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Expressão do Receptor P2X7 em células do 
Sistema Imune

•• LinfLinfóócitos T / citos T / TimTimóócitoscitos - P2X7, P2X1, P2X4, P2X5, P2X6,  
P2Y1, P2Y2, P2Y4

•• LinfLinfóócitos Bcitos B - P2X7, P2Y

•• MacrMacróófagosfagos - P2X
7
, P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6, 

P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6

•• NeutrNeutróófilosfilos - P2X
7
, P2Y2

•• MastMastóócitoscitos - P2X7, P2Y1, P2Y2

•• NKNK - P2X
7
, P2 (P2X2 ?)

•• CCéélulas lulas DendrDendrííticasticas - P2X
7
, P2Y2, P2Y6(?)



Modificado de North et al, Phisiol Rev 2002



Kim, M et al, EMBO J. 2001



Persechini et al, Braz J Med Biol Res 1998

Di Virgilio et al, Blood 2001



P2X7

Formação de Blebs via ROCK-1/Rho (Morelli, A. et al Mol Biol Cell 2003, 
Pfeiffer,Z.A et al J. Leuko Biol 2004, Mackenzie, A.B. et al JBC 2005)

Ativação de caspases 3, 8 e 9  (Steinberg, T.H. et al JBC 1987,
Greenberg, S. et al JBC 1988, Chiozzi, P. et al JCB 1997, Bissagio, R. 2001)

Aumento dos níveis de ceramida (Lepine, S. et al BBA 2005)

Externalização de PS  (Elliot, J.I. et al Nat Cell Biol 2005, Mackenzie, 
A.B. et al JBC 2005)

Ativação de JNK (Humphreys,B.D et al JBC 2000)

Clivagem de Lamina (Ferrari,D. et al FEBS Lett 1999)

Frag. DNA (Schulze-Lohoff, E. et al Am J Physiol 1998)





Objetivo

Estudar a sinalização intracelular mediada por ATPe via P2X7 na morte celular de 

macrófagos intraperitoneais murinos. 



Objetivos Específicos:

1 – Estudar a dependência do receptor P2X7 na morte por ATPe;

2 – Avaliar a dependência de Ca2+ nas diferentes etapas de nosso protocolo indutor 

de morte celuar;

3 - Estudar o envolvimento das PLA2 na sinalização de morte celular induzida por 

ATPe/P2X7;

4 – Estudar a participação das vias metabólicas abaixo das PLA2 na morte celular 

por ATPe/P2X7;

5 – Estudar a participação de cinases nos processos de morte por ATPe/P2X7, 

principlamente as PKC;

6 – Estabelecer a possível relação entre as PLA2 e as PKC na sinalização induzida 

por ATP; 

7 – Avaliar o envolvimento dos receptores nucleares PPAR no morte promovida por 

ATPe/P2X7.



Material & Método

Cultura de Macrófagos Estimulados com Tioglicolato ou células frescas

4 dias



20 minutos
inibidores

20 minutos
ATP

Período de Recuperação (6 horas)

Meio DMEM incompleto
Fase Indutora

Meio DMEM completo
Fase Efetora

FACS
LDH
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Dependência do receptor P2X7 na apoptose induzida por ATPe.
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Ciclosporina A inibe a apoptose, mas não a liberação de LDH por ATPe/P2X7.
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BAPTA-AM não é capaz de inibir a apoptose gerada pelo ATPe.
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Fosfolipases A2
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Participação das PLA2 na morte por ATPe/P2X7
Inibição da apoptose e potencialização da liberação de LDH por mepacrina.
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Ac. Graxos (Ac. Araquidônico, Ac. Linoléico)
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Comparação entre as apoptoses induzidas por ATPe e AA. 
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Gutcher et al; Cell Mol Life Sci 2003
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P2X7 PKCγ
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Hung et al Cell Signal 2005
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Expressão das isoenzimas de PKC em macrófagos aderidos.



Translocação das isoenzimas de PKCβII e PKCδ induzida por ATP
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Ação dos inibidores da iPLA2 e PKCδ na translocação da PKCδ





Gelman et al; Curr. Opin. Cell Biol 2005
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PPAR Alfa PPAR Gama

Indução da translocação nuclear dos PPARα e PPARγ por ATPe.
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Genesteina, Tirfostina e PD98059 não inibiram a morte causada por ATP 5mM

Dissertação de Mestrado, Cruz, C.M. 2002

Outras Proteínas Cinases Estão Envolvidas com a Apoptose Induzida por ATP?
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Conclusões

1. A morte induzida por ATPe é dependente do P2X7 e, em uma fase inicial é

independente de Ca2+.

2. Uma iPLA2 é a responsável pela morte evocada por ATPe/P2X7, ativando a PKCδ

e em paralelo ativando as vias de LOX e de síntese de EET por CYP450.

3. Macrófagos intraperitoneais murinos ativados por tioglicolato e mantidos em cultura 

por 96 horas possuem como formas majoritárias de PKC as PKCβ2 e PKCδ.

4. A PKCδ é ativada por ATPe, translocando para frações de membrana. A rotlerina, 

seu inibidor seletivo, é capaz de inibir sua atividade, vista pela inibição da apoptose 

por ATP/P2X7, mas não é capaz de inibir sua translocação.

5. A inibição da cinase p38 por SB203580 é capaz de inibir a lise celular provocada 

por ATPe/P2X7.

6. A apoptose provocada por ATP/P2X7 é revertida pela inibição farmacológica de 

PPARα e PPARγ, sendo apenas o PPARα é ativado por ATPe.
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Olhos Inocentes: A Evolução da Visão 

 

 “No início, existiam criaturas unicelulares que podiam flutuar de um 

lado para o outro e farejar algumas mudanças químicas em seu mundo de 

"caldo primitivo". "Isto é tudo que existe para ser aprendido", elas disseram, e 

continuaram suas existências limitadas, absorvendo e dividindo, absorvendo 

e dividindo, e criando muitas outras iguais a si mesmas. 

 Mas uma minoria radical de alguma forma sabia que havia muito mais 

lá fora do que proteínas e cadeias de aminoácido. Elas podiam sentir isso em 

seus cílios, flagelos e nucléolos. Elas não tinham como provar, mas sabiam 

que havia mais a ser conhecido Lá Fora. Embora a maior parte da 

comunidade biológica rejeitasse essa tese radical e taxassem seus 

defensores de loucos, uns poucos quiseram levantar o véu e conhecer o 

restante de seu universo. 

 Então eles colocaram sua vida potencialmente eterna em risco e, com 

medo e água quente, organizaram-se em monstros multicelulares. Naquele 

momento transcendente eles ABRIRAM SEU PRIMEIRO OLHO! Não um olho 

verdadeiro, claro, mas uma coleção de nervos óticos ativos. 

 Boa jogada! Agora elas podiam SENTIR suas conexões com o caldo 

primitivo que as envolvia e sabiam um pouco mais sobre o que havia Lá Fora. 

Isto concedeu-lhe uma vantagem extraordinária sobre os desprovidos de 

sentidos, os quais tornaram-se seu alimento. Impulsionados por esse novo 

fluxo de informações, a nação nematóide inventou o sexo. Outra boa jogada, 

porque assim, além de se multiplicarem como doidos, naquele momento 

mágico de união enlouquecida, também entravam em contato com um 

sentimento silencioso nas profundezas de seus nervos. 

 Ainda havia mais a ser aprendido! E enquanto o restante dos vermes 

escarnecia deles e chamavam-nos de loucos, os pioneiros concentravam 

seus nervos na direção do estímulo fraco, impossivelmente fraco que dirigia-

se a eles todos. Num momento transcendente, eles ABRIRAM SEU 

SEGUNDO OLHO! 

 Luz! Som! Filmes coloridos! Mais uma boa jogada! O universo 

continuou a se descortinar para eles, numa cornucópia sensual de 



 v 

informação sobre O Que Está Lá Fora e sua conexão com essa coisa. E eles 

mergulharam nesse universo de possibilidades - comendo, reproduzindo, 

assistindo 500 canais de tevê a cabo. Um frenesi de diversão sensual mais 

tarde, o caldo orgânico agora estava cheio desses Filhos do Agrupamento 

Organizado de Nervos. 

  Embora algo nas profundezas de suas glândulas lhes dissesse que 

ainda havia mais a ser conhecido, a maioria deles cometeu o erro de seus 

ancestrais unicelulares. Eles escarneceram da noção de que ainda havia 

mais a ser descoberto e muitas formas de descobrir e chamaram esses 

dissidentes de loucos. Muito bem, mas uns pioneiros concentraram a sua 

atenção no som parado e doce que se encontrava do outro lado da 

consciência sensorial, misturado em alguma parte dentro dos recessos do 

seu sistema glandular e, num momento transcendente, ABRIRAM SEU 

TERCEIRO OLHO! 

 Mais uma boa jogada! Eles receberam mensagens e informações 

sensoriais desconhecidas pelo povão ou pelos analistas de mercado, e tão 

difícil de serem explicadas às pessoas comuns, quanto ensinar trigonometria 

a uma minhoca. Eles deram outro salto quântico em seu conhecimento sobre 

O Que Esta Lá Fora e sua conexão inefável com essa coisa. Mas o resto das 

pessoas comuns e dos analistas de sistemas chamaram-nos de loucos. Bem, 

vinte e três zilhões de bactérias disseram a mesma coisa há um milhão de 

anos. E Adivinha o que elas são hoje? Bactérias! 

 Portanto, eu lhe digo: seja louco! Seja voluntariamente insano diante 

do resto do mundo. Vista a sua loucura individual com orgulho! Derrube a 

tirania dos mecanismos de abastecimento neurológico e liberte os sentidos!” 

  Livro do Clã Malkavian 

Editora Devir, página 16 

1996 
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RESUMO: 
 
 O P2X7 é um receptor capaz de ativar múltiplas vias de sinalização 

intracelular. No presente trabalho, procuramos estudar algumas destas vias de 

sinalização, associando-as com a indução de morte por ATP extracelular (ATPe) via o 

receptor P2X7. Nós estabelecemos um protocolo de indução de morte, dividindo-o em 

duas fases: uma fase indutora com tratamento com ATPe por 20 minutos; seguido de 

uma fase efetora, com  6 horas de incubação e ausência do ATPe. Observamos que a 

morte celular por ATPe/P2X7 foi independente do íon Ca+2 durante a fase indutora, 

mas possivelmente envolve fenômenos dependentes de Ca+2, como sugere a inibição 

causada por ciclosporina A na fase efetora. Identificamos a participação de uma 

fosfolipase A2 independente de Ca2+ (iPLA2) no processo de morte celular por 

ATPe/P2X7, pela utilização de dois inibidores específicos, PACOCF3 e BEL, que 

promoveram a diminuição da apoptose e o aumento da lise celular. Subsequentemente 

à ação da iPLA2, foram observadas as ativações de três vias distintas. Dados prévios 

mostravam que a morte celular por ATPe/P2X7 é parcialmente dependente da via das 

lipoxigenases. Entretanto, animais deficientes na 5-LOX não sofreram redução nos 

níveis de morte causado por ATPe/P2X7
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ABSTRACT: 
 

The P2X7 is a receptor related with multiple signaling activation pathways. In 

the present work, we had investigated some signaling pathways, associating the cell 

death induced by extracellular ATP (ATPe) with P2X7 receptor. We had established a 

protocol that divides the cell death analysis in two steps: the induction phase, with 20 

min treatment of ATPe; followed by the effector phase, with 6 h of chase in the 

absence of ATPe. We observed that cell death by ATPe/P2X7 presents two distinct 

moments, a earlier Ca2+ independent phase, followed by a delayed phase with a Ca2+ 

dependent phenomena, as suggested by the inhibition with cyclosporine A. We have 

identified an involvement of an iPLA2 in the process of cell death by ATPe/P2X7, 

using two specific inhibitors, PACOCF3 and BEL, where both provoke a reduction of 

apoptosis and enhance of necrosis. Subsequently to iPLA2 action, we detected the 

activation of three distinct signaling pathways. Previous data had demonstrated that 

cell death by ATP/P2X7 is partially dependent of LOX pathway. However, knock-out 

mice for 5-LOX had not suffered reduction in cell death levels caused by ATPe/P2X7, 

suggesting the participation of another signaling pathway. This pathway might 

correspond to the CYP450, as an inhibitor of EET synthesis, MS-PPOH, was 

responsible by inhibition of both apoptosis and necrosis. The third signaling pathway 

triggered by iPLA2 corresponds to an activation of the specific PKCδ, where the 

inhibition by rottlerin was capable to abolish the apoptosis induced by ATPe/P2X7, 

and its activation was blocked by BEL. Finally, we had observed that the inhibitors 

for PPARα and PPARγ, blocked the apoptosis induced by ATPe/P2X7, but only the 

PPARα was activated in cells treated with ATPe. Our results suggest the involvement 

of the iPLA2, with the activation LOX and CYP450 pathways together with the 

PKCδ, and participation of PPARα and PPARγ in apoptosis induced by ATPe/P2X7.   
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A - INTRODUÇÃO 

“Mas as coisas loucas do mundo, escolheu-as Deus para confundir os sábios; e as 

coisas fracas, escolheu-as Deus para confundir os fortes...” 

1 Coríntios 1:27 

 

Por muitos anos a molécula de adenosina trifosfato (ATP) foi tratada como 

sendo apenas parte integrante das macromoléculas informacionais, ácido 

desoxirribonucléico (DNA) e ácido ribonucléico (RNA), ou então como a fonte de 

energia para a célula. Contudo, avanços em diferentes áreas do conhecimento 

transformaram o que pensávamos do ATP. No meio extracelular ele é uma importante 

molécula sinalizadora, atuando em diferentes células e sistemas. 

No presente trabalho, iremos investigar o papel do ATP extracelular (ATPe) 

na sinalização intracelular, através dos receptores de nucleotídeos P2 e seu 

envolvimento com a morte celular. 

 

A.1 – Adenosina trifosfato 

 Um nucleosídeo consiste de uma base purina (adenina e guanina) ou 

pirimidina (citocina e timidina) (Fig. 1) ligada a uma pentose. Já os nucleotídeos são 

ésteres de fosfato compostos a partir dos nucleosídeos, com a esterificação no carbono 

5 da pentose (Fig. 1). 

