca asmatica, uma vez que sua sinalizacao influencia o
padrao de resposta de células T CD4*, como demonstrado em relagcéo a polarizacao
Th1 versus Tfh pelo nosso grupo na malaria experimental (SALLES et al., 2017). No
entanto, busca-se entender como o eixo ATP-P2X7 afeta o desenvolvimento da

inflamacé&o 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 inflamag&o pulmonar
asmatica;

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

Avaliar células do parénquima e da vasculatura pulmonar de camundongos
C57BL6 e P2rx7--imunizados e desafiados;

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

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

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

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.

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

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

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



3.1 Camundongos

Camundongos fémeas C57BL/6 e B6.129P2-P2rx7tm1Gab/J (P2rx7-) livres de
patdgenos especificos (6-8 semanas de idade; originalmente do Laboratorio Jackson,
EUA) foram criados na instalacdo de camundongos isogénicos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o0s regulamentos nacionais das diretrizes éticas para

experimentacdo em camundongos com o numero de licenca 2221100918.

3.2 Imunizacao e desafio com OVA e ATP

Para a imunizacdo, os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal
(i.p.) com cetamina (50mg/kg- Syntec, Brasil) e xilazina (20mg/kg- Syntec), e injetados
duas vezes com intervalo de 7 dias por via subcutanea (s.c.) na area dorsal com 180
puL de uma solucéo contendo 60 pL de Imject® Alum (Thermo Fisher Scientific, EUA)
e 100 pug de Ovalbumina V (OVA; Sigma-Aldrich, EUA) ou tampao fosfato salina
(PBS). Sete dias ap0s a ultima imunizagdo, os camundongos foram desafiados por
via intranasal (i.n.) com 3 doses a cada 2 dias de 10 pg / 40 pL de OVA diluido em
PBS ou OVA + ATP (Amersham Biosciences, UK) nas concentragfes 1 mM, 4,5 mM
e 50 mM. Os camundongos controles receberam PBS nas mesmas condigdes. Para
avaliacdo utilizando inibidor seletivo de receptores P2X7, camundongos foram
tratados com BBG (50mg/kg - Sigma-Aldrich, EUA) por via i.p 30 minutos prévios a

cada desafio intranasal.

3.3 Coloracgéao intravascular

Uma solucéo de 100 pL contendo 2,5 ug de anticorpos monoclonais marcados
com V500 (mAbs) para CD45 (30-F11, BD Biosciences, EUA) foi injetada por via
intravenosa (iv) e os pulmdes foram colhidos apds 3 minutos, conforme descrito
anteriormente (SAKAI et al., 2014).

3.4 Obtencéao de células de pulméo e linfonodo

Para obtencéo de células do pulméo, os lobos do pulméo direito foram digeridos
com 100 U / mL de colagenase tipo IV (Sigma-Aldrich) em meio RPMI 1640
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100ug/mL), L-glutamina (2
mM), piruvato de sddio (1 mM) e 3% de soro fetal de bovino inativado por calor (SBF)
(Thermo Fisher Scientific), a 37° C por 40 minutos. As suspensdes de células foram
filtradas em um filtro de células (Corning, EUA), incubadas com tampéao de lise (40mM
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NHA4CI, 4.2mM Tris, pH 7,4) a 4 ° C por 4 minutos para eliminacdo dos eritrocitos
sendo posteriormente contadas em camara de Neubauer utilizando solucédo Azul de

Tripan.

Para obtencédo de células do linfonodo, linfonodos axiais e mediastinal foram
coletados e macerados em 3 ml de meio RPMI suplementado. ApoOs centrifugacéao,

células foram ressuspendidas em meio RPMI para contagem.

3.5 Histologia e score de infiltrado celular

Os lobos do pulméao esquerdo foram fixados com formaldeido a 10% e incluidos
em parafina. Cortes de tecido de 4 a 5 ym foram corados pelos métodos de
hematoxilina-eosina (HE) ou acido periédico de Schiff (PAS). Para determinar o grau
de infiltracdo de células inflamatodrias, toda a érea da seccdo foi avaliada em
microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E200, Japdo) com aumento de 200X. Escores de 0
a 5 foram atribuidos a cada campo microscoépico, em que: 0, sem células inflamatérias;
1, células inflamatérias esparsas; 2, uma camada de células inflamatorias ao redor da
estrutura avaliada; 3, anel de células inflamatérias contendo 2 a 4 camadas; 4,
agrupamento focal de células inflamatérias ao redor da estrutura; 5, infiltrado
inflamatorio intenso (GOUVEIA et al., 2013).

3.6 Analise de citometria de fluxo

As células (1 x 10°) foram marcadas com mAbs FITC-, PE-, APC-, PerCP-, PE-
Cy7-, APC-Cy7-, AmCyan-, BV605- ou Pacific Blue associados a CD4 (RM4-5), CD44
(IM7), CD62L (MEL-14), CD69 (H1.2F3), CD45 (30-F11) (BD Biosciences), CD3 (145-
2C11) CD11b (M1/70), CD11c (HL13), LY6G (1A8), LY6C (HK1.4), CD64 (HL13)
(Thermo Fisher Scientific). Para a marcacéo intracelular de fatores de transcricéo,
mAbs marcados com FITC-, PE- e PerCP para GATA3 (TWAJ, Thermo Fisher
Scientific), FOXP3 (FJK-16s) e T-bet (eBio4B10) (BD Biosciences) foram usados de
acordo com as instrugdes do fabricante. A viabilidade celular foi determinada com o
kit de coloracdo de células mortas vermelhas fixas LIVE / DEAD (Thermo Fisher
Scientific). As células foram analisadas por citometria de fluxo usando os dispositivos
FACSCanto e LSRFortessa X-20 com o software DIVA (BD Biosciences). Os dados

foram analisados com o software FlowJo v.10.5.3 (TreeStar Inc., EUA).
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3.7 Estratégia de analise

Para avaliacéo das diferentes populacdes de interesse, diversas estratégias de
analise foram realizadas. Para avaliacdo de células T CD4+ infiltradas no pulméo, uma
janela na regiao de singlets foi realizada, seguido da realizacdo de janela na regiao
dos leucécitos e posterior selecao das células CD45*. A partir dessa janela, as células
vivas foram selecionadas e dentro dessa janela, células CD3*CD4* foram
selecionadas. Na janela de células CD4*, as células CD44* ou CD44*CD62L"
(efetoras) foram analisadas (Anexo 1). Para analise de células CD3" do pulméo, apés
selecdo de células vivas, as células CD3 foram selecionadas, e janelas na regido
CD11b*CD11c foram realizadas. Células Ly6G* foram selecionadas para
identificacdo de neutrofilos e células Ly6G CD64* foram selecionadas para andlise de
granulécitos (eosindfilos) e mondcitos Ly6C°Y e Ly6C"9" (Anexo 1). Para andlise de
diferenciacdo de células da vasculatura e do parénquima pulmonar, uma janela na
regido de singlets foi realizada, seguido da realizacdo de janela na regido dos
leucdcitos. A partir dessa janela, as células vivas foram selecionadas e dentro dessa
janela, células CD3*CD4* foram avaliadas. Na janela de células CD4*, as células
CD44*CD62L" (efetoras) foram analisadas, seguida da diferenciacdo de células do

parénquima e da vasculatura através do marcador CD45 i.v. (Anexo ).