 O ATP é um nucleotídeo formado por uma adenina, uma pentose e uma 

unidade trifosfato. A unidade trifosfato possui duas ligações fosfoanidrido, de 

aproximadamente 12 kcal/mol de energia livre, tendo sido Lipmann e Kalckar em 

1941 os primeiros a estabelecer o papel central do ATP nas trocas de energia em 

sistemas biológicos (Apud Stryer, 1988). 
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 Figura 1: Fórmula estrutural da molécula de ATP. Fórmula estrutural da molécula de ATP 

e a sua decomposição até a adenosina, com as ligações fosfoanidrido (em vermelho) e fosfoéster (em 

azul) assinaladas em destaque. 

 

A.1.1 – Exocitose do ATP 

 Se pretendermos estudar os efeitos do ATP em receptores celulares, é 

importante ter em mente como esse ATP ganha o meio extracelular. As primeiras 

propostas de como o ATP poderia ser levado para fora da célula baseavam-se no 

simples fato da lise celular liberar todo o conteúdo das células, inclusive o ATP 

(Ferrari et al,2006). Este conceito simples é correto, mas pode explicar a liberação de 

ATP apenas diante de um quadro de injúria celular.  

 Autores como Burnstock, Di Virgilio e Lazarowski revisaram amplamente 

este tema, demonstrando que vários estímulos diferentes são capazes de acarretar na 

liberação do ATP sem causar a lise da célula (Bodin e Burnstock 2001; Lazarowsk et 

al 2003a; Ferrari et al 2006). Estes mecanismos podem ser divididos em 2 grupos 

distintos: o primeiro através da exocitose de grânulos; e o segundo pela ação 
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envolvendo canais iônicos e transportadores de membrana (Fig. 2) (Bodin e 

Burnstock. 2001; Lazarowski et al 2003a, Ferrair et al 2006). 

 Em neurônios, o ATP é co-estocado com catecolaminas, serotoninas e outras 

moléculas nos grânulos secretórios dos terminais sinápticos. A ativação de proteínas 

secretórias por sinais de Ca+2 promove secreção destes grânulos e liberação do ATP 

(Lazarowski et al 2003a). Fenômeno semelhante ocorre com os mastócitos 

estimulados com IgE, que acarreta na liberação de seus grânulos contendo ATP 

(Schulman et al 1999). 

Já os outros mecanismos de liberação de ATP variam de acordo com o modelo 

estudado. Entre eles podemos destacar os estímulos mecânicos, como a distensão do 

músculo liso e o atrito do sangue nos vasos, que são capazes de levar à liberação de 

ATP pelas células endoteliais (Bodin e Burnstock 2001), a exposição a LPS ou IL-1β 

induz a liberação de ATP por parte do macrófago e microglia (Ferrari et al 2006) ou 

a ligação de agonista de vários receptores, como ADP (difosfato de adenosina) ou 

trombina (Bodin e Burnstock 2001; Di Virgilio et al 2001) que também são capazes 

de liberar ATP em plaquetas, linfócitos e outros tipos celulares. Estes estímulos levam 

à liberação de ATP por canais iônicos ou transportadores do tipo ABC em vários tipos 

celulares ( Bodin e Burnstock 2001; Lazarowski et al 2003a; Ferrari et al 2006). 

A Figura 2 ilustra um modelo de liberação de ATP na ativação da célula T, 

onde uma célula apresentadora de antígeno (APC) libera ATP para o meio 

extracelular por poros de membranas. Este ATP agora agirá sobre receptores para 

mucleotídeos no timócito, auxiliando na sua maturação. O ATP pode ainda ser 

convertido a outros nucleotídeos ou a adenosina e atuar sobre outros receptores 

modulando a resposta da célula T ativada (Sitkovsky 1998) 



 4 

 

  

Figura 2: Modelo da ação do ATP na maturação de linfócitos. No modelo acima se observa 

o ATP ser liberado por células apresentadoras de antígenos (APC), como macrófagos ou células 

dendríticas, por poros ou canais. No meio extracelular o ATP ativa o receptor P2X7 em timócitos 

levando a sua diferenciação para linfócitos T citotóxicos (CTL). O CTL ativado interagirá com a APC 

podendo sofrer influências do próprio ATP ou de seus metabólitos, como a adenosina que pode agir 

nos receptores A2aR., que entre outras ações é capaz de modular o receptor de célula T (TRC). 

(Sitkovsky 1998) 

 

A.1.2 – Controle do ATP extracelular 

 Estima-se que a concentração de ATP no meio extracelular seja de 1 a 10 µM 

(Adinolfi, E.et al 2005), enquanto que no interior de célula estas concentrações 

poderiam atingir 10 mM no citoplasma e 150 mM em grânulos secretórios 

(Lazarowski, E. R.et al 2003a). Uma vez no meio extracelular, o ATPe pode atuar 

sobre receptores para ele ou ser metabolizado para suas formas di- ou monofosfato, 

ativando diferentes receptores (Fig. 3). 
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 O principal mecanismo responsável por controlar a função do ATPe é a ação 

de um grupo de enzimas associada ao lado extracelular da membrana plasmática, as 

ecto-nucleotidases. Estas enzimas são responsáveis pela clivagem do ATPe em suas 

moléculas relacionadas, pela retirada do fosfato inorgânico até a molécula de 

adenosina (Zimmermann 2000; Zimmermann 2001; Novak 2003). A família da 5’ 

trifosfato difosfohidrolase é a mais bem estudada entre as ecto-nucleotidases, sendo 

proteínas integrais de membranas capazes de hidrolisar trinucleotídeos ou 

dinucleotídeos (Zimmermann 2001). 

 Já a família das ecto-fosfodiesterases/nucleotídeo pirofosfatases é capaz de 

converter os trifosfo-nucleotídeos em monofosfo-nucleotídeos, inclusive nucleotídeos 

conjugados com açúcares, e são proteínas transmembranas semelhantes à família 

descrita acima. Por último, a ecto-5’-nucleotidase e a fosfatase alcalina, ambas 

ancoradas na membrana via glicosil fosfatidilinositol, são as maiores responsáveis 

pela geração de AMP (monofosfato de adenosina) (Zimmermann 2001; Novak 2003). 

 Além das ecto-nucleotidases, existem também outras enzimas que são capazes 

de promover a troca do fosfato inorgânico entre os nucleotídeos, como é o caso do 

nucleosídeo difosfocinase que pode fazer a fosforilação reversa entre UDP (difosfato 

de uracila) ou GDP (difosfato de guanina) com ATP (ATP + UDP ↔ ADP + UTP 

[trifosfato de uracila]) e da adenilil ciclase que a partir de duas moléculas de ADP é 

capaz de gerar uma de ATP e uma de AMPc (monofosfato de adenosina cíclico) 

(Novak. 2003). 
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 Figura 3: Ação das ecto-nucleotidases sobre o ATPe. O esquema ilustra uma situação 

hipotética de liberação de ATP, onde uma vez no meio extracelular este pode atuar em receptores 

próprios, ou ainda ser metabolizado pela ecto-nucleotidase fosfato difosfatase 1 (CD39) e pela 5’-

nucleotidase, gerando AMP e adenosina respectivamente. A adenosina por sua vez é capaz de ativar os 

receptores prórprios. (Di Virgilio et al 2001) 

 

A.2 – Receptores Purinérgicos 

 A classificação dos receptores de nucleotídeos foi proposta originalmente em 

1978 por Burnstock (Apud (Ralevic e Burnstock 1998; Burnstock e Knight 2004)). 

Dividiam-se então os receptores em duas famílias: uma que respondia a adenosina 

classificada como P1 e a outra responsiva a nucleotídeos classificada como P2 

(Communi e Boeynaems 1997; King et al 1998; Ralevic e Burnstock 1998).  

 Hoje, os receptores da família P1 são divididos em A1, A2A, A2B, e A3 de 

acordo com suas características farmacológicas, bioquímicas e estruturais (Ralevic e 

Burnstock 1998). São receptores do tipo associado à proteína heterotrimérica G (PTN 

G), com sete passagens transmembrana, sendo o receptor A2B responsável pela 

ativação da PTN Gs (estimulatória, com aumentos dos níveis de AMPc [monofosfato 

de adenosina cíclico]) e Gq (envolvida na ativação da PLC) (Fredholm et al 2000; 
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Haas e Selbach. 2000; Feoktistov et al 2003; Bucehimer e Linden 2004), A1 e A2A 

ativando a PTN Gi (inibitória, com a diminuição dos níveis de AMPc) (Fredholm et al 

2000; Haas e Selbach 2000; Olah e Caldwell 2003; Bucehimer e Linden 2004), e o A3 

ativando a PTN Gi e Gq (Fredholm et al 2000; Haas e Selbach 2000; Bucehimer e 

Linden 2004). Em geral, são ativados por adenosina e possuem como antagonistas 

alcalóides metilxantinas, como a teofilina (Apasov et al 1995; Ralevic e Burnstock 

1998; Illes et al 2000). 

 Até 1985 os receptores P2 eram subdivididos em P2X e o P2Y (Burnstock e 

Kennedy 1985); sendo a seguir identificados os receptores: P2T de plaquetas, mais 

seletivo para ADP ( Murgo e Sistare 1992; Lazarowski et al 1994 ); P2Z, identificado 

em macrófagos, sendo capaz induzir a formação de um poro (Nuttle et al 1993; Nuttle 

e Dubyak 1994; Coutinho-Silva et al 1996) e P2U, inicialmente relacionado com 

fibrose cística, capaz de ser ativado por UTP (Erb et al 1993; Parr et al 1994). Com 

os avanços de técnicas de clonagem e seqüenciamento, observou-se que alguns dos 

receptores identificados coincidiam entre si, diferindo apenas no modelo no qual 

foram descritos. Em 1994 Abbracchio e Burnstock propuseram uma nova 

classificação baseada em duas grandes subfamílias dentro dos receptores P2: P2X, 

receptores acoplados a canais iônicos e P2Y, acoplados a PTN G ( Burnstock e 

Kennedy 1985; Burnstock e King 1996; Burnstock 2004; Burnstock e Knight 2004). 

 

A.2.1 – Receptores P2Y 

 A subfamília dos receptores P2Y é composta por 8 membros, todos associados 

à PTN G (Fig. 4) (Burnstock 2004; Burnstock e Knight 2004; Inoue 2006). A 

subfamília de receptores P2Y possui sete domínios transmembrana e são compostos 

de 328 a 538 aminoácidos. Seu N-terminal encontra-se no meio extracelular e o C-
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terminal é intracelular. Estes receptores podem ser agrupados em: receptores ligados a 

PTN Gq (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11); receptores que ativam PLCβ; e os ligados 

a PTN Gi (P2Y12, P2Y13, P2Y14), que inibem adenilato ciclase ( Di Virgilio et al 1996; 

Burnstock e Knight 2004; Inoue 2006) e alguns deles podem atuar via PTN Gq e Gi ao 

mesmo tempo.  

 

 Figura 4: Caracterização dos receptores P2Y. Modelo geral dos receptores P2Y com sete 

passagens transmembranares, estando o N-terminal voltado para o meio extracelular e o C-terminal 

para o meio intracelular. Os receptores P2Y estão em associação direta com as subunidades da PTN G 

como na Figura. (Inoue 2006) 

 

A baixa homologia geral entre os membros da subfamília P2Y cria entre eles 

uma farmacologia extremamente diferente e variada. O P2Y1 possui como principal 

agonista o 2-metiltio-ADP, mas também pode ser ativado por ATP, ADP, e ATPγS, 

sendo expresso em músculo liso, endotélio, sistema nervoso e em oócito de Xenopus 

(Burnstock e Knight 2004). 

 O receptor P2Y2, clonado em humanos, ratos e camundongos, possui como 

agonista preferencial os nucleotídeos trifosfato ATP e UTP (von e Wetter 2000) e é 
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um receptor de ampla distribuição no organismo (Burnstock e Knight 2004). O 

receptor P2Y4, semelhante ao P2Y2, também é ativado por ATP e UTP, sendo 

sensível também a derivados da uracila, encontrados na placenta humana e coração de 

rato, estando associados à PTN Gi em estágios de ativação iniciais e Gq em estágios 

tardios (Ralevic e Burnstock 1998; von e Wetter 2000; Burnstock e Knight 2004). 

 O UDP é o principal agonista do P2Y6, diferentemente dos receptores 

anteriormente descritos (Communi et al 1996; von e Wetter 2000; Ralevic e Burnstock 

2003). Este receptor está acoplado à PTN Gq e à ativação de PLC, induzindo a 

formação de inositol-trifosfato (IP3) (Ralevic e Burnstock 2003). É encontrado no 

trato digestivo, timo, placenta, coração, pulmão, cérebro e baço (Burnstock e Knight 

2004). Já o receptor P2Y11 é importante na diferenciação linfocitária (Conigrave et al 

2001) e ativado por ATP e seus análogos ATPγS e o 2-propiltio-β,γ-diclorometileno-

d-ATP. É acoplado a PTN Gq, PLC, proteína cinase C (PKC) e ao aumento da 

concentração intracelular de Ca2+ ( von e Wetter 2000; White et al 2003; Kaufmann et 

al 2005). 

 O receptor P2Y12 é inibido por ATP e ativado por ADP e 2MeADP. Está 

acoplado a PTN Gi e induz o bloqueio da adenilato ciclase, sendo encontrado em 

conjunto com o P2Y1 em plaquetas, eritroblastos e monócitos (Dorsam e Kunapuli 

2004; Jagroop et al 2003). O P2Y13 foi identificado por possuir uma alta homologia 

com o P2Y12 (Zhang et al 2001; Zhang et al 2002), sendo identificado em cérebro, 

estômago, pulmão e coração de camundongos e humanos. Possui como principal 

agonista o 2MeSATP e o agonista fisiológico é o ADP. Está associado com a PTN 

Gα1, inibição da adenilato ciclase (Communi et al 2001; Kaufmann et al 2005) e a 

regulação de canais iônicos (Chhatriwala et al 2004). 
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 Por fim, o receptor P2Y14 é o mais recente receptor da subfamília P2Y, e seu 

mecanismo de ação é pouco conhecido. É único P2Y capaz de ser ativado por um 

nucleotídeo conjugado a um açúcar, o UDP-glicose (Abbracchio et al 2003; 

Lazarowski et al 2003b; Scrivens e Dickenson 2005). A tabela I sintetiza algumas das 

características dos receptores P2Y. 

 

Receptor 

 

Principal 

Agonista 

 

Antagonistas 

 

Sinalização 

 

P2Y1 

 

ADP > ATP 

MRS2179 

PPADS 

Gq/PLC/Ca2+ 

PKC 

 

P2Y2 

 

UTP = ATP 

 

Suramina 

Gq/PLC/Ca2+ 

PKC 

 

P2Y4 

 

UTP > ATP 

 

PPADS 

Gq/Go/PLC/Ca2+  

PKC 

 

P2Y6 

 

UDP >> UTP > 

ATP 

PPADS 

Suramina 

Gq/PLC/Ca2+  

PKC 

 

P2Y11 

 

ATP 

Suramina 

RB-2 

Gq/PLC/Ca2+ 

PKC 

Gi/AC/ cAMP 

 

P2Y12 

 

ADP  

 

Clopidogrel 

Gi/AC/ cAMP  

G12/13/RhoA  

 

P2Y13 

 

ADP 

 

- 

 

Gi/AC/ cAMP 

 

P2Y14 

 

UDP-glucose 

 

- 

PLC, liberação 

de Ca2+ 

 Tabela I – A família dos receptores P2Y. Tabela contendo os principais agonistas e 

antagonistas de cada receptor, bem como suas vias principais de sinalização (Erb et al, 2006). 
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A.2.2 – Receptores P2X 

 A subfamília dos receptores P2X é composta por 7 membros, P2X1 ao P2X7 

(Burnstock e Knight 2004; Burnstock 2004; Stojilkovic et al 2005). São receptores 

acoplados a canais iônicos com grande similaridade estrutural, possuindo dois 

domínios transmembranares, 10 cisteínas formando pontes disulfeto envolvidas na 

formação da estrutura terciária da proteína, e seis sítios de N-glicosilação (Asn-X-

Ser/Thr), com as regiões C-terminal e N-terminal voltadas para o citoplasma. (Fig. 5) 

(Burnstock 2004; Burnstock e Knight 2004; Stojilkovic et al 2005). 

 Os receptores P2X são capazes de formar homotrímeros e heterotrímeros, com 

as exceções do P2X6 , que é capaz apenas de formar heterotrímeros, e do P2X7 que 

forma unicamente homotrímeros (North 2002). Os receptores P2X formam canais 

iônicos, seletivos para os cátions Na+, K+ e Ca2+ (North e Surprenant 2000; North 

2002; Stojilkovic et al 2005) com grande homologia entre si, com abertura em menos 

de 10 milisegundos após o estímulo, podendo levar à despolarização da membrana e 

ao aumento na concentração de Ca2+ livre no meio intracelular (North 2002; Egan et 

al 2004). 

 O ATP é o principal agonista em todos os receptores P2X, sendo sua forma 

preferencial de interação a de ATP4-, principalmente para o P2X4 e P2X7 (Abbracchio 

e Burnstock 1994), ou então associado a cátions de Mg2+ ou hidrogênio para os 

demais P2X (Liming e Wiley 1999). 
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        P2X1-6              P2X7 

 

Figura 5: Esquema ilustrativo da organização dos receptores P2X. Onde na parte superior 

da Figura, com a formação do canal composto por 3 subunidades de um P2X (Inoue, K. 2005). Abaixo 

temos a topologia das subunidades dos receptores P2X1 a 6 e P2X7 na membrana. Os receptores P2X1 a 

6 são formados de duas subunidades transmembrana com C- e N- terminais voltados para o meio 

citoplasmático. O receptor P2X7 diferem do outros membros da família P2X por possuir uma maior 

cadeia C-terminal. (Di Virgilio et al 2001) 

 

 O receptor P2X1, inicialmente clonado de vasos deferentes de rato, é composto 

por 399 aminoácidos. Seus principais agonistas são o 2MeADP, o 2-MeSATP, ATP, 

αβ-metilenoATP e o ADP (Scase et al 1998; Burnstock e Knight 2004). Já o P2X2, 

clonado a partir de células PC12 de rato, possui de 401 a 472 aminoácidos, 
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dependendo do variante, sendo ativado por 2-MeSATP e 5-O-(3-tiotrifosfato) 

tetralítio de adenosina (Burnstock e Knight 2004; Burnstock 2004; Egan et al 2004). 

O receptor P2X3 foi clonado a partir de gânglio dorsal de rato, possui 397 

aminoácidos e tem como principais agonistas 2MeATP, ATP, αβ-MeATP (Burnstock 

e Knight 2004; Burnstock 2004; Egan et al 2004). 

 Identificado em células do sistema nervoso e da ilhota pancreática, o receptor 

P2X4 possui dois “splices” variantes de 388 e 329 aminoácidos e o ATP é seu 

principal agonista (Burnstock e Knight 2004; Burnstock 2004; Egan et al 2004). Os 

receptores P2X5 e P2X6 possuem como agonista principal o 3’-O-(4-benzoil-)5’ATP 

(BzATP), seguido do ATP, 2MeATP e ADP e inibível por suramina e PPADS 

(Burnstock e Knight 2004; Burnstock 2004; Egan et al 2004). E por fim, o receptor 

P2X7, clonado inicialmente de cérebro de rato (Burnstock e Knight 2004; Burnstock 

2004; Egan et al 2004; Adinolfi et al 2005), com 595 aminoácidos, é o maior receptor 

da subfamília P2X, sendo encontrado em macrófagos, linfócitos, mastócitos, 

fibroblastos, astrócitos, músculo e em uma grande variedade celular (Virginio et al 

1999; North e Surprenant 2000; Burnstock 2004; Egan et al 2004; Inoue 2006). Além 

de funcionar como um canal para cátions, o receptor P2X7 apresenta uma capacidade 

de induzir a formação de poro na membrana de até 900 Da, que antigamente eram 

atribuídas ao receptor P2Z. Este poro não é seletivo e possui um tamanho estimado 

entre 3-5nm, sendo permeável a solventes e pequenos solutos de até 900 Da em 

macrófagos ou 600 Da em linfócitos ( Chiozzi et al 1997; Di Virgilio 2000;Burnstock 

e Knight 2004; Zhang et al 2005). Mais detalhes do receptor P2X7 serão discutidos a 

seguir em um tópico isolado. 

 A dessensibilização, que é um fenômeno presente em vários receptores, 

constitui um mecanismo importante de controle da resposta a agonista. Nos receptores 
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da subfamília P2X a deseensibilização pode ser classificada como rápida para os P2X1 

e P2X3, em torno de 100 milisegundos e lenta ou inexistente para os demais P2X, 

como por exemplo, 5 a 10 segundos para o P2X4 (North 2002). 

 A tabela abaixo (tabela II) possui dados referentes à farmacologia conhecida 

dos receptores P2X. 

 

Receptor EC50 ATP 

(µM) 

Antagonistas Dessensibiliazação 

P2X1 1 Suramina  

PPADS 

Rápida 

P2X2 10 PPADS 

Suramina 

Lenta 

P2X3 1 PPADS 

Suramina 

Rápida  

P2X4 7 TNP-ATP Muito Lenta 

P2X5 0,5 PPADS 

Suramina 

Pouca 

P2X6 0,5 PPADS Não se sabe 

P2X7 > 100 KN-62 

BBG 

Inexistente 

Tabela II – A família dos receptores P2X. Tabela contendo os principais  antagonistas de 

cada receptor, a dose de ATP que os ativa e a velocidade de dessensibilização. Rápida = 100 ms. Lenta 

= 5 – 10 s. (Erb et al, 2006). 
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A.2.3 – O receptor P2X7 

 Como os demais receptores da subfamília P2X, o receptor P2X7 é um canal de 

cátions seletivo para Na+, K+ e Ca2+, e parece ser formado apenas pela 

homotrimerização de subunidades do próprio P2X7 (North 2002). Este receptor é 

encontrado em uma grande variedade de células, incluindo células do sistema nervoso 

central, células epiteliais, sistema imune e hematopoiético, além de células 

dendríticas, monócitos, macrófagos, timócitos, linfócito T e B, células “natural killer”, 

neutrófilos e mastócitos (Burnstock e Knight 2004). Possui uma homologia de 40-

45% com os demais P2X, mas apresenta uma cadeia C-terminal mais longa, com 100-

200 aminoácidos a mais que os demais membros da sua família (North 2002; Roberts 

et al 2006). 

 Em 1996, foi identificado que o BzATP era o principal agonista para o 

receptor P2X7, seguido por ATP, 2MeSATP, ATPγS e ADP (Burnstock e Knight 

2004). Por outro lado, este receptor apresenta como antagonistas Zn2+, Cu2+, suramina 

e seu análogo NF279, PPADS, azul brilhante G-250 (BBG – brilhant blue G) 

(Burnstock e Knight 2004). Sendo o ATP oxidado (ATPo) o mais seletivo estudado 

(Michel et al 2000; Fumagalli et al 2003) capaz de inibir por completo fenômenos 

dependentes de P2X7 (Evans et al 1995; Fumagalli et al 2003). No entanto, o 

mecanismo exato de ação do ATPo não é completamente conhecido e, recentemente, 
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receptor P2X7 consiste de 13 exons, sendo que os exons 12 e 13 codificam a porção 

C-terminal (Rassendren et al 1997) 

 A ativação do P2X7 gera um processo de despolarização rápida da membrana 

da célula, acarretando em um influxo de cátions. O canal aberto pelo P2X7 possui uma 

condutância unitária de 5 a 8 ps e o poro de 400 ps (Coutinho-Silva e Persechini 

1997). A ativação do P2X7 por períodos de 1 a 30 segundos leva a um aumento da 

permeabilização celular tanto ao influxo de cátions, quanto ao efluxo de ânions ( 

Ralevic e Burnstock 1998; Wilson et al 2002) característico da abertura do poro 

associado a este receptor. 

 A abertura deste poro consiste em um dos aspectos mais estudados e menos 

compreendidos do receptor P2X7, existindo duas teorias postuladas que procuram 

explicar a ocorrência deste fenômeno (Fig. 6). A primeira delas defende a idéia que o 

P2X7 seria capaz de não apenas formar homotrímeros responsáveis pelo canal, mas 

continuar agregando mais subunidades e assim alargar este canal, transformando-o 

num poro (Fig. 6A) (Di Virgilio et al 2001). Os que defendem esta teoria demonstram 

que células HEK293, que naturalmente não possuem o P2X7, quando transfectadas 

passam a ser permeabilizadas por ATPe (Petrou et al 1997), o mesmo acontecendo 

com oócitos de Xenopus que expressam o P2X7 proveniente de células B 

(Klapperstuck et al 2000). Entretanto, outros trabalhos de transfecção com P2X7 não 

corroboram com esta idéia, inclusive sendo controversa a afirmação de que oócitos 

transfectados são permeabilizaveis, pois Michel e colaboradores não foram capazes de 

reproduzir este evento em seus experimentos (Michel et al 1999). 

 A segunda teoria, defendida por nosso laboratório, acredita-se que o canal do 

P2X7 e o poro formado sejam entidades diferentes, sem excluir a possibilidade da 

molécula P2X7 participar do poro (Fig.6B) (Persechini et al 1998). Coutinho-Silva e 
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Persechini demonstraram por dados eletrofisiológicos, registros da abertura do poro 

do P2X7 em uma região isolada da membrana, quando a célula era estimulada com 

ATP, por intermédio da metodologia de patch-clamp. Esta metodologia na 

configuração denominada cell-attached consistente em uma pipeta inerte de vidro, 

que entra em contato com uma região da membrana, isolando-a do restante do meio 

extracelular, registrando variações elétricas isoladas dentro daquela região. Por essa 

metodologia, a única forma de induzir a abertura do poro é pela ação de um segundo 

mensageiro gerando um sinal que atuaria em outro ponto da membrana abrindo o 

poro. 

Seja qual for o mecanismo regulatório do poro induzido por P2X7, o consenso 

é que seu C-terminal é necessário para a abertura do poro e é capaz de interagir com 

diversas moléculas adaptadoras e sinalizadoras (Kim et al 2001). Em 2001, Kim e 

colaboradores realizaram a imunoprecipitação do receptor P2X7 com possíveis 

proteínas associadas (Kim et al 2001), relatando um complexo protéico constituído 

por matriz extracelular laminina α3; proteínas do citoesqueleto α-actinina 4, β-actina 

e supervilina, uma subunidade de integrina β2; uma proteína de suporte celular 

MAGuK; chaperonas, Hsp90, Hsp70, Hsp71 e proteínas 
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e colaboradores apóiam a idéia da participação das cinases reguladas por sinal 

extracelular (ERK – extracelullar signal-related kinase) e p38 na formação do poro  

(Faria et al 2004). Ao mesmo tempo, tal idéia é refutada por Monteiro-da-Cruz e 

colaboradores, insistindo na não participação das ERK e p38 na abertura do poro ou 

mobilização de Ca2+ por P2X7 (Monteiro-da-Cruz ett al 2006), e indução de morte 

provocada por ATP (Monteiro-da-Cruz, 2003).  
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partir da estimulação do receptor P2X7 por ATPe, cogita-se uma importante participação da 

despolarização da membrana plasmática no processo (Persechini et al 1998). Ly – luficer yellow. EB – 

bormeto de etídeo. 

 

A ativação do receptor P2X7 pode ainda acarretar outros efeitos para os 

diferentes tipos celulares. Em macrófagos, o receptor P2X7 pode levar à maturação e 

secreção de IL-1β via a despolarização da célula, com a saída de K+ e a ativação da 

caspase-1 (Ferrari et al 2006). Em paralelo a IL-1β, outras interleucinas foram 

descritas como tendo seus níveis alterados por ação do P2X7, entre elas temos: TNF, 

IFNα, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-18  Vieira et al 2003; (Le Feuvre et al 

2002; Perregaux et al 2000; Gourine et al 2005; Zhang et al 2005; Caraccio et al 

2005; Denlinger et al 2005; Marty et al 2005). O P2X7 leva também ao aumento nos 

níveis de mRNA da óxido nítrico sintase induzível (Ferrari et al 1994) e ativação do 

fator de transcrição NFκB ( Budagian et al 2003; Korcok et al 2004).  

Outras ações envolvem a indução e formação de macrófagos multinucleados 

(Chiozzi et al 1997); aumento de espécies reativas de oxigênio e morte de macrófagos 

parasitados por Mycobacterium turbeculosis (Kusner e Adams 2000); na ativação da 

fosfolipase D (PLD), culminando na morte apenas da Chlamydia em macrófagos 

parasitados (Coutinho-Silva et al 2003); na resposta imune aplicada à sepsis 

dependente de LPS (Gourine et al 2005); com o seqüestro de proteínas da membrana 

plasmática, como a molécula de MHC1 e integrinas (Elliott e Higgins 2004; Moon et 

al 2005); e indução de morte celular, tanto por necrose, quanto por apoptose (Di 

Virgilio et al 1998; Coutinho-Silva et al 2001; Schrier et al 2002; Franke et al 2004; 

Sugiyama et al 2005). 