Para analise de células do linfonodo mediastinal uma janela na regido de
singlets foi realizada, seguido da realizacdo de janela na regido de linfocitos e posterior
selecdo das células CD4*. A partir dessa janela, as células vivas foram selecionadas
e dentro dessa janela, células CD4*CD44* foram selecionadas para posteriores

analises (Anexo II).

3.8 Obtencéao de soro

Para obtencédo de soro, ap6s eutanasia do camundongo, 500 pyL de sangue
foram coletados via pungédo cardiaca. Apos 3 minutos em descanso para formacéo de
coagulo, os tubos foram centrifugados por 10 minutos (1000 rpm, 4°C). O soro foi

obtido e armazenado a < -20° C para posteriores analises.

3.9 Obtencéo de lavado bronquioalveolar (BAL)
Para obtencdo de lavado bronquioalveolar, apés eutanasia do camundongo,
uma incisdo foi realizada na regido da traqueia onde uma canula acoplada a uma

seringa foi inserida. Um volume de 1 mL de PBS gelado foi injetado no pulméo e
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sugado de volta gentilmente para seringa. O contetddo foi armazenado e esse
procedimento repetido duas vezes. O conteudo obtido foi centrifugado (10 minutos,
1600 rpm, 4°C). As células obtidas foram utilizadas para contagem diferencial de

leucocitos e o sobrenadante armazenado a -80°C para posteriores analises.

3.10 Contagem diferencial de leucécitos

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada através de células obtidas
pelo lavado bronquioalveolar. As células foram centrifugadas para transferéncia para
laminas (600rpm, 6minutos) e posteriormente as laminas foram coradas pelo método
pandtico rgpido com o uso de fixador, eosina e hematoxilina (Laborclin, Brasil). A
contagem foi realizada utilizando microscépio Optico (Nikon Eclipse E200), em

aumento de 400x.

3.11 Quantificacado de IgE sérica e IL-4 obtida de BAL

As concentragfes séricas totais de IgE e IL-4 foram determinadas utilizando o
kit BD OptEIA, de acordo com as diretrizes do fabricante (BD Biosciences). Os valores
de absorbancia foram quantificados em espectrofotdmetro Spectra Max 190 com filtro

de comprimento de onda de 450 nm (Molecular Devices, EUA).

3.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prism 5
(versao 5.0.0; GraphPad Software Inc., EUA). O teste one-way ANOVA com post-test
Tukey foram usados para avaliar os efeitos de apenas 1 parametro entre mais de 2
grupos. O teste T ndo pareado foi realizado para comparar 2 grupos. As diferencas

entre os grupos foram consideradas significativas quando p <0,05.
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4 Resultados



PARTE 1. O PAPEL DO RECEPTOR P2X7 NA ASMA EXPERIMENTAL

4.1 O receptor P2X7 é crucial para o desenvolvimento da inflamagédo asmaética
experimental
A fim de investigar o papel do receptor P2X7 na inflamag&o pulmonar asmética,

camundongos C57BL/6 e P2rx7-/- foram imunizados por via s.c. e desafiados via
intranasal i.n. com OVA (Figura 2A). Camundongos C57BL/6 imunizados e desafiados
com OVA exibiram infiltrado celular e producdo de muco nos pulmdes, enquanto
camundongos P2rx7-- submetidos ao mesmo protocolo ndo desenvolveram asma
experimental, apresentando histologia pulmonar semelhante aos controles (Figuras
2B-D). A analise de células do pulméao por citometria de fluxo demonstrou aumento do
namero de células (Figura 2E), particularmente de granulécitos (Figuras 2F-H), no
pulmdo de camundongos C57BL/6 asmaticos; esse fenbmeno ndo ocorreu em

camundongos P2rx7-/- imunizados e desafiados.
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Figura 2. Avaliagdo do tecido e das células do pulm&o em camundongos C57BL/6 e
P2rx7 - durante asma experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7” foram inoculados
com duas doses de OVA e Alum ou PBS por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos dias 14, 16
e 18, os animais foram inoculados via i.n. com 3 doses de OVA ou PBS. O pulmao foi avaliado
no dia 19 pés-imunizacao. (A) A ilustracao esquematica mostra o protocolo experimental. (B)
Cortes corados com eosina-hematoxilina mostram o infiltrado inflamatério no pulméo
(aumento de 10x; escalas de barra correspondem a 200 pum). (C) Cortes corados com &cido
periédico de Schiff mostram producao de muco nos pulmdes (aumento de 10x; escalas de
barra correspondem a 200 pum). Setas vermelhas indicam presenca de muco. (D) Os escores
de infiltrados celulares foram determinados a partir da andlise do tecido. (E) Os nimeros totais
de células por pulméo foram determinados utilizando contagem de leucdcitos viaveis em
camara de Neubauer. (F e G) As frequéncias e 0s nimeros de granulécitos por pulméo foram
determinados por citometria de fluxo. (H) Os graficos de ponto mostrando a dispersao frontal
versus lateral (FSC vs SSC) das células do pulméo foram utilizados para calcular o nimero
de granulécitos. Os dados foram expressos como médias + DP. Teste de comparag¢ao multipla
de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05, ***p < 0.001. Total de 2 experimentos

36



independentes (n = 14). C57BL/6 CTL n = 2, C57BL/6 OVA n =5, P2rx7" CTL n = 2, P2rx7"
OVAn=5.

4.2 Camundongos P2rx77 apresentam infiltrado pulmonar de células
TCD4*CD44" na asma experimental

Utilizando citometria de fluxo avaliamos as células T CD4* no pulmao dos
camundongos, sendo constatado o aumento de infiltrado pulmonar de células T CD4*
nos camundongos C57BL/6 e P2rx7 7~ apds a imunizac&o e o desafio com OVA (Figura
3A). Além disso, os camundongos de ambos os grupos imunizados e desafiados
apresentaram aumento do namero de células T CD4*CD44*CD62L  infiltradas no
pulm&@o em comparacdo com os camundongos nao imunizados, apesar de nao terem
sido observadas alteragcbes nas frequéncias dessas células (Figuras 3B-D).
Entretanto, a avaliacdo de células T CD4*CD44*CD62L" do pulmé&o de camundongos
P2rx7--imunizados e desafiados demonstrou aumento discreto na expressao de CD69
(Figuras 3E-H) em comparacdo com 0s controles, enquanto estas respostas foram
bastante evidentes nos camundongos C57BL/6 asméaticos. A molécula CD69 é
descrita como um marcador de ativacdo recente de linfécitos, sendo associada ao
processo de migracdo de células imunes para o sitio de inflamacdo (MIKI-
HOSOKAWA et al., 2009 e RADULOVIC et al., 2013).
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Figura 3. Avaliac&o das células T CD4+ do pulm&o de camundongos C57BL/6 e P2rx7-
/- durante asma experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7™ foram inoculados com duas
doses de OVA e Alum ou PBS por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos dias 14, 16 e 18, os
animais foram inoculados via i.n. com 3 doses de OVA ou PBS. O pulméo foi avaliado no dia
19 poés-imunizagdo. (A) O numero total de células T CD4* do pulmé&o foi determinado por
citometria de fluxo. (B-D) Com base na analise da expressdo de CD44 e CD62L em células
CD4", as frequéncias e os numeros de células efetoras (CD44*CD62L°) foram determinados.
(E-H) As células efetoras foram avaliadas quanto a expressdo de CD69, utilizando
histogramas para a determinacdo das frequéncias de células positivas. Os dados foram
expressos como médias + DP. Teste de comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi
utilizado com *p < 0.05, **p < 0.001. Total de 2 experimentos independentes (n = 14).
C57BL/6 CTL n =2, C57BL/6 OVA n =5, P2rx7" CTL n =2, P2rx7""OVA n = 5.
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4.3 Camundongos P2rx7-/- ndo apresentam infiltrado pulmonar de células Th1l
ou Th2 na asma experimental

As células Th2 s&o intimamente relacionadas com o0s processos de
desenvolvimento da inflamacéo eosinofilica na asma (KURUVILLA et al., 2019).
Dessa forma, investigamos os efeitos da auséncia do receptor P2X7 em linfocitos T
CD4*CD44* CD62L  relacionados a expressao de fatores de transcricdo durante a
asma experimental (Figuras 4A-C). As células T CD4*CD44*CD62L" do pulmao de
camundongos P2rx77 imunizados e desafiados praticamente ndo apresentam
alteracdo na expressao de GATAS3 e no numero de células T CD4*CD44*CD62L"
GATAS3* em comparacdo com os controles (Figuras 4D-F), enquanto estas respostas
foram bastante evidentes nos camundongos C57BL/6 asmaticos. As células T
CD4*CD44*CD62L de camundongos C57BL/6 e P2rx7--imunizados e desafiados ndo
apresentam alteracGes na expresséo de T-bet e no numero dessas células, enquanto
células T CD4*CD44*CD62L" de camundongos C57BL/6 apresentam diminui¢cdo na
expressdo de FOXP3, mas ndo no numero de células em comparacdo aos controles
e (Figuras 4G-L).
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Figura 4. Avaliacdo das células T CD4+ CD44+ CD62L- do pulmédo de camundongos
C57BL/6 e P2rx7-/- durante asma experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7" foram
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inoculados com duas doses de OVA e Alum ou PBS por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos
dias 14, 16 e 18, os animais foram inoculados via i.n. com 3 doses de OVA ou PBS. O pulméo
foi avaliado no dia 19 pés-imunizacao. (A-C) Gates representativos da expressao de GATA3,
T-bet e FOXP3 em células T CD4" efetoras. (D-F) As células efetoras foram avaliadas quanto
a expressédo de GATA 3, sendo determinadas as frequéncias de células positivas, 0s nimeros
de células nos pulmdes e as médias de intensidade de fluorescéncia (MFIs). (G-1) As células
efetoras foram avaliadas quanto a expressao de T-bet, sendo determinadas as frequéncias
de células positivas, os nimeros de células nos pulmdes e as médias de intensidade de
fluorescéncia (MFIs). (J-L) As células efetoras foram avaliadas quanto a expresséo de FOXP3,
sendo determinadas as frequéncias de células positivas, os numeros de células nos pulmbes
e as médias de intensidade de fluorescéncia (MFIs). Os dados foram expressos como médias
+ DP. Teste de comparacédo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05,
***p < 0.001. Para figuras A-C, total de 2 experimentos independentes (n = 14). C57BL/6 CTL
n =2, C57BL/6 OVA n =5, P2rx7” CTL n = 2, P2rx7-OVA n = 5. Para figuras D-I, total de 1
experimento (n=14). C57BL/6 CTL n=3, C57BL/6 OVA n=4, P2rx7’- CTL n=2, P2rx7”- OVA
n=5.

4.4 Camundongos P2rx7” apresentam menos células efetoras T CD4* no
parénquima pulmonar quando comparados a camundongos C57BL/6 durante
asma experimental

Uma das hipoteses que buscamos para compreender o fenbmeno de protecao
relacionado a inflamacéo asmatica observado em camundongos P2rx7-- é a de que o
receptor P2X7 estaria relacionado a capacidade de infiltragcdo e/ou manutencao de
células efetoras no parénquima pulmonar. Sakai e colaboradores (2014)
demonstraram a importancia da localizacao de células T CD4* efetoras para resposta
efetivas na tuberculose, e recentemente nosso grupo tem demonstrado que a
auséncia do receptor P2X7 em células TCD4* estéa relacionada ao predominio dessas
células na vasculatura pulmonar, promovendo agravamento da inflamacao sistémica
(SANTIAGO-CARVALHO et al., 2020, no prelo). Dessa forma, realizamos o protocolo
de asma experimental em camundongos C57BL/6 e P2rx77, e 3 minutos antes da
eutanasia, anticorpo anti-CD45 foi injetado, a fim de diferenciar células do parénquima
(CD45") de células da vasculatura (CD45") (Figura 5A). Utilizando citometria de fluxo,
foi observado aumento de células T CD4* no parénquima de camundongos C57BL/6
asmaticos enquanto camundongos P2rx7-- ndo demonstraram alteracdes dessas
células em ambos os compartimentos do parénquima e da vasculatura pulmonar
(Figura 5B). Posteriormente avaliamos a localizagao de células CD4*CD44* CD62L e
observamos que nao existem diferencas na frequéncia dessas células entre

camundongos C57BL/6 e P2rx77 no parénquima ou na vasculatura (Figuras 5C-D).
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Entretanto, a avaliacdo do numero de células CD4*CD44* CD62L" demonstra o
aumento dessas células no parénquima de camundongos C57BL/6 asmaticos, mas
ndo no de camundongos P2rx77-, enquanto nenhuma alteracdo é observada na
vasculatura de ambos os grupos (Figura 5E). Além disso, avaliacdo do MFI de CD44
das células efetoras dos camundongos desafiados e imunizados demonstraram que
células CD4*CD44* CD62L" de camundongos P2rx7-- apresentam menores niveis de
expressdo dessa molécula durante a asma experimental se comparadas as células
de camundongos C57BL/6 (Figuras 5F-G).
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Figura 5. Avaliacdo de células do parénquima e da vasculatura de camundongos
C57BL/6 e P2rx7 -/- durante asma experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7” foram
inoculados com duas doses de OVA e Alum ou PBS por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos
dias 14, 16 e 18, os animais foram inoculados via i.n. com 3 doses de OVA ou PBS. O pulméo
foi avaliado no dia 19 pés-imunizacdo e previamente a eutanasia os camundongos foram
anestesiados e inoculados por via intravenosa com anticorpo anti-CD45 por 3 minutos. (A) A
ilustracdo esquematica mostra o protocolo experimental. (B) O numero total de células T
CD4". presentes na vasculatura e no parénquima pulmonar foi determinado por citometria de
fluxo. (C-G) Com base na andlise da expressédo de CD44 de células CD44*CD62L*CD4", as
frequéncias e os numeros de células efetoras (CD44*CD62L°) foram determinados, bem como
0 MFI de CD44. Os dados foram expressos como médias + DP. Teste de comparag¢do multipla
de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05, ***p < 0.001. Total de 1 experimento
(n=14). C57BL/6 CTL n=3, C57BL/6 OVA n=4, P2rx7’- CTL n=2, P2rx7"- OVA n=5.