 O receptor P2X7 está associado com sinais de perigo (Ferrari et al 2006); a 

ativação de moléculas sinalizadoras como as cinases p56 (Budagian et al 2003); a 
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ativação de AP-1, ERK e cinase do N-terminal de c-Jun (JNK – c-jun N-terminal 

kinase) em linfócitos; JAK2, STAT6 e caspase-3 em mastócito (Humphreys et al 

2000; Budagian et al 2003; Liu et al 2004; Okuno et al 2004; Bulanova et al 2005;  

Auger et al 2005; Erb et al 2006b;); RhoA em células BAC1 murinas e HEK297 

(Verhoef et al 2003a);  

 Contudo, a ativação de múltiplos receptores promovidos pelo ATPe, associada 

com uma fraca farmacologia, muitas vezes torna dificil a interpretação de fenômenos 

associados aos receptores P2. Em parte, muito foi esclarecido com o uso de animais 

deficientes nos receptores P2. Em especial deficiente no receptor P2X7 (P2X7
-/-), 

várias das funções celulares atribuídas a este puderam ser testadas e, em muitos casos, 

a ausência do receptor prejudicava a função estudada, confirmando sua importância. 

Os P2X7
-/- são animais viáveis não apresentando nenhuma desordem grave. O ATPe é 

incapaz de permeabilizar células retiradas desses animais (Solle et al 2001; Ke et al 

2003). Elas apresentam defeitos na maturação e secreção de IL-1β e IL-6 induzida por 

ATP (Solle et al 2001) e não entram em apoptose, nem em necrose (Le Feuvre et al 

2003a; Coutinho-Silva et al 2003). Resultados semelhantes aos dos P2X7
-/- são 

encontrados em células transfectadas com o receptor P2X7 truncado sem o C-terminal 

(P2X7t)  (Wiley et al 2002; Le Stunff et al 2004). A única exceção relatada até o 

momento é a ativação de ERK que parece estar associada ao N-terminal do receptor 

(Amstrup e Novak. 2003)  

 

A.2.4 – Morte celular induzida por P2X7 

 Além de um potente indutor de permeabilização e agente inflamatório, entre 

outras ações, o ATPe, através do receptor P2X7, é capaz também de causar morte 

celular em vários tipos celulares tanto por necrose, quanto por apoptose, dependendo 
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do tempo de incubação, dose e alvo. Silverstein e colaboradores haviam demonstrado 

que a exposição prolongada de macrófagos a altas concentrações de ATP acarretava 

na morte destes (Steinberg et al 1987; Steinberg e Silverstein 1987), porém esta morte 

não era caracterizada como uma lise colóide-osmótica pela abertura do canal ou do 

poro em resposta ao ATP (Steinberg et al 1987; Steinberg e Silverstein 1987), mas 

sim um evento regulado causando a desestruturação celular. Di Virgilio nos anos 90 

foi quem primeiro demonstrou a morte celular induzida por ATP em células P-815 e 

YAC com características apoptóticas, como fragmentação de DNA, e externalização 

de fosfatidilserina (PS) (Zanovello et al 1990) e, subsequentemente, em J774 (Murgia 

et al 1992). 

 Macrófagos J774 apresentaram uma morte celular rápida, com características 

de lise colóide-osmótica, rápido encolhimento celular e liberação do conteúdo 

citoplasmático pela medição da lise por cromo51, uma morte tipicamente necrótica 

(Murgia et al 1992). Por outro lado, as linhagens microgliais N9 e N13, ao serem 

estimuladas com ATP apresentaram a condensação de seus núcleos, com 

fragmentação de DNA e ativação das caspases-3 e 8 e clivagem de PARP e lamina B ( 

Ferrari et al 1997; Ferrari et al 1998). A ativação das caspases-3 e 9 foi demonstrada 

também em células epiteliais cervicais humanas (Adinolfi et al 2005). A indução de 

apoptose também foi relatada em células mensenquimais, inclusive com a ativação da 

proteína supressora de tumor p-53, mediada por ATP (Schulze-Lohoffb et al 1998). 

Desde os primeiros relatos com macrófagos e células P-815, várias outras linhagens 

foram incluídas na longa lista na qual o ATP possui um papel citotóxico. A 

citotoxicidade do ATP está intimamente relacionada com o receptor P2X7, uma vez 

que com o uso de fármacos capazes de atuar sobre o P2X7, como o ATPo ( Nagy et al 

2000; Melo et al 2001) e o BBG (dados de nosso laboratório) inibe a apoptose e os 
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animais P2X7
-/- não entram em processos de morte celular na presença do ATP 

(Coutinho-Silva et al 2003). 

 O receptor P2X7 é capaz de promover a exteriorização da PS (Mackenzie et al 

2005), um fosfolipídeo de membrana encontrado no folheto interno em condições de 

homeostasia. Contudo, a real participação da PS nos processos apoptóticos induzidos 

por P2X7 são questionáveis, pois recentemente estudos têm indicado que o P2X7 é 

capaz de realizar a alteração de posição da PS sem necessariamente comprometer a 

célula com a apoptose (Mackenzie et al 2005; Elliott et al 2005). Fato semelhante 

ocorre com a formação de bolhas na membrana plasmática, um evento associado 

como um dos marcadores iniciais da apoptose, que tem sido relacionado com a 

ativação de ROCK1 por P2X7 (Verhoef et al 2003a; Pfeiffer et al 2004). O ATP leva 

também à ativação da JNK (Humphreys et al 2000), ativada em eventos de estresse 

oxidativo e relacionado a apoptose em diversos tipos celulares. 

 O mecanismo utilizado pelo receptor P2X7 para indução de morte não é claro. 

Caminhos como a formação de bolhas por ROCK1 ou a ativação de JNK não são 

suficientes para explicar todas as profundas alterações que ocorrem na vias 

apoptóticas ou mesmo nas necróticas. Mais estudos se fazem necessários para que um 

quadro mais fiel dos eventos engatilhados pelo P2X7 sejam compreendidos.  

 Embora pareça claro que o ATPe ativa a apoptose e necrose via o receptor 

P2X7, não se sabe como se dá a transdução de sinal, especialmente a conexão entre o 

P2X7 com as vias acima da ativação das caspases e outros marcos da morte celular 

programada. 
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A.3 – Vias de sinalização intracelular mediadas por lipídeos 

 

A.3.1 - Fosfolipase A2 

 Fosfolipases A2 (PLA2) são enzimas capazes de promover a hidrólise de 

fosfolipídeos na posição sn-2, liberando uma molécula de ácido graxo com 

aproximadamente 20 carbonos e um liso-fosfolipídeo (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm. 

2003) (Fig. 7). Até o presente momento existem 13 isoenzimas de PLA2 descritas, 

agrupadas de acordo com características estruturais, requerimento de Ca2+ para sua 

atividade, peso molecular e sítio catalítico (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm 2003). As 

PLA2 podem ser divididas em quatros grandes grupos: as PLA2 secretórias (sPLA2); 

as PLA2 citosólicas dependentes de Ca2+ (cPLA2); as PLA2 citosólicas independentes 

de Ca2+ (iPLA2); e as acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas (PAF [platelet 

activating factor] acetil-hidrolases). 

 As sPLA2 são também divididas em grupos de acordo com homologia 

estrutural entre si, sendo compostas pelos grupos I (IA e IB), II (IIA, IIB, IIC, IID, IIE 

e IIF), III (III humana e III de veneno de abelha), V, X, IX, XI (XIA e XIB) e XII (Six 

e Dennis 2000; Diaz e Arm 2003), de peso molecular entre 15 a 20 kDa, com uma 

única exceção para a grupo III humana com 56 kDa (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm 

2003). As sPLA2 possuem um domínio de interação com a membrana C2, dependente 

de Ca2+, e um sítio catalítico com uma histidina reativa que requer a interação com 

Ca2+ para sua estabilização. Esses dois fatores contribuem para o alto requerimento de 

Ca2+ a níveis mM para seu correto funcionamento (Six e Dennis 2000). Inicialmente 

as sPLA2 foram descritas em venenos de ofídeos (grupos IA, IIA e IIB) e de vespas e 

abelhas (grupo III) (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm 2003). A primeira PLA2 a ser 

identificada em mamíferos do grupo IB, foi identificada e caracterizada de pâncreas 
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bovinos (Six e Dennis 2000). As sPLA2 dos grupos IIA e V estão entre as mais 

estudadas por possuírem efeitos pro-inflamatórios e estarem ligadas a alguns tipos de 

câncer (Diaz e Arm 2003).  

 As cPLA2 ou grupo IV possuem três isoformas (IVA, IVB e IVC), foram 

inicialmente identificadas em neutrófilos humanos e plaquetas (Six e Dennis 2000; 

Diaz e Arm 2003). Possuem uma especificidade por fosfolipídeos que contenham 

ácido araquidônico na posição sn-2. Este grupo de enzimas diferem das sPLA2 por 

terem 85 kDa e uma serina no sitio catalítico (Six e Dennis 2000). Além disso, 

possuem o mesmo domínio C2 das sPLA2, mas seu sitio catalítico não necessita de 

Ca2+, acarretando em um requerimento menor deste íon na faixa de µM (Six e Dennis 

2000). As cPLA2 possuem um papel importante na biossíntese de moléculas das vias 

dos eicosanóides (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm 2003), regulando pressão sangüínea, 

musculatura lisa das vias aéreas, migração celular, secreção e apoptose (Hirabayashi 

et al 2004). 

 As iPLA2 foram isoladas e clonadas de células CHO, P388D e linfomas 

humanos (Six e Dennis 2000). Com aproximadamente 750 aminoácidos e 85 kDa, 

possuem uma serina no sítio catalítico (Six e Dennis 2000) e não apresentam o 

domínio C2. As suas isoformas (VIA-1, VIA-2 e VIB) não necessitam de Ca2+, mas 

possuem um sítio de ação para calmodulina, que é dependente de Ca2+, capaz de 

regular sua atividade (Six e Dennis 2000; Diaz e Arm 2003). Estas enzimas não 

possuem especificidade para nenhum ácido graxo, podendo hidrolisar qualquer 

fosfolipídeo. Este grupo de enzimas tem sido associado com funções de 

remodelamento de membrana (Six e Dennis 2000) e recentemente, foram apontadas 

como sendo reguladas em miocárdio por uma PKC (Meyer et al 2005). O último 

grupo, as acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas, ou grupos VII e VIII, foram 
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clonadas em 1995, tendo um peso molecular em torno de 45 kDa e com o motif de 

lípase contendo o consenso Gly-X-Ser273-X-Gly (Diaz e Arm 2003).  

 

 Figura 7: Esquema representativo da estrutura de um fosfolipídeo e a ação da PLA2. A 

Figura mostra a fórmula estrutural um fosfolipídeo qualquer, onde a seta indica a posição sn-2 de 

clivagem das PLA2.  

 

 Em 1993, Cifone e colaboradores demonstraram que uma PLA2 estava 

envolvida nas funções líticas de células NK purificadas de rato. Eles mostraram que 

ao se inibir a PLA2 com brometo de para-bromofenacila (p-BPB), um inibidor 

inespecífico das sPLA2 (Cifone et al 1993), as células natural killers perdiam a 

capacidade lítica. Mais tarde o mesmo grupo reafirmou estes dados em células 

ativadas por citocinas (LAK – lymphocyte activated killers) demonstrando ainda que 

células efetoras eram protegidas da ação de sPLA2 pela expressão de anexina na 

membrana plasmática, o que impedia de forma competitiva o acesso da sPLA2 ao seu 

substrato (Cifone et al 1996).  

 Outros autores sugerem que através da estimulação por Fas ocorra a ativação 

da iPLA2. Neste sistema, a ativação da caspase 3 aumenta a liberação de ácido 
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araquidônico (AA) em células U-937 por iPLA2 e provoca a inativação da cPLA2, 

levando a célula a morrer (Atsumi et al 2000a). Ao contrário, outros autores 

observaram que TNF-α, por intermédio da caspase 3, pode levar a um aumento da 

atividade da cPLA2 e à morte celular (Cauwels et al 2003).  

A ativação da cPLA2 e subseqüente liberação de AA por estímulo a partir de 

NO é capaz de levar células do músculo liso a entrarem em apoptose de forma 

proporcional à concentração de AA liberado (Pilane e LaBelle 2002). 

 O envolvimento da PLA2 com o receptor P2X7 foi proposto inicialmente a 

partir do relato de que a secreção de calicreína em células da glândula submandibular 

de ratos pode ser induzida por P2X7, sendo regulada por atividade das PLA2 (Alzola 

et al 1998). Neste trabalho, os autores utilizam inibidores tanto das cPLA2, quanto 

das iPLA2, observando a inibição da liberação de ácido araquidônico tritiado. Em 

seguida, Kahlenberg e Dubyak demonstraram que a iPLA2 está envolvida ou é 

requerida para a secreção de IL-1β (Kahlenberg e Dubyak 2004); Ballerini 

demonstrou que quando o P2X7 era estimulado, uma PLA2 era ativada e participante 

na síntese de eicosanóides (Ballerini et al 2005); e Chaib e colaboradores 

demonstraram que o BEL, o principal inibidor para iPLA2, era capaz de aumentar a 

permeabilização em células acinares de glândula submandibular de ratos, quando 

estas eram estimuladas com agonistas de P2X7 (Chaib et al 2000). 

 

A.3.2 – Ciclooxigenases, lipooxigenases, citocromo P450 e o metabolismo de 

ácidos graxos 

 PLA2 são capazes de liberar ácidos graxos da posição sn-2 de qualquer 

fosfolipídeo. Estes ácidos graxos podem ser pricipalmente o AA, ácido linoléico, 

ácido oléico e ácido palmítico (Six e Dennis 2000; Zeldin 2001). Todos esses ácidos 
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graxos podem ainda ser metabolizados por enzimas das vias da lipooxigenase (LOX), 

ciclooxigenase (COX) e do citocromo P450 (CYP450) (Fig. 8). Apenas no caso do 

AA, podem ser gerados em torno de 25 lipídeos bioativos (Gaddi et al 2004), e cada 

um destes possui de 2 a 5 diferentes ações celulares ou extracelulares (Fig. 9). Com a 

finalidade de facilitar a compreensão das vias metabólicas envolvidas com essas 

enzimas, discutiremos o ácido araquidônico como modelo, mas devemos manter em 

mente que os demais ácidos graxos também são metabolizados gerando outros 

compostos ativos. 