43



4.5 Camundongos P2rx77- nao apresentam infiltrado pulmonar de células Th2 no
parénquima e na vasculatura durante asma experimental

Tendo em vista que camundongos P2rx77- ndo apresentaram alteracdes no
namero de células efetoras CD4*CD44*CD62L" presentes no paréngquima e na
vasculatura apés imunizacéo e desafio, investigamos a localizacao de células efetoras
GATA3", T-bet® e FOXP3* durante a asma experimental, a fim de compreender, em
especial, se as células CD4*GATA3* de camundongos P2rx77 estavam retidas na
vasculatura, ou até mesmo se as células CD4* adquiriam outro perfil de polarizacéo
no parénquima (Figuras 6A-B). O MFI de GATA3, Thet e FOXP3 foi realizado em
células CD44*CD62L do parénquima e da vasculatura, demonstrando que enquanto
camundongos C57BL/6 apresentam aumento de expressao de GATA3* em ambos os
compartimentos e aumento de nimero de células CD4*CD44*CD62L GATA3* no
parénquima apdés imunizacdo e desafio, 0s paréametros equivalentes em
camundongos P2rx77 permanecem inalterados (Figuras 6C-D). Além disso, andlises
do fator de transcricdo T-bet e FOXP3 demonstraram nenhuma alteracdo na
expressdo dessas moléculas ou no numero de células CD4*CD44*CD62L" que
expressam essas moléculas em ambos o0s compartimentos pulmonares de
camundongos C57BL/6 e P2rx77 , exceto pelo aumento da expressdo de T-bet na

vasculatura de camundongos C57BL/6 imunizados (Figuras 6E-H).
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Figura 6. Avaliacdo dos fatores de transcricdo GATA3, T-bet e FOXP3 em células CD4+
do parénguima e da vasculatura de camundongos C57BL/6 e P2rx7 -/- durante asma
experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7" foram inoculados com duas doses de OVA
e Alum ou PBS por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos dias 14, 16 e 18, os animais foram
inoculados via i.n. com 3 doses de OVA ou PBS. O pulméo foi avaliado no dia 19 p0s-
imunizagéo e previamente a eutanasia os camundongos foram anestesiados e inoculados por
via intravenosa com anticorpo anti-CD45 por 3 minutos. (A-B) Histogramas representativos da
expressdo de GATA3, T-bet e FOXP3 em células T CD4+ efetoras do parénquima e da
vasculatura pulmonar. (C) MFI de GATA3 e (D) numero de células CD44*CD62L
CD4*GATAS3*. (E) MFI de T-bet e (F) numero de células CD44*CD62L° CD4*TBET*. (G) MFI
de FOXP3 e (H) numero de células CD44*CD62L"CD4*FOXP3*. Os dados foram expressos
como médias + DP. Teste de comparacédo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado
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com *p < 0.05, ***p < 0.001. Total de 1 experimento (n=14). C57BL/6 CTL n=3, C57BL/6 OVA
n=4, P2rx7’- CTL n=2, P2rx7" OVA n=5.

4.6 Linfonodo mediastinal de camundongos P2rx77/-apresentam menos células
apo6s desenvolvimento de asma experimental comparado a camundongos
C57BL/6

Investigamos as células do linfonodo mediastinal dos camundongos

submetidos ao protocolo de asma experimental a fim de compreender se a resposta
de producéo de células de perfil GATA 3* de camundongos P2rx7-- estava prejudicada
durante a inducdo. Os camundongos foram submetidos ao protocolo de asma
experimental (Figura 7A) e as células analisadas por citometria de fluxo. As analises
demonstraram que os numeros de células do linfonodo e células CD4* sdo menores
em camundongos P2rx77 imunizados, comparado ao numero de células de
camundongos C57BL/6 submetidos ao mesmo protocolo (Figuras 7B-C). A frequéncia
de células CD4*CD44* foi também demonstrada, com maior frequéncia dessas células
em camundongos P2rx77- imunizados comparado a camundongos C57BL/6
imunizados (Figura 7D-E), entretanto, o0 nimero de células CD4*CD44* € menor em
camundongos P2X77-imunizados comparado a camundongos C57BL/6 (Figura 7F).
A avaliacao da expressao de GATA3 em células CD4*CD44" indica que nao existem
diferencas na expressao dessa molécula entre os grupos, entretanto camundongos
P2rx7-- imunizados apresentam menor nimero de células CD4*CD44*GATA3"*
comparado a camundongos C57BL/6 imunizados. Além disso, as células CD4*CD44*
de camundongos P2rx7/ parecem apresentar tamanho menor que aquelas de
camundongos C57BL6 (Figura 7K), enquanto a expressado de BLIMPL1 pelas células

CD4*CD44" é semelhante entre os grupos (Figura 7L).
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Figura 7. Caracterizagao de células do linfonodo mediastinal de camundongos C57BL/6
e P2rx7-/- durante asma experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx77 foram inoculados
com duas doses de OVA e Alum por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos dias 14, 16 e 18, os

47



animais foram inoculados via i.n. com 3 doses de OVA. O linfonodo mediastinal foi avaliado
no dia 19 pés-imunizacao. (A) A ilustracdo esquematica mostra o protocolo experimental. (B)
Numero de células do linfonodo mediastinal, (C) nUmero de células CD4", (D-F) Com base na
analise da expressédo de CD44 e CD62L em células CD4*, as frequéncias e os numeros de
células efetoras (CD44*CD62L") foram determinados. (G-J) As células efetoras foram
avaliadas quanto a expressdo de GATA 3, sendo determinadas as frequéncias de células
positivas, os numeros de células nos pulmdes e as médias de intensidade de fluorescéncia
(MFIs), (K) Tamanho de células CD4'CD44'CD62L", (L) Histograma demonstrativo do
tamanho de células CD4*CD44*CD62L". Os dados foram expressos como médias + DP. Teste
T ndo pareado foi utilizado com **p <0.01. Total de 1 experimento (n=6). C57BL/6 OVA n=3,
P2rx7-/- OVA n=3.

4.7 Camundongos P2rx77 sdo capazes de produzir IgE durante a asma
experimental
A imunizacao e desafios com OVA nao é capaz de promover a formacgéo de

infiltrados celulares de perfii Th2 em camundongos P2rx7/, dessa forma,
investigamos se as respostas humorais de producao de IgE estavam comprometidas
devido a auséncia do receptor P2X7. A avaliacdo do soro obtido apds a imunizagéo e
desafios com OVA (Figura 8A) demonstrou que os camundongos P2rx7-- produziram
0s mesmos nhiveis de IgE que os camundongos C57BL / 6 apds a imunizagéo (Figura
8B).
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Figura 8. Avaliagcdo de IgE sérico de camundongos C57BL/6 e P2rx7 -/- durante asma
experimental. Camundongos C57BL/6 e P2rx7” foram inoculados com duas doses de OVA
e Alum por via s.c. com 7 dias de intervalo. Nos dias 14, 16 e 18, os animais foram inoculados
via i.n. com 3 doses de OVA. Soro foi obtido por puncéo cardiaca apds eutanasia no dia 19
pés-imunizacao. (A) A ilustracdo esquematica mostra o protocolo experimental. (B) Producéo
de anticorpo IgE total sérico. Os dados foram expressos como médias + DP. Teste de
comparagdo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com ** p <0.01. Total de 2
experimentos independentes (n=14). C57BL/6 CTL n=2, C57BL/6 OVA n=5, P2rx7 CTL n=2,
P2rx7" OVA n=5.
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PARTE 2. AVALIACAO DO PAPEL DA ADMINISTRACAO DE ATP DURANTE
DESAFIOS INTRANASAIS NA ASMA EXPERIMENTAL

4.8 Desafios i.n. com OVA na presenca de ATP resultam em reducdo da asma
experimental de maneira dose-dependente
Devido a observacdo de que a sinalizacdo através do receptor P2X7 esta

envolvida no desenvolvimento da inflamagé&o pulmonar de perfil Th2, investigamos o
papel da administracdo intranasal de ATP, um agonista do receptor P2X7, durante os
desafios i.n. com OVA. Dessa forma, camundongos C57BL/6 foram imunizados por
via s.c. com OVA e, em seguida, desafiados via i.n. com PBS, OVA ou OVA + ATP (1
mM, 4,5 mM e 50 mM) (Figura 9A). Os camundongos desafiados com OVA ou OVA +
ATP 1mM exibiram infiltrado celular e producédo de muco aumentados em comparacéao
com o grupo controle, no entanto, a administracdo de ATP 4,5 mM e ATP 50 mM
durante o desafio com OVA reduziu o infiltrado celular (Figuras 9B-D). Além disso, a
imunizacdo seguida dos desafios com OVA induziram aumento dos niveis totais de
IgE sérica, que diminui na presenca de 4,5 e 50 mM de ATP durante os desafios
(Figura 9E).
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Figura 9. Avaliacdo do infiltrado celular e muco no pulméo e da producgédo de IgE apos
administracdo de ATP durante desafios i.n. com OVA em camundongos previamente
imunizados. (A) O esquema mostra o protocolo de imunizacao e desafios utilizados para indugéo
de asma. os camundongos C57BL/6 foram imunizados via s.c. com OVA+Alum e, uma semana
depois, desafiados via i.n. com OVA na presenca ou auséncia de ATP em diversas concentracfes
(2 mM, 4,5 mM e 50 mM). (B e C) Pulm&es de camundongos controles e imunizados foram obtidos
e corados pelos corantes eosina-hematoxilina (HE) e acido periddico de Schiff (PAS) (aumento
de 10x; as escalas de barra correspondem a 200 um). (D) Os escores de infiltrado celular foram
determinados a partir da andlise histolégica. (E) Os soros dos camundongos avaliados foram
obtidos e avaliados quanto a presenca de IgE total. Os dados foram expressos como médias +
DP. Teste de comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05, ** p <
0,01, *** p < 0,001 e ***p < 0,0001. Total de 3 experimentos independentes (n=32). CTL n=8,
OVA n=10, OVA+1 mM ATP n=6, OVA+4,5 mM ATP n=5, OVA+50 mM ATP n=3.

4.9 A administragdo i.n.de ATP reduz o infiltrado de granulécitos durante aasma
experimental
Uma vez que as doses de 4,5 mM e 50 mM de ATP promoveram a diminui¢ao

da presenca de infiltrados celulares e IgE circulante, a dose de 4,5 mM foi utilizada
para posteriores andlises. As frequéncias de células CD11b*Ly6G CD64+SSChigh
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(eosindfilos), que séo caracteristicas de resposta asmaticas de perfil Th2, diminuiu em
decorréncia da administracdo de 4,5 mM de ATP em comparacdo com os valores
obtidos apenas com desafios com OVA (Figuras 10A-C). No entanto, neutrofilos
(Figuras 10D-E) permaneceram inalterados, enquanto mondcitos LY6C'°¥ (Figura 10F)
e mondcitos LYBCMI" (Figura 10G) apresentaram aumento apdés a imunizacgdo e

desafio somente com OVA.
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Figura 10. Avaliacdo por citometria de fluxo de células do pulm&o ap6s administracéo
de ATP via i.n. durante desafios com OVA em camundongos previamente imunizados.
Células foram avaliadas por citometria de fluxo demonstrando (A) frequéncia de células
CD11b*CD11c’Ly6G CD64*SSCM" (Eosindfilos). (B) esquema de andlise. (C) nimero de
células CD11b*CD11cLy6G CD64*SSCM" (Eosindfilos). (D-E) frequéncia e nimero de
células CD11b*CD11c’Ly6G*CD64 (neutréfilos). (F) nimero de mondcitos LYBC" e (G)
nimero de mondcitos LY6CM". Os dados foram expressos como médias + DP. Teste de
comparacdo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05, **p < 0.02. Total
de 1 experimento (n=10) CTL n=2, OVA n=4 e OVA+4,5 mM ATP n=4.

4.10 A reducéao do infiltrado celular durante a administracédo de ATP intranasal
ndo parece ser uma caracteristica da resposta dos linfécitos Thl ou Th2 do
pulmao

Uma vez que as células T CD4*GATA3* sdo fundamentais na inflamacao

asmatica Th2, e a resposta de células TCD4*T-bet* atuam de forma antagbnica a
essas respostas, investigamos se as alteracdes observadas durante a administragao
de 45 mM de ATP estavam relacionadas ou afetaram linfocitos T CD4*.

Primeiramente a expressao de CD44 foi avaliada demonstrando que a administracéo
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de OVA + 4,5 mM ATP nao promoveu diferencas na expressao deste marcador de
ativacdo em comparacdo com o protocolo OVA (Figuras 11A-C). Em seguida,
avaliamos se havia alguma alteracdo na expressao de GATA3 ou T-bet nas células T
CD4*CD44*. Os camundongos imunizados e desafiados com OVA exibiram uma
assinatura tipica de expressao de GATA 3 que foi mantida mesmo na presenca de
ATP 4,5 mM (Figuras 11D-F). Além disso, o grupo de camundongos OVA e OVA+ATP

nao demonstraram alteracdes na expressao de T-bet (Figuras 11G-H).
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Figura 11. Avaliacdo por citometria de fluxo de células T CD4+ do pulméo apéds
administracdo de ATP viai.n. durante desafios com OVA em camundongos previamente
imunizados. Células foram avaliadas por citometria de fluxo. (A) Esquema de analise de
expressao de CD44 por células CD4*. (B-C) frequéncia e numero de células CD4*CD44*. (D)
Esquema de andlise de expressao de GATA 3 e TBET. (E-F) frequéncia e numero de células
CD4*CD44*GATA". (G-H) frequéncia e numero de células CD4*CD44*TBET". Os dados foram
expressos como médias + DP. Teste de comparag¢édo mdltipla de grupos One-way ANOVA foi
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utilizado com *p < 0.05. Total de 1 experimento (n=10) CTL n=2, OVA n=4 e OVA+4,5 mM
ATP n=4.