 

 Figura 8: Vias abaixo a PLA2. Vias de síntese de derivados do AA por enzimas das vias da 

LOX, COX e CYP450. Com a geração de prostaglandinas, tramboxanos e prostaciclinas por COX; 

leucotrienos, lipoxinas e HETEs por LOX; e EETs, HETEs ω-terminais e cadeias medias de HETEs 

por CYP450 (Zeldin 2001). 

 

 Uma vez liberado, o AA serve como o precursor para uma família de 

compostos denominados eicosanóides, que possuem um grande espectro de ação em 

sistemas biológicos. As COXs são um grupo de enzimas responsáveis pela conversão 

do AA, promovendo sua redução e formação da prostaglandina H2 (PGH2), precursor 

imediato das outras prostaglandinas e dos tromboxanos (Gaddi et al 2004). As COXs 

promovem a formação de um anel na molécula de AA (Gaddi et al 2004), o que faz a 



 28 

síntese de prostaglandinas ser conhecida como cíclica. Basicamente, duas isoformas 

têm sido descritas em diversos tipos celulares: COX-1 expressa constitutivamente e 

COX-2 que é induzida por fatores de crescimento e citocinas (Fleming 2004; Gaddi et 

al 2004). 

As prostaglandinas possuem a capacidade de regular os níveis de AMPc e 

hormônios (Alberts et al., 2002), exercem influência na pressão sangüínea, promovem 

respostas em diversos órgãos e são importantes agentes inflamatórios, causando 

aumento da temperatura corporal por influenciar o hipotálamo, produzindo estados 

febris e podendo causar reações inflamatórias locais (Alberts et al., 2002) (Fig. 9). 

 Já as LOXs são as enzimas responsáveis pela formação de compostos lineares 

a partir do ácido araquidônicos, os leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX) (Peters-Golden 

et al 2005). A via de síntese dos LT se dá pela ação conjunta da 5-LOX com a 

proteína ativadora da 5-LOX (FLAP – five lipooxygenase activated protein) ( Hedi e 

Norbert 2004; Peters-Golden et al 2005). A FLAP é responsável por interagir com o 

ácido araquidônico livre e apresentá-lo para 5-LOX, produzindo assim o 5-

hidroperoxy-6,8,1-eicosatetranóico (conhecido como 5-HPETE), em seguida gerando-

se o leucotrieno A4 (LTA4) ( Hedi e Norbert 2004; Peters-Golden et al 2005). A 

partir do LTA4 e por ações das 12-LOX/15-LOX, podem ser gerados outros cisteil-

LT, os LTC4, LTD4 e LTE4, com importantes funções bronquiodilatadoras ( Hedi e 

Norbert 2004; Peters-Golden et al 2005); ou do leucotrieno LTB4, um importante 

fator quimiotático e pró-inflamatório (Hedi e Norbert 2004). Em paralelo a síntese de 

LT, as 12-LOX e 15-LOX podem ainda metabolizar o ácido araquidônico em LX 

(Jala e Haribabu 2004; Gaddi et al 2004; Zhao e Funk 2004). 
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 Figura 9: Esquema ilustrativo das vias de COX e LOX. Diagrama ilustrativo das vias de 

metabolismo do AA, com metabólitos gerados e principais funções (de forma simplificada) descritas na 

literatura. Na primeira linha da Figura temos as enzimas conversoras do AA, seguindo pelas setas para 

os metabólitos gerados por elas na segunda linha. Terminando com as diferentes ações e efeitos 

exercidos por cada um na terceira linha da Figura (Gaddi et al 2004)) 

 

 Por último, o citocromo P450 tem sido apontado como a terceira via de 

metabolização do AA, convertendo-o em dois principais compostos: os ácidos cis-

epoxieicosatrienóicos (EET), formados principalmente pelas CYP4502C e CYP4502J 

em humanos (Zeldin 2001; Gross et al 2005); e os ácidos hidroxieicosatetraenóicos 

(HETE), pela ação das CYP4504A e CYP4504F em humanos (Zeldin 2001; Gross et 

al 2005). Os HETEs ainda se sub-dividem em derivados de conjugados dienóis 

(conhecidos como produtos análogos de LT), sendo os mais abundantes HETEs 

formados, e os ω-terminal (Fig. 10). 

O efeito dos EETs tem sido relacionado com alterações de potencial elétrico, 

induzindo hiperpolarização e relaxamento em células de músculo liso pela ativação 

dos canais de potássio dependentes de Ca2+ (KCa-canais) (Caro e Cederbaum 2006). 

Os EETs são capazes de ativar tirosinas cinases reguladas por ERK, p38 e inositol-

trifosfato cinase em células epiteliais e endoteliais (Zhao et al 2004; Caro e 

Cederbaum 2006). O efeitos sistêmicos dos EETs incluem ainda secreção de 
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hormônios e indução de citotoxicidade (Caro, A. A. e Cederbaum, A. I. 2006). Já os 

HETEs são capazes de provocar vasoconstricção pela inibição dos KCa-canais e 

despolarização da célula, promove ainda agregação plaquetária (Caro e Cederbaum 

2006) 

 

 

 Figura 10: Metabolização do ácido araquidônico pela via do CYP450. Metabolização do 

AA pelos CYP450 acarretando na formação de EETs, HETEs ou análogos de LT. (Caro, A. A. e 

Cederbaum, A. I. 2006) 

 

 Contudo, é importante lembrar que os eventos metabólicos acima apresentados 

são referentes apenas ao AA. Outro ácido graxo que apresenta grande importância 

biológica junto com seus metabólitos é o ácido linolérico (tabela III). Este composto é 

liberado da posição sn-2 dos fosfolipídeos pela ação preferencial da iPLA2, pode ser 

metabolizado a ácido 9-S ou 13-S-hidroxioctadecadienóico (13-S-HODE) pela 15-

LOX (Shureiqi et al 2003). O 13-S-HODE tem sido relacionado com a apoptose de 

células de câncer gástrico MKN28 humano e cólon colo-320 (Kuniyasu et al 2006). O 

ácido linoléico também pode ser levado a PGEJ2 por ação da COX-2 (Wang et al 

2006; Alba-Loureiro et al 2006), e por ação da isoenzima endotelial CYP4502C9 
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(isoenzima da CYP450), ser transformado em leucotoxina (Draper e Hammock 2000). 

Esta por sua vez é capaz de provocar vasodilatação (Viswanathan et al 2003) e em 

altas concentrações induzir falência de múltiplos órgãos (Draper e Hammock 2000) 

(Moran et al 1997), além de possuir um papel relevante contra infecções. 

 

Ácido graxo comum em 

animais 

Número de Carbonos Número de duplas ligações 

Palmitóico 16 1 

Oléico 18 1 

Linoléico 18 2 

Araquidônico 20 4 

 Tabela III: Tabela dos ácidos graxos mais comuns em animais. Tabela contendo os ácidos 

graxos mais comuns em animais, com o tamanho de suas cadeias de carbonos e número de duplas 

ligações. 

 

 Não existem muitos trabalhos relacionando a LOX e COX com o receptor 

P2X7. Encontramos apenas um trabalho onde Ballerini e colaboradores mostraram que 

o P2X7 era capaz de controlar a liberação de cisteil-LT pela LOX em astrócitos 

(Ballerini et al 2005). Já as COX são apenas relacionadas com os receptores P2Y e a 

produção de PGE2 (Fisher et al 2003). Até o presente momento não foram implicados 

com o P2X7 e CYP450. 

Em recente dissertação de mestrado defendida em nosso laboratório, Mendes, 

com nossa colaboração, estudou a participação das vias de COX e LOX na morte 

celular provocada por ATPe/P2X7, utilizando para tal inibidores farmacológicos para 

enzimas específicas destas vias. Para as vias das COX foram utilizados: o ácido 

acetisalicílico (AAS) para COX-1 e o NS-398 para a COX-2, sendo que ambas não 

apresentaram efeitos sobre a morte celular gerada por ATPe/P2X7 (Mendes 2006). 

Para a via das LOX foram usados o NDGA; um anti-oxidante que atua genericamente 
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nas 5-, 12- e 15-LOX; o zileuton que seqüestra o ferro da 5-LOX, um co-fator 

importante para sua atividade; AA-861, que atua no sítio catalítico da 5-LOX; e o 

MK886 que atua na FLAP, uma proteína importante para o funcionamento da -5LOX. 

A maioria dos fármacos utilizados na via das LOX foram parcialmente efetivos na 

inibição da apoptose evocada por ATPe/P2X7 (Mendes 2006) (tabela IV), com 

exceção do MK886, que foi capaz de inibir em 80% a apoptose (tabela IV) e o NDGA 

que apresentou 80% de inibição em macrófagos aderidos. Levantamos a hipótese que 

a maior potência do MK886 na inibição da apoptose se deva à possibilidade deste 

estar atuando em dois mecanismos distintos, mas que seriam interligados, pois o 

MK886 tem sido descrito também como inibidor de PPAR α. Retornaremos a tratar da 

via dos PPAR mais a frente neste trabalho. 

 A inibição da via da LOX sugere que seus metabólitos possuam um papel na 

apoptose provocada por ATPe/P2X7. Dentre os metabólitos gerados pelas LOX, os 

principais são os LT que podem ainda ser divididos em cis-LT (LTA4, LTC4, LTD4 e 

LTE4) e LTB4. Estes dois produtos da LOX podem ser exocitados e se ligar a 

receptores transmembranares específicos (Alloisio et al 2006), constituindo assim, um 

possível mecanismo de ação na morte observada por ATPe/P2X7. No entanto, quando 

macrófagos aderidos foram tratados com antagonista de receptores para LT ou cis-LT, 

não foi observada inibição da apoptose (tabela IV). Estes dados são consistentes com 

a literatura que mostra que os LT e cis-LT via seus receptores não são citotóxicos a 

macrófagos, induzindo sinais de sobrevivência destas células (Wikstrom et al 2003; 

Zhang et al 2005; Petrin et al 2006).  

 Abaixo se encontra uma tabela IV sumarizando os dados acima citados, e que 

fizeram parte da dissertação de mestrado de Anderson Nogueira Mendes.  



 33 

 

 

FÁRMACO 

% DE INIBIÇÃO DA 

APOPTOSE PROVOCADA 

POR ATPE/P2X7 

 

PROTEÍNA 

ALVO 

AAS S.E. COX-1 

NS-398 S.E. COX-2 

NDGA 80% macrófagos em suspensão 

50% macrófago aderido 

LOX em geral 

Zileuton 45% macrófago aderido 5-LOX 

AA-861 45% macrófago aderido 5-LOX 

MK886 80% macrófago em suspensão 

e aderido 

FLAP 

MK571 S.E. Receptor de cis-LT 

CP S.E. Receptor de LTB4 

 Tabela IV: Ação dos inibidores das vias de COX e LOX na apoptose por ATPe/P2X7. 

Tabela com a os resultados encontrados na dissertação de mestrado de Anderson Nogueira Mendes. 

S.E. = sem efeito (adaptado de Mendes, 2006) 

 

A.4 – Proteínas cinases 

 

A.4.1 – A MAPK p38 

 Entre os anos de 1989 e 1991, surgiu na literatura uma nova família de 

proteínas cinases que, com o passar dos anos, demonstrou-se um importante 

componente em diversas vias de sinalização (Pearson et al 2001). As MAPK são 

reguladas por uma cascata de fosforilação, antecedida por duas outras cinases 

específicas (Fig. 11). Imediatamente acima das MAPK, temos as MAP/ERK cinases 

(MEK ou MKK – MAP kinase kinases) que são antecedidas pelas MAP/ERK cinase-

cinase (MEKK ou MKKK – MAP kinase kinase kinases) (Pearson et al 2001). A 

cascata de ativação começa nas MEKK e é amplificada pelas MEK. 
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Comparativamente as MEK estão presentes em maior quantidade nas células que as 

MEKK (Pearson et al 2001). A existência de processos intermediários de ativação das 

MAPK aparenta estar relacionada aos controles corretos de quais cinases serão 

ativadas no final do processo. 

 

 

 Figura 11: Cascata de ativação das MAPK. Cascata de ativação das MAPK, onde um sinal 

ativa uma MEKK especifica e responsável por ativar uma MEK. Esta por sua vez irá ativar uma MAPK 

final que ativará outras proteínas. (Pearson et al 2001)) 

 

 Uma das enzimas constituintes da super família da MAPK, a p38, é ativada de 

forma dependente das ações das MEK3 e MEK6 (Pearson et al 2001) em respostas a 

agentes como: citocinas, hormônios, choques térmico e osmótico. Esta pode ser alvo 

de “splices” variantes gerando diversas isoenzimas (p38α, p38β, p38γ, e p38δ) 

(Pearson et al 2001), e possui como alvo a JNK (Hsu et al 2001; Okuno et al 2004) e 

PKC δ (Ryer et al 2005). A especificidade da p38 em fosforilar proteínas relacionadas 

com vias de morte celular a torna sempre candidata a participar de processos indutores 

de morte. Assim, a p38 foi associada em conjunto com o P2X7 às seguintes vias: 

formação de bolhas de membranas dependentes de Rho (Pfeiffer et al 2004); ativando 

a transmissão sináptica em fibras CA-3 (Armstrong et al 2002); ativação conjunta 
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com JNK em situação de estresse (Loomis et al 2003); produção e liberação de TNF 

(Suzuki et al 2004); produção de IL-2 com ativação de NFκB (Loomis et al 2003); e 

produção de espécies reativas de oxigênio na microglia de pacientes com Alzheimer 

(Parvathenani et al 2003).  

É importante ressaltar que a p38 encontra-se em uma situação de destaque, 

pois ela é um dos pivôs da discussão do mecanismo de permeabilização dependente 

de P2X7, no qual Faria e colaboradores defendem seu envolvimento (Faria et al 

2004b), com evidências de que sua inibição prejudica a formação do poro por P2X7. 