4.11 A administracdo de ATP via intranasal durante desafios com OVA promove
0 aumento de IL-4 no lavado bronquioalveolar
A andlise do lavado bronquioalveolar permitiu a avaliacdo de células e

producado de IL-4 no pulméo dos grupos experimentais. Apés imunizacao e desafio,
os camundongos foram eutanasiados e o BAL foi adquirido. Devido a importancia da
citocina IL-4 na polarizacdo e manutengdo de células Th2, o BAL foi utilizado para
determinar a producao dessa citocina. Foi observado um aumento da producéo de IL-
4 em camundongos imunizados e desafiados com OVA, e uma producédo ainda maior
dessa citocina no grupo desafiado com OVA + 4,5mM de ATP (Figura 12A). Além
disso, células do BAL foram avaliadas por contagem diferencial indicando um aumento
no namero de células do lavado em camundongos imunizados e desafiados com OVA
(Figura 12B). Apesar da auséncia de diferenca no niamero de células do BAL entre os
grupos OVA e OVA+ATP, o numero de eosinofilos no grupo OVA € significativamente
maior que no grupo OVA+ATP (Figura 12C). Nenhuma diferenca é observada no
namero de linfocitos e neutroéfilos, entretanto, o nimero de mondcitos demonstra-se

aumentado no grupo OVA (Figuras 12D-F).
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Figura 12. Caracterizacdo do lavado bronquioalveolar (BAL) apés administracdo de ATP
viai.n. durante desafios com OVA em camundongos previamente imunizados. O lavado
bronquioalveolar dos camundongos foram avaliados quanto a producéo de citocinas e células.
(A) Imagens representativas de laminas coradas com eosina-hematoxilina (HE) (aumento de
40x; as escalas de barra correspondem a 50 um). Através de contagem diferencial, (C) células
totais do BAL, (D) eosindfilos, (E) Linfécitos, (F) neutréfilos e (G) mondcitos foram avaliados.
Os dados foram expressos como médias + DP. Teste de comparag&o multipla de grupos One-
way ANOVA foi utilizado com * p < 0.05, ** p <0,01, *** p <0,001. Total de 1 experimento
(n=11) CTL n=3, OVA n=4 e OVA+4,5 mM ATP n=4.

4.12 O fendbmeno de reducéao dos infiltrados de células durante a administracao
de ATP na asma experimental parece ser dependente do receptor P2X7
O ATP é capaz de sinalizar através de diversos receptores do tipo P2, dessa

forma, para compreender se os efeitos observados durante os desafios intranasais
com ATP na asma experimental estavam relacionados com sinalizagao via receptor
P2X7, utilizamos um inibidor seletivo do receptor, o Brilliant Blue G (BBG) previamente

a cada desafio intranasal (Figura 13A) através de um experimento preliminar. Analises
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histolégicas e de score de infiltrado celular indicam diminuicdo da inflamacéo
pulmonar no grupo OVA e aumento da inflamagcdo nos animais desafiados com
OVA+ATP (Figuras 13B-C). A producdo de IgE total sérica também foi avaliada
indicando que mesmo apos a administracdo de ATP durante os desafios intranasais
com OVA, a producéo de IgE € mantida quando os camundongos séo tratados com
BBG, indicando que o receptor P2X7 parece estar relacionado com a regulacdo da
producdo desse anticorpo (Figura 13D). As Células do pulmdo também foram
avaliadas (Figura 13E), indicando aumento na frequéncia e numero de células
CD4*CD44* (Figuras 13F-G), frequéncia e namero de células CD4*CD44*GATA3"*
(Figuras 13H-I), mas especialmente avaliando eosindfilos, observa-se aumento da
frequéncia e numero dessas células (Figuras 13J-K), indicando que o tratamento com
o BBG parece reverter as caracteristicas de protecdo observadas durante a

administracdo de 4,5mM ATP intranasal.
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Figura 13. Avaliacdo de soro e células do pulméo ap6s administragcdo de ATP via i.n.
durante desafios com OVA em camundongos previamente imunizados e tratados com
BBG. (A) O esquema mostra o protocolo de imunizag&o e desafios utilizados para inducéo de
asma. os camundongos C57BL/6 foram imunizados via s.c. com OVA+Alum e, uma semana
depois, desafiados via i.n. com OVA na presenca ou auséncia de 4,5 mM de ATP. Antes de
cada desafio intranasal, os camundongos foram inoculados via peritoneal com BBG. (B)
Pulmdes de camundongos controles e imunizados foram obtidos e corados pelo corante
eosina-hematoxilina (HE) (aumento de 10x; as escalas de barra correspondem a 200 pum). (C)
Os escores de infiltrado celular foram determinados a partir da andlise histologica. (D) Os
soros dos camundongos avaliados foram obtidos e avaliados quanto a presenca de IgE total.
Analises de citometria de fluxo demonstraram (E) Células totais, (F-G) frequéncia e niumero
de células CD4*CD44", (H-1) frequéncia e numero de células CD4+CD44+GATA3+ e (J-K)
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frequéncia e numero de eosinéfilos. Os dados foram expressos como médias + DP. Total de
1 experimento independentes (n=6). CTL n=2, OVA n=1 e OVA+4,5 mM ATP n=3.
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5 Discussao



Grandes quantidades de ATP sao liberadas no meio extracelular em
consequéncia ao dano tecidual promovido por condi¢des patolégicas como fibrose
cistica, doenca pulmonaria obstrutiva crénica e a asma (ITO, Satoru et al, 2016). Uma
vez no meio extracelular, moléculas de ATP podem ser reconhecidas por diversos
receptores purinérgicos promovendo o desenvolvimento de respostas distintas
(SAVIO et al.,2018). O reconhecimento de moléculas que sinalizam dano € importante
para a definicdo dos padrbes de respostas desenvolvidos e posteriormente o tipo de
inflamacédo gerada frente ao estimulo. Estudos recentes sugerem que o ATP atua
como um mediador pro-asmatico, uma vez que essa molécula se encontra elevada
nas vias respiratorias de individuos com asma apdés desafio com alérgeno, mas nao
apos o desafio com salina (IDZKO et al.,, 2007). Além disso, altos niveis de ATP
também sdo encontrados nas vias respiratdrias de camundongos asmaticos
sensibilizados e desafiados por OVA. Trabalhos anteriores utilizaram agonistas do
receptor P2X7 para demonstrar sua importancia no desenvolvimento da asma (IDZKO
et al.,, 2007). Entretanto, pouco se sabe sobre o papel da administracdo de ATP
durante o processo de estabelecimento da inflamagao pulmonar de perfil Th2 e
caracteristicas do desenvolvimento da asma experimental na auséncia de
reconhecimento do ATP por receptores P2X7. Dessa forma, durante esse trabalho,
avaliamos o papel da sinalizacdo através do eixo ATP-P2X7 no desenvolvimento da

inflamacéo pulmonar através do modelo de asma experimental.

Para avaliar o papel do receptor P2X7 no desenvolvimento da asma
experimental, camundongos knockout para o receptor foram utilizados, sendo
demonstrada auséncia de caracteristicas chaves atribuidas a inflamag&o pulmonar
asmatica como infiltrado eosinofilico, bem como presenca de muco nas vias aéreas.
Esses dados ressaltaram a importancia do receptor P2X7 no desenvolvimento da
inflamacé&o asmatica. As respostas alérgicas envolvem dois processos para 0 seu
desenvolvimento, a sensibilizacao e o recrutamento de células especificas para o sitio
de ativacdo (EPSTEIN, 2004). Dessa forma, buscamos investigar se a auséncia da
resposta inflamatéria asmatica observada em camundongos full P2rx7-- poderia estar
relacionado a processos iniciais de desenvolvimento de células chave para a
inflamag&o asmatica, ou até mesmo poderia estrar relacionado ao recrutamento de

células para o tecido especifico, o pulmao.
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O receptor P2X7 esta presente em diversas células que contribuem para o
desenvolvimento de respostas Th2 (DI VIRGILIO et al.,, 2017). Observamos que a
auséncia do receptor P2X7 ndo promoveu alteragbes no numero de células
CD4*CD44", por sua vez, a auséncia de sinalizagdo por esse receptor promoveu a
diminuicdo na expressao de GATAS e, por sua vez, de células CD4*CD44*GATA3".
Dessa forma, observa-se que as células efetoras de camundongos P2rx77 nao
apresentam a assinatura tipica da inflamagéo asmatica durante a asma experimental,
podendo dessa forma contribuir para as caracteristicas de baixo infiltrado eosinofilico

e baixa producdo de muco observadas em camundongos P2rx7--.

A avaliacdo das células CD4*CD44* demonstrou altera¢des na expressao de
CD69, fornecendo indicativos de que essas células podem apresentar capacidade de
migracao afetada, sugerindo uma menor capacidade efetora dessas células. Nosso
grupo vem demonstrando que durante a tuberculose experimental, a auséncia do
receptor P2X7 em células TCD4"* est& relacionada ao predominio dessas células na
vasculatura pulmonar, promovendo agravamento da inflamagdo sistémica
(SANTIAGO-CARVALHO et al., 2020, no plero). Tendo isso em vista, observamos que
os camundongos P2rx7/- ndo apresentam alteracdes no nimero de células em
nenhum dos compartimentos durante a asma experimental. Esses dados indicam que
o fendmeno observado néo esté relacionado a um processo de predominio de células
TCD4+CD44+GATA3+ na vasculatura. Além disso, analises do fator de transcricao T-
bet e FOXP3 indicam ‘que alteracdes de t-bet e FOXP3 ndo sdo um fator decisivo no
fendmeno observado em camundongos P2rx7--. De fato, 0 menor nimero de células
efetoras no sitio de resposta em camundongos P2rx7-- indicam um possivel papel
desse receptor para manutencao de células efetoras no microambiente da inflamacao
pulmonar asmatica. Dessa forma, um dos fatores que poderiam estar relacionados a
menor manutencao de células no parénquima de camundongos P2rx7-- esta ligado a
processos de proliferacdo desencadeado por receptores P2X7 (BARICORDI et al.,
1999), no qual, a auséncia do receptor P2X7 pode promover a diminuicdo da

proliferacdo dessas células.

Ademais, a molécula CD44 ¢ associada a processos de ativacdo, capacidade
efetora e em certo nivel proliferacédo de células T (HUET et al., 1989, BAATEN et al.,
2010). A menor expressdo de CD44 pelas células efetoras de camundongos P2rx7-/-

indica que além de menor numero de células infiltradas no parénquima de
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camundongos P2rx7-- imunizados, essas células podem apresentar atividade efetora
e de proliferacdo comprometidas, contribuindo para as caracteristicas observadas

nesses camundongos.

Os dados anteriores também ressaltam que o fendbmeno observado durante a
asma experimental em camundongos P2rx77 pode ter origem em processos
anteriores ao recrutamento, como 0 processo de sensibilizacdo. Realizamos a
investigacao inicial do linfonodo mediastinal, indicando a manutencgéo da capacidade
de expressao de moléculas como CD44, GATA 3 e BLIMPL1, todavia, em numero de
células os linfonodos de camundongos P2rx7-- apresentaram menor ndmero em
comparacao aos linfonodos de camundongos C57BL/6. Um dos fatores que podem
estar relacionados ao menor numero de células no linfonodo mediastinal de
camundongos P2rx7-- esta ligado a processos de proliferacdo desencadeados por
receptores P2x7 (BARICORDI et al., 1999). Dessa forma, apesar da auséncia de
receptores P2X7 parecer ndo afetar a capacidade de expressdo de moléculas como
GATA3 e BLIMP 1 em células TCD4* do linfonodo, a auséncia deles pode promover
a diminuicdo da proliferacdo dessas células através da diminuicdo da sinalizacédo de
crescimento. Entretanto, esses dados sdo preliminares e demonstram a necessidade

de maior investigacao sobre o processo de imunizacao na auséncia do receptor P2X7.

O menor numero de células TCD4*CD44*GATA3" no linfonodo mediastinal de
camundongos P2rx77- ndo promoveu alteracdes na capacidade de geracdo de IgE
durante a asma experimental. Essas células sdo reconhecidas como uma importante
fonte de IL-4 e IL-33, citocinas intimamente relacionadas a promog¢édo da mudanca de
isotipo de anticorpos IgE (OETTGEN e GEHA, 2001). He e colaboradores (2020)
demonstraram que mesmo na auséncia de células TCD4*GATA3*, durante a asma
experimental, a producdo de IgE permanece estavel, isso porque as células Tfh
demonstram ser capazes de produzir IL-4 suficiente para promoc¢do do mudanca de
isotipo para IgE, dessa forma, alteracdes na expressao ou numero de células GATA3*
em centros germinativos ndo necessariamente promove alteracées na producao

dessas imunoglobulinas durante a asma experimental.

Além do papel do P2X7 em células TCD4*, outros subtipos celulares podem
estar relacionados ao fenémeno observado em camundongos P2rx77- na asma

experimental. Li e colaboradores (2018) ressaltaram a importancia do receptor P2X7
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em células dendriticas para o desenvolvimento da asma experimental através de
dados de correlacao e inibicéo in vitro desse receptor, evidenciando que ndo somente
em células T, mas em outros tipos celulares, a auséncia de sinalizagéo via receptor
P2x7 pode afetar o desenvolvimento da asma experimental. IDZKO e colaboradores
(2007) ja haviam indicado que a sinalizacédo por ATP é importante para o gatilho e
manutencdo da asma, dessa forma, o reconhecimento do ATP pelo receptor P2X7,
especialmente por células responséaveis pelo desenvolvimento inicial da asma podem

ser importantes para as respostas inflamatérias da asma.