Em entretanto, Montiero-da-Cruz e colaboradores (Monteiro-da-Cruz et al 2006) não 

inibem a permeabilização em macrófagos primários pela inibição da p38. A 

necessidade da p38 para os processos da abertura do poro por ATPe/P2X7 é ainda 

uma questão em aberto 

 

A.4.2 – Proteína cinase C 

 Em 1977, uma nova proteína cinase ativada por clivagem proteolítica e 

dependente de cálcio (Ca2+) e fosfolipídeos foi descrita em mamíferos e nomeada 

proteína cinase C (PKC) (Apud (Ohno e Nishizuka 2002)). Hoje se sabe que na 

verdade a PKC, que fosforila serina e treonina, é constituída de uma família de pelo 

menos 10 isoenzimas subdivididas em 3 subfamílias (Ohno e Nishizuka 2002) (Fig. 

12). A primeira subfamília denominada PKCs convencionais (cPKC) é composta das 

isoenzimas α, β1, β2 e γ que são dependentes de diacilglicerol (DAG) e Ca2+ para sua 

ativação. A segunda subfamília, conhecida como PKC nova (nPKC), é composta das 

isoformas δ, ε, η e θ. Estas enzimas não apresentam a dependência de Ca2+, porém 

também requerem DAG para a sua ativação. A terceira subfamília, conhecida como a 

família das PKC atípicas (aPKC), é composta pelas isoformas ζ e λ não requer Ca2+ 
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ou DAG para a sua ativação, porém depende de outros lipídeos como ceramida para a 

sua ativação. 

 

Figura 12: Caracterização estrutural e comparativa das subfamílias de PKC. Organização 

estrutural das diferentes PKC com seus quatro domínios conservados (C1 - 4), a região análoga ao 

substrato (PS) e a região variante V3. O domínio C1 corresponde à região de interação com lipídeos, a 

C2 é o domínio dependente de Ca2+ e de interação com a membrana plasmática. No domínio catalítico, 

o C3 é o sitio de ligação do ATP e o C4 o de interação com o substrato. (Gutcher et al 2003). 

 

Um fator importante para a ativação e função das PKCs é a translocação de 

cada isoenzima do citosol para a fração particular da célula aonde ativa atuará 

fosforilando os seus substratos (Shirai e Saito 2002). A dinâmica de movimentação 

das PKCs é isoenzima-específica e pode ser diferente para cada isoenzima 

dependendo do estímulo. Por exemplo: o AA promove a translocação da PKCε para o 

complexo de Golgi, enquanto o mesmo AA induz a translocação da isoenzima ζ para 

o núcleo (Shirai e Saito 2002); Diferentes estímulos podem promover a translocação 

de uma mesma isoenzima para localizações subcelulares específicas ativando cascatas 

de sinalização específicas. Por exemplo: o TNF-α induz a translocação da PKCδ para 

o complexo de Golgi ativando a cascata de apoptose, enquanto o éster de forbol induz 

a translocação da PKCδ para membrana plasmática promovendo um arrasto da célula 
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nas fases G2/M do ciclo celular. Outro fator essencial para compreendermos a 

modulação da translocação e ativação das PKC são as interações proteína-proteína e 

PKC-substrato. Muitas destas interações protéicas ainda são desconhecidas. Porém, 

Mochly-Rosen e colaboradores identificaram e caracterizaram “receptores de proteína 

cinase C ativada” (RACK – receptors for activated C-kinases) que se ligam 

especificamente às PKC ativadas ancorando as mesmas à fração particular da célula e 

facilitando sua interação com os seus respectivos substratos. Cada isoenzima da PKC 

possui uma RACK específica (Schechtman e Mochly-Rosen 2001).  

Até recentemente não era possível determinarmos o papel específico das 

diferentes isoenzimas das PKC, pois, devido à natureza altamente conservada das 

PKC, principalmente no seu domínio catalítico, não havia inibidores seletivos para 

cada PKC. Baseando-se na interação das PKC com as suas RACK, Schetchtman e 

colaboradores desenvolveram moduladores da interação das diferentes isoenzimas das 

PKC com as suas RACK específicas (Schechtman e Mochly-Rosen 2001). Estes 

moduladores são peptídeos sintéticos de 6 a 10 aminoácidos que induzem ou inibem a 

interação de uma isoenzima específica da PKC com a sua RACK específica, de forma 

a ativar ou inibir a translocação e consequentemente a atividade das mesmas.  

 Vários trabalhos vêm demonstrando a interação entre o receptor P2X7 e 

algumas isoenzimas da PKC. Tanto o BzATP quanto o próprio ATP são capazes de 

ativar uma PKC, que leva ao aumento do mRNA para TGF-β1 (Wang et al 2003). 

Este aumento mostrou-se sensível às ações do ATPo e de inibidores genéricos de PKC 

(Gö6976 e GF109203x). PKC ativadas via P2X7 por BZATP, ATP ou ATPγS 

parecem ser capazes de ativar uma PLD em células da glândula submandibular de 

ratos (Pochet et al 2003a), promover a ativação de ERKs em células acinares de ratos 

(Bradford e Soltoff 2002) e aumentar os níveis de IL-6 em células MG-5 microgliais, 
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em um processo aparentemente dependente cPKC (Shigemoto-Mogami et al 2001). 

Além disso, em recente trabalho Hung e colaboradores demonstraram que o P2X7 é 

capaz de ser co-imonuprecipitado junto com a PKCγ em astrócitos RBA-2  (Hung et 

al 2005). 

 Em geral, a literatura aponta as isoenzimas de PKCα e PKCs β1 e β2 como 

possuindo efeitos anti-apoptóticos (Gutcher et al 2003) e as isoenzimas PKCδ, PKCθ 

e, em alguns casos, a PKCγ como sendo responsáveis por efeitos pró-apoptóticos 

(Gutcher et al 2003). A PKCδ, como membro das nPKC, possui um domínio 

regulatório, onde se localiza a região C1 de interação com lipídeos, uma região 

homóloga aos substratos; e um domínio catalítico, onde se localiza o sitio de 

fosforilação e de interação com ATP  (Fig. 13). A PKCδ, por ser ativada pela via de 

fosforilação da treonina 505 no seu sitio regulatório, gera a auto-fosforilação de outros 

resíduos e sua ativação; podendo ainda ser ativada por clivagem proteolítica da 

caspase-3 na região variável entre os dois domínios, gerando um fragmento 

regulatório e outro enzimaticamente ativo (Shirai e Saito 2002). Uma vez ativa, a 

PKCδ é capaz de fosforilar os seguintes alvos: a própria caspase-3, a proteína cinase 

do DNA (DNA-PK), sendo capaz de gerar a fragmentação de DNA; o gene supressor 

de tumor p-73 e lamina B no núcleo, promovendo a desorganização da lâmina nuclear 

(Basu 2003). 
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 Figura 13: Modelo da estrutura da PKCδ. Esquema ilustrativo dos domínios da PKCδ. A 

Figura mostra os domínios regulatório, com a região de interação com lipídeos, o pseudo-substrato e a 

pseudo-região de interção com Ca2+, catalítico com a região catalítica e o sítio de fosforilação com as 

treoninas reguladoras. (Kikkawa et al 2002).  

 

A.5 – Receptores de ativação de proliferação peroxisomais 

 Os receptores de ativação de proliferação peroxisomais (PPAR - Peroxisome 

proliferation-activated receptor) são proteínas pertecentes à grande gama de 

receptores nucleares que modulam da transcrição de genes regulatórios dos 

metabolismos lipídicos e do metabolismo de glicose ( Clark 2002; Gelman et al 2005; 

Li e Palinski 2006). A família dos PPAR é composta por três membros com diferentes 

ativadores endógenos entre si (tabela V), estão localizados no citosol da célula e são 

translocados para o núcleo após ativação. O PPARα, identificado em 1990 (Fonteh et 

al 2001; Gelman et al 2005; Li e Palinski 2006), possui como ligantes naturais ácidos 

graxos de longas cadeias de carbonos poli-insaturados (20:5n-3 e 22:6n-3 – tabela III) 

e seus derivados lipídicos (Gelman et al 2005; Kota et al 2005). O PPARδ, expresso 

preferencialmente em musculatura esquelética ( Fonteh et al 2001; ; Kota et al 2005; 

Gelman et al 2005; Li e Palinski 2006) tem como ligante endógeno ácidos graxos e 
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prostaciclinas (Gelman et al 2005
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Gelman et al 2005) (Fig. 14), responsivos a PKCs e MAPKs  (Fonteh et al 2001; 

Gelman et al 2005). 

 Recentemente os PPARs têm sido relacionados com diversos eventos 

celulares. O PPARα apresenta importante papel no sistema cardiovascular, induzindo 

apoptose em células da musculatura lisa (Schiffrin 2005) e possui efeitos anti-

inflamatórios, através da produção de IL-6 e PG (Chinetti et al 2000; Li e Palinski 

2006) atuando antagonicamente a angiotensina 2 (Schiffrin 2005), podendo regular 

negativamente os genes de algumas citocinas e de moléculas de adesão (Li e Palinski 

2006) e ativando de NFκB (Chinetti et al 2000). O PPARγ por sua vez tem sido 

observado em células endoteliais, musculares lisas, monócitos e macrófagos (Chinetti 

et al 2000). Esta molécula é capaz de induzir a ativação e proliferação em células 

musculares lisas (Wang et al 2004) e supressão da expressão da óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), metaloproteinases de matriz e receptores scavengers em 

macrófagos e monócitos (Chinetti et al 2000); e apoptose em alguns tipos celulares ( 

Clark 2002; Boitier et al 2003). Já o PPARδ encontra-se envolvido na patologia da 

diabete do tipo 2 (Kota et al 2005) e doenças cardiovasculares (Kota et al 2005; 

Schiffrin 2005). 
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 Figura 14: Esquema ilustrativo do PPAR com o mecanismo de ativação, regulação e sítios 

de fosforilação. A Figura mostra os quatro domínios na molécula de PPAR, o A/B de interação com o 

AF1, o C com a região de interação com o DNA, o domínio regulatório D e o domínio E/F de interação 

com moléculas coativadoras e coinibitórias; além dos sítios de fosforilação para PKA, PKC e MAPKs. 

(Gelman et al 2005) 
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B – Objetivos 

“Embora isso tudo seja loucura, ainda há lógica nela.” 

William Shakespeare - Hamlet 

 

Tendo em vista que a sinalização intracelular mediada por ATPe ativa 

múltiplos receptores, entre eles o receptor P2X7, nosso presente objetivo é realizar 

varredura de algumas das vias de sinalização e associá-las à ativação do receptor 

P2X7, utilizando como ferramental de análise a apoptose e necrose induzidas por 

ATPe via P2X7 em macrófagos murinos. 

 

B.1 – Objetivo geral 

 Estudar a sinalização intracelular mediada por ATPe via P2X7 na morte celular 

de macrófagos intraperitoneais murinos. 

 

B.2 – Objetivos específicos 

 Como objetivos específicos deste trabalho temos: 

1 – Estudar a dependência do receptor P2X7 na morte por ATPe; 

2 – Avaliar a dependência de Ca2+ nas diferentes etapas de nosso protocolo indutor de 

morte celular; 

3 - Estudar o envolvimento das PLA2 na sinalização de morte celular induzida por 

ATPe/P2X7; 

4 – Estudar a participação das vias metabólicas abaixo das PLA2 na morte celular por 

ATPe/P2X7; 

5 – Estudar a participação de cinases nos processos de morte por ATPe/P2X7, 

principalmente as PKC; 
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6 – Estabelecer a possível relação entre as PLA2 e as PKC na sinalização induzida por 

ATP;  

7 – Avaliar o envolvimento dos receptores nucleares PPAR no morte promovida por 

ATPe/P2X7. 
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C. MATERIAIS & MÉTODOS 

Ferve, Ferve, esforço e problema. 

Caldeirão que borbulha e o fogo que queima! 

William Shakespeare – Macbeth 

 

 C.1 – Obtenção de macrófagos intraperitoneais murinos  

Camundongos Swiss webster, AJ129 selvagem, AJ129 5-lipooxigenase-/-, 

C57/BL6 selvagem e C57/BL6-P2X7
-/- pesando entre 20 e 30g e com idade entre 8 e 

12 semanas foram elicitados com injeção intraperitoneal de 1mL meio de tioglicolato, 

com o intuito de provocar uma reação inflamatória e assim recrutar macrófagos para 

esta região. Após 4 dias, período correspondente ao pico de macrófagos na região 

inflamada, estes animais foram sacrificados por asfixia em uma câmara de CO2 e 

fixados em uma placa de cortiça para auxiliar na lavagem de suas cavidades 

peritoniais com 10mL de RPMI 1640 ou DMEN sem soro, massageando-se 

suavemente a cavidade peritoneal para a obtenção do maior número de células 

possível. Este método garante que a grande maioria das células obtidas sejam 

macrófagos. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com RPMI 1640 ou 

DMEN sem soro e o número total de células contado com o auxilio de uma câmara de 
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C.2 – Cultura de macrófagos intraperitoneais murinos 

As células obtidas, como descrito acima, foram plaqueadas com meio 

incompleto em placas de 96 poços a uma densidade de 2x105 células por poço por 40 

minutos em estufa umedecida contendo 5% de CO2. Após esse período, os poços eram 

lavados com meio incompleto e as células que não aderissem à placa eram 

descartadas. Em seguida, na presença de meio completo (RPMI 1640 ou DMEN 

suplementado com 10% soro fetal bovino, 2 g/L bicarbonato de sódio, 0.3 mg/L L-

glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 µg/mL estreptomicina) as células eram 

mantidas por 4 dias em cultura, em uma estufa umedecida contendo 5% de CO2. Este 

processo constitui um protocolo seguro para a utilização apenas de macrófagos 

oriundos do peritônio, evitando a possível contaminação com outras células recrutadas 

pelo tioglicolato, como por exemplo, os linfócitos.   

 

C.3 – Protocolo experimental de indução de morte celular 

 Células em suspensão ou células aderidas foram utilizadas na proporção de 

2x105 células por eppendorf ou poços. Em todos os experimentos as células eram 

aclimatizadas em meio de cultura incompleto por 15 minutos e em seguida eram 

adicionados inibidores de certas vias de sinalização ou o veículo destes por 20 

minutos. Ao término deste período, adicionava-se ATP em concentrações variáveis e 

incubava-se por mais 20 minutos, constituindo assim a primeira fase do protocolo, a 

fase de indução. Em todos os passos aqui descritos as células eram mantidas em estufa 

umidificada a 37oC e 5% de CO2. 