Tendo em vista a importancia da sinalizacdo do ATP no desenvolvimento de
processos inflamatorios, especialmente na asma, a investigacdo da administracao de
ATP durante desafios i.n. permitiu a avaliacdo do desenvolvimento de respostas
inflamatorias pulmonares de perfil Th2 frente a altas concentracbes de ATP. Em
conjunto, os resultados mostram que a administracdo de altas concentracdes de ATP
i.n. durante os desafios com OVA inibe a inflamagé&o e a producao de IgE durante a
asma experimental. Diversos fatores podem estar relacionados ao fendmeno
observado, dentre eles a sinalizacdo através do receptor P2X7, cuja ativacao esta
relacionada a capacidade de polarizacdo e desenvolvimento de morte celular. Além
disso, esse fenbmeno pode estar relacionado a sinalizacdo do ATP através de outros
receptores purinérgicos, como o0s P2Y, os quais sao acoplados a proteinas G e, por
sua vez, estdo diretamente relacionados com processos como o controle do ambiente
aguoso pulmonar, producdo de muco e controle de cilios (LAZAROWSKI e
BOUCHER, 2009). Esses receptores estdo presentes em células importantes para o
desenvolvimento da asma, como células epiteliais, entretanto o entendimento do
reconhecimento do ATP por essas células na asma ainda permanecer obscuro, nao
obstante, a sinalizacéo através desses receptores podem também estar relacionados

as modificacOes observadas durante a administracdo de ATP neste trabalho.

O reconhecimento de ATP em concentragdes elevadas (=1 mM) promove
ativacdo de receptores P2X7 iniciando a formacdo de amplos poros
transmembranares, permeaveis a moléculas de até 800 Da, levando a desregulacéo
osmatica e morte celular (SURPRENANT, et al., 1996 e MESSEMER et al.,2013).
Dessa forma, altas concentracbes de ATP durante desafios i.n. poderiam estar
relacionados com a morte de células que possuem esse receptor e sdo chave para o

desenvolvimento da inflamacéo pulmonar asmatica, como eosinoéfilos, bem como a
62



morte de células responsaveis pelo desenvolvimento inicial da asma como mastacitos,
ILCs e outras células secretoras de IL-4 e IL-5 (WAREHAM e SEWARD, 2016),
promovendo, dessa forma, diminuicdo de infitrados e muco em maiores
concentragfes administradas de ATP. Por exemplo, na asma, mondcitos M2 séo
células importantes no desenvolvimento da inflamacg&o pulmonar através da producao
de IL-4 (LIU et al., 2018), e dessa forma, poderiam estar afetadas durante a
administracdo de altas concentracbes de ATP. A investigacdo do lavado
bronquioalveolar, por sua vez, demonstrou que o fendmeno de protecao observado
durante a administracdo de ATP ndo parece estar relacionado a menor producédo de
IL-4, uma vez que aumento da producdo dessa citocina ocorre nessa condicao.
Eosindfilos em humanos apresentam expressado de P2X7 tornando-se susceptiveis a
sinalizacdo do ATP, especialmente em resposta a altas concentracées (FERRARI et
al., 2006). Dessa forma, o ATP poderia estar agindo diretamente em eosinéfilos,
promovendo sua morte, ou até mesmo em ceélulas responsaveis pela producao de IL-
5, citocina importante para desenvolvimento e recrutamento de eosinofilos, como as
ILCs (MATTES et al., 2002 e WOLTERINK, 2012).

Além disso, estudos publicados pelo nosso grupo sugerem que a sinalizacao
do receptor P2X7 em linfocitos T CD4* induz a diferenciacdo de linfocitos Thl
esplénicos e controla as células Th foliculares (Tfh) durante a maléria experimental,
auxiliando na protecdo contra a doenca (SALLES et al., 2017). Dessa forma, altas
concentracfes de ATP poderiam promover a polarizacdo de células especificas para
perfis celulares distintos do perfil de assinatura Th2 asmatica, promovendo, dessa
forma, a diminuicdo dos sintomas asma-like. Entretanto, analises de células TCD4*
demonstram auséncia de alteracdes na expressdo de GATA3 e T-bet durante
administracdo 4,5mM de ATP, indicando que o fenbmeno observado ndo esta
relacionado ao processo de mudanca polarizacao de células TCD4+ para perfil Th2
durante a administracdo de ATP. Esses dados indicam que a administracao de altas
concentracbes de ATP parecem ndo afetar as células T CD4*, e o fenbmeno de
reducao da inflamagé&o pulmonar observado parece estar relacionado com outros tipos

celulares.

O eixo ATP-P2X7 vem sendo relacionado a processos de regulacdo de
producgédo de anticorpos, uma vez que sinalizacdes exacerbadas através de receptores

de dano podem promover a producdo descontrolada de anticorpos autoimunes
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(FALITI et al., 2019). Dessa forma, o reconhecimento de altos niveis de ATP por
células Tfh promove a morte dessas células, e consequentemente a regulacédo da
producgéo de anticorpos. Observamos nesse trabalho a diminuigéo da concentragéo
de IgE total circulante em camundongos desafiados com ATP de forma dose
dependente, indicando que o ATP administrado por via i.n. pode estar relacionado ao
controle sistémico da producao de IgE. Essa regulacéo parece estar relacionada a via
de sinalizacdo através do receptor P2X7, visto que os experimentos preliminares
utilizando o BBG, bloqueador seletivo do receptor, parece promover a restauragao da
producao de IgE a niveis semelhantes aos de camundongos desafiados apenas com
OVA. Além disso, algumas das caracteristicas observadas durante a administracao
de ATP foram alteradas com o uso do BBG, especialmente aquelas relacionadas ao
score de infiltrado celular no pulm&o e nimero de eosindfilos. Dessa forma, sugere-
se que os efeitos observados durante a administracdo de ATP na asma sao

dependentes do receptor P2X7.
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6 Conclusoes



Esse trabalho demonstra que o receptor P2X7 é crucial para a formacao de infiltrado
de células de eosindfilos, bem como producdo de muco caracteristicos da inflamacao
asmatica, mas nao para a producdo IgE durante a asma experimental. Esse fendbmeno néo
parece estar associado a compartimentalizacdo 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 proliferacdo 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 inflamag¢éo asmatica de maneira dose-dependente, demonstrando
menor eosinofilia produgdo IgE, enquanto células TCD4*CD44*GATA3" parecem inalteradas,
apesar do aumento da concentracdo de IL-4. O uso do inibidor do receptor P2X7 parece
promover reconstituicdo da producdo de IgE e presenca de eosindfilos, indicando que a
regulacéo observada durante a administracao de ATP pode ocorrer através da sinalizagéo 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 concentracdes de ATP durante desafios i.n. séo responsaveis pela regulacdo das

respostas inflamatorias 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

(4 Th2 cell infiltration

Serum IgE

Intense Granulocyte recruitment
Mucous production

X Th2 cell infiltration

Serum IgE

P2rX7-/- C57BL6

Figura 14. Imagem esquemaética dos processos de reconhecimento de ATP durante o
desenvolvimento da asma experimental. Camundongos P2rx7-/- ndo apresentam
producdo de muco e infiltrado de células de assinatura tipica da asma, apesar da
manutencédo da producgédo de IgE. Por outro lado, a administracdo de altas concentracdes de
ATP durante desafios intranasais promove a diminuicdo do recrutamento de infiltrado
eosinofilico e producdo de muco, apesar da manutencéo de infiltrados de linfécitos Th2, e

promove a regulacdo da producado de anticorpos IgE.
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Figura 1. Estratégia de andlise 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 andlise de diferenciagdo de células do

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

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