 Para a segunda fase do protocolo, a fase efetora, as células eram lavadas uma 

vez e o sobrenadante era substituído por meio de cultura completo, re-adicionando os 

inibidores utilizados por 6 horas em estufa umidificada a 37oC e 5% de CO2. A menos 
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que indicado nas legendas, todos os inibidores permaneceram presentes com as 

células durante todo o experimento. 

 Ao término da fase efetora, as células eram centrifugadas a 11000 rpm por 45 

segundos (centrífuga Costar Mini Centrifuge), o sobrenadante recolhido para ensaios 

de liberação de LDH e o precipitado era tratado para análise do percentual de núcleos 

hipo-diplóides por citometria de fluxo.  

 

C.4 - Detecção de morte celular por citometria de fluxo  

 Ao término da fase efetora, o precipitado obtido da centrifugado a 11000rpm 

por 45 segundos era tratado com 250 µL tampão de lise com concentração saturante 

de brometo de etídeo (0.01g de citrato de sódio, 0.1% de Triton-X 100, 50µg/mL de 

brometo de etídeo, volume final de 10mL de água destilada) por 15 a 30 minutos.  

A contagem dos núcleos foi realizada utilizando-se o citômetro de fluxo BD 

FACScalibur, equipado com um laser de argônio (excitação a 488nm) e ajustado para 

coletar 5000 eventos. Os parâmetros avaliados foram a amplitude do espalhamento de 

luz frontal (foward scatter, FSH), a amplitude do espalhamento de luz a 900 (side 

scatter, SSH), a emissão de fluorescência a 633 nm na escala linear, a emissão de 

fluorescência a 575 nm na escala logarítmica (FL3 e FL2 respectivamente) e a área 

sob a curva de fluorescência a 633nm (FL3 area).  

Avaliando a relação entre FL3, na abscissa, e FL3 área, na ordenada, fomos 

capazes de excluir os eventos que não se encontravam dentro da diagonal, que 

representa a relação direta entre a quantidade de luz detectada pelo fotodetector FL3 e 

o "tamanho" do evento avaliado (FL3 área). O evento dentro deste espalhamento 

obedece a uma relação direta entre tamanho e quantidade de material genético, onde 

traçávamos uma região para análise. Assim, se qualquer evento fora desta região (R1 
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na Figura 15) não era analisado, podendo corresponder a núcleos grumados, tamanho 

pequeno e muito material genético, representando falsos resultados que poderiam 

comprometer a qualidade da análise (Fig. 15). 

Os resultados foram todos analisados com o auxílio do programa WinMDI 

(Multiple Document Interface Flow Cytometry Application, versão 2.8), desenvolvido 

por Joseph Trotter, The Scripps Research Institute (La Jolla, E.U.A.).  

 

Figura 15: Gráficos ilustrativos do método de análise da fragmentação do DNA de 

macrófagos. A região R1 representa uma relação direta entre intensidade de brilho do DNA ligado ao 

BE, avaliada pelo fotodetector FL3 e a quantidade de material genético avaliada pela área de FL3. Os 

dados dentro deste grupo foram reavaliados quanto ao de fragmentação através da intensidade de brilho 

na escala logarítmica, onde determinamos o valor de 103 como o ponto de nossos núcleos 2n íntegros, 

os valores abaixo até 3x10 foram considerados núcleos hipo-diplóides, estando dentro da região M1. 

Em A temos as células alvo controle, em B as células alvo expostas a 5mM de ATP extracelular.  

A 

B
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C.5 - Ensaio da liberação de LDH 

Com a perda da integridade da membrana citoplasmática que ocorre na morte 

celular, diversas moléculas encontradas somente no interior da célula passam a ser 

observadas no meio extracelular. Assim sendo, pode-se utilizar a detecção destas 

moléculas no meio extracelular como parâmetro para determinar o grau de morte 

celular. A enzima lactato dehidrogenase (LDH), constitutivamente expressa em altas 

concentrações em todas as células estudadas é altamente estável e muito utilizada 

como marcador de lise celular pelo compromentimento da membrana plasmática, 

caracterizado como morte por necrose. 

A avaliação do LDH liberado durante a indução de morte por ATPe foi 

realizada com o auxílio de kit comercial (Doles Reagentes, Goiás, Brasil) e medido 

em leitor de microplacas. A densidade óptica (D.O.) a 490 nm era determinada e o 

percentual de citotoxicidade calculado segundo a fórmula: 

 

 

 

Onde, DOexp= densidade óptica correspondente à quantidade de LDH liberado das 

células alvos durante o experimento; DO0 = quantidade de LDH liberado 

espontaneamente que corresponde ao controle zero; DO100 = total de LDH liberado 

quando todas as células são rompidas com triton X-100 0.1%. 

 

C.6 - Dosagem de proteína 

A determinação da quantidade de proteína contida nas diferentes formas de 

preparação utilizadas para procedimentos de géis SDS-PAGE e western blotting foi 

realizada pelo método descrito por Bradford em 1976 (Bradford, M. M. 1976). 

DOexp  – DO0 

DO100 – DO0 
X 100 



 50 

 

C.7 – Fracionamento e translocação 

 Procurou-se avaliar a translocação das PKCs βII e δ e dos PPARs α e γ quanto 

à possibilidade de serem ativados pelo ATP extracelular. O protocolo consistia em 

aderir 6x106 a 107 células por poço em placa de 6 poços, protocolo muito semelhante 

ao descrito anteriormente para os ensaios de morte celular. Após os 4 dias de cultura 

as células eram estabilizadas por 15 minutos em meio incompleto, em seguida 

adicionada inibidores de vias de sinalização, quando necessário, por 20 minutos e por 

fim o ATP nos tempos de 2, 10 e 20 minutos. Ao término das incubações com ATP, 

as células eram transferidas para o gelo e com o auxílio de um rodo de cultura eram 

homogeneizadas em tampão contendo: 20mM Tris-HCl, pH 7,5, 2mM EDTA, 10mM 

EGTA, 0,25M sucrose, leupeptina (25 mg/mL), aprotinina (25 mg/mL) e PMSF (17 

mg/mL). As células homogeneizadas eram então submetidas de 25 a 30 passagens 

pela agulha de seringa de insulina. Este procedimento cria as condições de pressão 

necessárias para causar o rompimento da membrana plasmática. Uma vez lisadas, 

estas células eram centrifugadas a 1000 x g para a sedimentação dos núcleos e o 

sobrenadante era então ultra centrifugado a 100.000 x g por 40 minutos em ultra-

centrifuga HITACHI. O novo sobrenadante era coletado e armazenado e o precipitado 

re-solubilizado no mesmo tampão descrito acima. Ambas as amostras eram 

submetidas à dosagem protéica pelo método de Bradford, seguido por adição de 

tampão de amostra cinco vezes concentrado (60 mM Tris-HCl, 25% glicerol, 2% 

SDS, 14,4 mM 2-mercaptoetanol, 0,1% azul de bromofenol pH 6,8) e aquecidas por 5 

minutos a 98oC para subseqüente separação por eletroforese SDS-PAGE. 
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C.8 – Eletroforese SDS-PAGE e western blotting 

Macrófagos foram cultivados e submetidos ou não aos protocolos de 

fracionamento como descrito acima. Entre 20 – 40 µg de proteína total das amostras 

foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE de 10% de acrilamida conforme descrito 

em (Monteiro-da-Cruz et al 2006). As proteínas do gel foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose com o auxílio de um aparato de transferência (Bio Rad) a 

90mA por 75 minutos. A membrana contendo as proteínas foi tratada com tampão de 

bloqueio (5% de leite em pó desnatado em solução de Tris-HCl 20 mM, Tween20 

0,05%, pH7,4 [TBS-T]) por 2 horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4oC. 

Foram utilizados anticorpos contra as diversas isoenzimas da PKC (Santa Cruz 

Biotechnology, CA-USA), P2X7 (Alomone, Jerusalém-Israel), PPARα (Cayman, MI-

USA) e PPARγ (Santa Cruz, CA-USA) nas diluições recomendadas pelos fabricantes. 

Ao término desta incubação a membrana foi lavada por 3 vezes com TBS-T de 10 a 

30 minutos a temperatura ambiente e incubada por 2 horas com anticorpo secundário  

específico conjugados à peroxidase diluído 1:2000 em TBS-T (Amersham 

Biosciences, São Paulo, Brasil) seguindo as recomendações do fabricante. Por fim, a 

membrana foi lavada conforme descrito acima sem o leite e tratada para revelação por 

quimioluminecência com o kit ECL Plus (Amersham Biosciences, São Paulo, Brasil) 

de acordo com instruções do fabricante. A aquisição da imagem final da revelação foi 

feita pela utilização do scanner para luminescência de géis STORM860 e o software 

ImageQuant versão 5.2 (Molecular Dynamics). 
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C.9 – Ensaio de Tunnel 

 Macrófagos de camundongos Swiss-Webster foram plaqueados em lamínulas 

de 13 mm na concentração de 106 células por lamínula, mantidos em cultura com 

meio RPMI 1640 completo, conforme descrito acima por 96 horas a 37oC e 5% de 

CO2. Após o período de cultura, as células foram pré-tratadas com 1 ou 10 µM de 

cloreto de queleritrina (Quel) por 20 minutos, lavadas e expostas a 5 mM de ATP por 

20 minutos. Ao término da fase de indução de morte, o meio das lamínulas foi 

substituído por meio completo sem ATP ou Quel e incubadas por 6 horas em estufa 

umidecida a 37oC e 5% de CO2. Ao final do experimento as lamínulas foram lavadas 

e tratadas com o kit de tunnel FragEL da Oncogene/Merk (Darmstadt, Alemanha) 

para a detecção de células apoptóticas. Foram contados um total de 200 células 

positivas para a marcação com dihidrocloreto de 4’,6’-diamidino-2-fenilindole 

(DAPI), dentro de 3 a 5 campos. O percentual de células positivas para o tunnel foi 

determinado contando-se as células marcadas dentro dos campos acima determinados.  

 

C.10 – Normalizações e Teste estatístico 

 Os gráficos consistem da representação das médias dos experimentos em 

triplicata com o erro padrão. As normalizações foram realizadas com a subtração das 

médias dos controles experimentais de cada condição experimental, os valores 

adotados como 100% foram os obtidos com o 5 mM de ATP e os demais foram 

calculados percentualmente em cima do 100%. 

 As diferenças estatísticas entre os grupos foram avaliadas por teste Student’t 

não pareado, onde * p< 0.05, ** p< 0.01 e *** p< 0.001 foram considerados 

estatisticamente diferentes, utilizando-se o software Prism versão 4. 
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C.12 – Reagentes 

RPMI 1640, soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina foram obtidos com 

Gibco/BRL (São Paulo, RJ, Brasil); 1-acyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate (LPA) 

foi obtido com Avanti (Alabaster, AL, USA); 3-[1-(para-Chlorobenzyl)-5-(isopropyl)-

3-t-butylthioindol-2-yl]-2,2-dimethylpropanoic acid (MK-886), nordihydroguaiaretic 

Acid (NDGA), arachidonyltrifluoromethyl ketone (AACOCF3), palmitoyl 

trifluoromethyl ketone (PACOCF3), U-73122, Rotlerina (rot), Cloreto de queleritrina, 

SB202190 e SB203580 foram obtidos com Calbiochem (San Diego, CA, USA); 

Thioglycollate medium obtido com Difco (Detroit, MI, USA). NaCl, MgCl2, CaCl2, 

KCl e Butanol-1 foram obtidos com Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brazil); Cyclosporin 

A e antiIgG de coelho conjugada com peroxidase obtido da Amersham Pharmacia 

Biotech (São Paulo, SP, Brasil); 4-bromophenyl bromide (pBPB) , Mepacrina, 

Adenosine-5-Triphosphate (ATP), Acetyl salicylic Acid (AAS) Triton-X 100, 

Arachidonic Acid , Lyso-phosphatydilcholine (LPC) 2-bromo-enol-lactone (BEL), 

EGTA, ATP, ADP, UTP, 2'-3'-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP), periodate-

oxidized ATP (oATP), ethidium bromide, HEPES, Brilhant Blue G (BBG), dimethyl 

sulfoxide (DMSO) e phosphate buffered saline (PBS) comprados junto com Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA); BAPTA obtido com Molecular Probes (Eugene, OR, 

USA); leite em pó sem gordura foi obtido com Molico (Rio de Janeiro, Brasil); 

Dantrolene Sódico doado por Prof. Roberto Takashi Sudo (UFRJ, Brasil);anticorpos 

anti-PPARγ e os anti-PKCs foram obtidos com Santa Cruz(Califórnia, USA); 

anticorpo anti-PPARα obtido com Cayman (Michigam, USA). 
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D. RESULTADOS 

“A verdadeira ciência descobre Deus à espera atrás de cada porta.” 

Papa Pio XII 

 

 Neste trabalho procuramos investigar os mecanismos pelos quais o ATPe 

transduz sinais que estejam relacionados com a ativação do programa de morte 

celular. A dependência do receptor P2X7 na morte celular provocada pelo ATPe, 

principalmente em macrófagos, só foi comprovada definitivamente com a utilização 

de animais P2X7
-/- (Le Feuvre et al 2003; Coutinho-Silva et al 2003). Contudo, os 

mecanismos de sinalização envolvidos na indução de morte celular são poucos 

conhecidos.  

 A maioria dos trabalhos que estudam a morte celular induzida por ATPe/P2X7, 

utilizam um protocolo de adição de ATPe em culturas de células, no qual este é 

mantido até o final do tempo de incubação, quando então, a morte é avaliada. Este 

protocolo é eficiente na indução de morte, mas a presença do ATPe por longos 

períodos em cultura além de acarretar na metabolização do mesmo por ecto-

nucleotidases e na ativação de outros receptores P2 e P1, mantem o receptor P2X7 

ativado por tempo indeterminado, dificultando uma análise precisa dos mecanismos 

de indução de morte celular. 

 Para melhor estudar as vias de transdução de sinal ativadas por ATPe no 

processo de indução de morte celular, nosso protocolo possui uma fase inicial de 

indução de 20 minuto na presença de ATP. Seguido de uma fase efetora de 6 horas na 

sua ausência (Bisaggio 2001). Após lavagem os poros associados ao P2X7 se fecham 

(Bisaggio 2001), permitindo o re-equilíbrio do meio interno da célula. 
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Assim, observamos na presente tese que o ATPe é capaz de induzir morte 

celular por lise e apoptose, que esta morte é dependente de P2X7 e que este receptor 

junto com o ATPe induzem a morte celular de forma dependente de iPLA2 e PKCδ. 

Nesta tese mostramos ainda os primeiros indícios do envolvimento dos receptores P2 

com os receptores nucleares PPAR.  

 

D.1 – ATPe Induz Apoptose e Liberação de LDH de Forma Dependente de P2X7 

 Ao longo da tese utilizaremos dois tipos de macrófagos intraperitoneais 

murinos; o primeiro são células em suspensão, pois se tratam dos macrófagos recém 

tirados da lavagem peritoneal, sendo utilizados logo após de sua obtenção. O segundo 

tipo de macrófago utilizado será chamado de células aderidas, pois estas células foram 

mantidas por 96 horas em cultura sob condições assépticas. O primeiro passo em 

nosso trabalho foi determinar se ambas as células respondiam da mesma maneira ao 
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em macrófagos, e não os demais nucleotídeos e nucleosídeos. Esta afirmação não 

descarta a possibilidade destes participarem na modulação da morte celular por 

ATPe/P2X7, fato já demonstrado por Bisaggio em seu trabalho de 2001, onde o autor 

demonstrou que o UTPe era capaz de reduzir as doses efetivas de ATPe para indução 

de apoptose e lise celular (Bisaggio 2001). 
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Figura 16: Indução de morte por nucleotídeo extracelular. Macrófagos em suspensão ou 

aderidos tratados com 5 mM de ATPe por 20 minutos, em seguida lavados e incubados por 6 horas na 

ausência de ATPe. O eixo y representa o percentual de células mortas segundo a análise indicada na 

legenda ao lado (barras pretas: apoptose; barras cinzas: liberação de LDH),com o referido tratamento 

no eixo x. O gráfico representa a média de 3 experimentos em triplicata isolados. A apoptose foi 

avaliada pela quantificação dos núcleos hipodiplóides por citometria de fluxo e a necrose por método 

colorimétrico da liberação de LDH. * p < 0,05, ** p < 0,01 comparados com seus controles e *** p < 

0,001. 
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Na Figura 17 estudamos alguns mecanismos já descritos capazes de inibir as 

ações do ATPe, nesta figura mostramos que 1 mM  de Mg2+ inibe a apoptose em 

aproximadamente 25%, enquanto que 10 mM foi capaz de inibir 80% da apoptose 

causada por ATPe, sem o Mg2+ apresentar qualquer efeito citotóxico aos macrófagos 

(Fig. 17A). Na Figura 17B, o BBG a partir da concentração de 10 µM inibiu a 

apoptose induzida por ATPe nestas condições em 60% do controle com ATPe, 

quando as células eram pré-tratadas com a dose de 50 µM essa inibição chegou a 

75%, e semelhante ao Mg2+, o BBG não foi citotóxico aos macrófagos (Fig. 17B). O 

BBG e o Mg2+ são capazes de inibir tanto o fenômeno de permeabilização quanto as 

correntes de influxo de Ca2+ associadas com o P2X7 (dados do laboratório) ( Bisaggio 

2001; Monteiro-da-Cruz et al 2006; Gomes 2006), indicando que sua ação anti-

apoptótica seja pela inibição deste receptor. 

 No entanto, tem sido relatado que a inibição por BBG nas concentrações 

utilizadas nesta tese seria capaz de inibir também o receptor P2X4 (Sugiyama et al 

2005), e que o Mg2+pode atuar em outros receptores P2 ( Virginio et al 1997; Coddou 

et al 2002). Desta forma, os efeitos observados aqui poderiam refletir não só a 

inibição do próprio P2X7, mas também um efeito conjunto da inibição de dois ou mais 

receptores, principalmente o receptor P2X4, cuja presença já foi descrita em 

macrófagos (Coutinho-Silva et al 2005).  

Independente da existência de co-receptores que poderiam agir conjuntamente 

com P2X7, este receptor parecer ser o principal membro da família dos P2 envolvido 

na indução de morte por ATPe. Uma vez que em macrófagos de animais P2X7
-/- o 

ATPe e o BzATP não são capazes de induzir apoptose (Le Feuvre et al 2003; 

Coutinho-Silva et al 2003). Na Figura 18 confirmamos estes dados utilizando 

macrófagos em suspensão obtidos de animais P2X7
-/- e de animais C57/Bl6 selvagens. 
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Como podemos observar, em valores absolutos, que apenas os animais selvagens 

(barras cinzas) entram em apoptose com 5 mM de ATPe, enquanto os animais P2X7
-/- 

(barras pretas) não mostraram-se sensíveis a indução de morte por ATPe.  

Os dados até o momento apresentados corroboraram os existentes na literatura,  

apresentando-nos à conclusão de que o receptor P2X7 é o principal responsável por 

ativar a morte celular por ATPe, não descartando a participação de co-receptores neste 

processo.  
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 Figura 17: Ação do Mg2+ e do BBG na apoptose induzida por P2X7. Macrófagos em 

suspensão pré-tratados com diferentes concentrações de Mg2+ (A) ou BBG (B) por 20 minutos, seguido 

de 5 mM de ATPe por 20 minutos, e lavados e incubados por 6 horas na ausência de ATPe e presença 

dos inibidores. O eixo y representa o percentual de apoptose avaliado por fragmentação de DNA em 

citometria de fluxo, com o referido tratamento no eixo x. O gráfico representa a média de 3 

experimentos em triplicata isolados. ** p < 0,01, *** p < 0,001 comparados com os respectivos 

controles de 5 mM de ATPe. 
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 Figura 18: Dependência do receptor P2X7 na apoptose induzida por ATPe. Macrófagos em 

suspensão de animais selvagens (barra cinza) e P2X7
-/- (barra preta) tratados com doses crescentes de 

ATPe por 20 minutos. No eixo x está representado cada célula com a correspondente dose de ATPe, 
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D.2 – Independência de Ca2+ na Fase de Indução 

 A ativação dos receptores P2X por ATPe acarreta a abertura de canais e 

influxo de Ca2+, e a ativação do P2X7  leva também à abertura do poro de 

permeabilidade, aumentando ainda mais o influxo de Ca2+. Esse influxo tem sido 

apontado como um dos possíveis mecanismos de sinalização para apoptose, 

possivelmente através da mitocôndria, levando à perda do potencial mitocondrial, à 

abertura do poro de permeabilidade transiente (PTP – permeability transition pore) e 

à liberação de citocromo C, seguida da ativação da caspase 9 (Orrenius et al 2003). 

Além da mitocôndria, o Ca2+ poderia levar ao aumento de espécies reativas de 

oxigênio e ao estresse do retículo endoplasmático (RE) (Orrenius et al 2003). O RE 

por sua vez pode induzir a liberação do citocromo C e ativação de caspase 9 ou ainda 

ativar a caspase 12 em células de roedores acarretando na apoptose da célula (Walter 

e Hajnóczky 2005). 

 Para verificarmos se esse mecanismo poderia atuar na indução de morte 

celular via ATPe/P2X7, pré-incubamos macrófagos em suspensão com doses 

crescentes de BAPTA-AM na presença de 1 mM de EGTA por 20 minutos. Testamos 

apenas a dependência de Ca2+ na fase indutora de nosso protocolo, uma vez que a 

ausência total de Ca2+ durante a fase efetora do protocolo de indução de morte 

acarreta em uma apoptose espontânea muito alta, inviabilizando o experimento. Como 

podemos observar na Figura 19, a ausência de Ca2+ tanto no meio intracelular quanto 

no meio extracelular, durante os primeiros 20 minutos não levou a uma inibição da 

apoptose induzida pelo ATPe, a efetividade do tratamento com EGTA e BAPTA-AM 

no controle da concentração de Ca2+ foi confirmada por fluorescência em microscópio 

sensível a variação de Ca2+ na célula (Monteiro-da-Cruz et al 2006).  
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Este resultado nos leva à possibilidade, até então não percebida de que, em 

uma fase inical, o P2X7 inicia uma sinalização que acarretará na morte do macrófago 

de forma independente de Ca2+. Contudo, este resultado não exclui a participação 

deste íon no processo, pois durante as 6 horas da f
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 Figura 19: BAPTA-AM não é capaz de inibir a apoptose gerada pelo ATPe. Macrófagos 

em suspensão foram tratados com 0,5 µg/mL ou 1 µg/mL de BAPTA-AM na presença ou ausência de 1 

mM de EGTA por 20 minutos, seguido da incubação com 5 mM de ATPe por 20 minutos. As células 

foram lavadas e incubadas 6 horas na ausência do ATPe, EGTA e BAPTA-AM. No eixo x temos a 

representação de cada um dos tratamentos dados as células em conjuto com o eixo y que representa os 

valores percentuais da apoptose por avaliação da fragmentação de DNA por citometria de fluxo. Os 

gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. ** p<0,01 comparado com 

controle sem 5 mM de ATP. 
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D.3 – Ciclosporina A Inibe a Apoptose Induzida por ATPe: 

 Como diversos mecanismos de indução de apoptose são sensíveis a 

ciclosporina A (CSA), decidimos verificar seu efeito na morte celular induzida por 

ATPe em macrófagos. Classicamente descrita como atuante no nível do poro de 

permeabilidade transiente mitocondrial, por inibir um dos componentes formadores 

deste (Smaili, S. S.et al 2003; Boyce, M. e Yuan, J. 2006), atualmente esta ação tem 

sido questionada por trabalhos que não mostram a atividade acima referida (Forte, M. 

e Bernardi, P. 2005a). Por outro lado, a CSA tem sido associada com outras vias de 

ação, como a inibição da calmodulina, uma cinase Ca2+ dependente, acarretando na 

inibição da calcineurina e inibição da ativação do fator nuclear de ativação de células 

T (NFAT) (Macian, F. 2005). 

 Na Figura 20 mostramos que 1 µM de CSA bloqueia em aproximadamente 

50% e 10 µM bloqueia aproximadamente 80% da apoptose induzida por ATPe, sem 

apresentar efeitos citotóxicos. Contudo, 10 µM de CSA não inibiu a liberação de LDH 

(Fig. 20).  

 A não inibição da liberação de LDH causou surpresa, uma vez que a ação da 

CSA via mitocôndria tem sido relatada como capaz de inibir tanto a apoptose quanto a 

necrose, por atuar em etapas iniciais destas vias de morte (Kim et al 2003). Este 

resultado nos encaminha a uma linha de raciocínio onde a CSA talvez não esteja 

atuando sobre o PTP mitocondrial, mas acreditamos que demonstre a participação de 

fenômenos dependentes de Ca2+ em etapas mais tardias da morte celular provocada 

por ATPe/P2X7.  
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 Figura 20: Ciclosporina A inibe a apoptose, mas não a liberção de LDH por ATPe/P2X7. 

Macrófagos aderidos de cultura de 96 horas foram pré-incubados com concentrações de 1 ou 10 µM de 

CSA 20 minutos, em seguida foram incubados com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavados, 

permanescendo em cultura por 6 horas na ausência de ATPe e na presença de CSA. As barras pretas 

representam os valores percentuais normalizados da apoptose, as barras cinzas os valores percentuais 

normalizados da liberação de LDH, ambos no eixo y. No eixo x temos a representação de cada 

tratamento dado às células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. 

** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparado com os respectivos de 5 mM de ATPe. 
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D.4 – Apoptose Induzida por ATPe é Dependente de iPLA2 

 Os dados até aqui apresentados nos permitem afirmar que o ATPe via receptor 

P2X7 é capaz de gerar apoptose e lise celular tanto em macrófagos em suspensão, 

quanto em macrófagos aderidos em cultura de 96 horas. Essa apoptose possui um 

componente Ca2+ independente nos primeiros 20 minutos e é sensível à CSA. Com 

isso, voltamos nossos esforços à procura de mecanismos Ca2+-independentes. 

Em paralelo a esta tese, nos encontrávamos envolvidos com outra pesquisa 

que envolvia os mecanismos de citotoxicidade presente em linfócitos T citotóxicos 

(CTL) independentes dos mecanismos clássicos descritos (Costa-Junior et al 2006). 

Neste projeto, observamos a participação de uma sPLA2 produzida por CTLs e por 

células LAK ativadas por citocinas, induzindo apoptose independente de perforina, 

granzimas e receptores associados a indução de morte celular (Costa-Junior et al 

2006).  

Enquanto realizávamos este estudo, tomamos conhecimento de outros 

trabalhos relacionando P2X7 com PLA2. Alzola e colaboradores demonstraram em 

1998 que P2X7 promovia a secreção de calicreína de células da glândula 

submandibular de forma dependente de iPLA2 (Alzola et al 1998), e em 2000, Chaïb 

e colaboradores demonstraram que a iPLA2 regula negativamente a abertura do poro 

promovida pelo P2X7 em células acinares de glândulas submandibulares de ratos 

(Chaib et al 2000).  

 Valendo-nos de nossa prévia experiência e dos dados da literatura, voltamos 

nossa atenção ao possível papel das PLA2, na morte celular induzida por ATPe via 

P2X7. Utilizando inibidores seletivos para 3 das 4 famílias de PLA2, a mepacrina 

(inibidor genérico de PLA2), o brometo de para-bromofenacila (pBPB – inibidor 

seletivo das sPLA2), o AACOOCF3 (inibidor seletivo das cPLA2), e os PACOCF3 e 
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BEL (inibidores seletivos para iPLA2). Sendo o BEL considerado como o mais 

seletivo para a iPLA2 (Six e Dennis 2000; Capper e Marshal 2001).  

A mepacrina (Fig. 21A) na concentração de 10 µM foi capaz de inibir 

aproximadamente 60% da apoptose provocada por ATPe/P2X7, mas aumentando a 

liberação de LDH (Fig. 21B). As células aderidas foram mais sensíveis à ação da 

mepacrina que as células em suspensão, mas as células em suspensão mostraram uma 

maior liberação de LDH. Este dado por si só já constitui um indicador da participação 

das PLA2 na apoptose por P2X7, mas não esclarece qual grupo é participante. Por 

outro lado, Burnstock e colaboradores já haviam descrito que a mepacrina era capaz 

de se ligar ao ATP (Bodin e Burnstock 2001), e desta forma a mepacrina foi utilizada 

como um localizador de grânulos contendo o nucleotídeos em células nervosas. Se a 

mepacrina é capaz de interagir com o ATPe, parte da inibição por ela provocada pode 

ser devido a atuação no próprio ATPe e não nas PLA2. 

Ao contrário da mepacrina, o pBPB e o AACOOCF3 não foram capazes de 

induzir inibição nem da apoptose, nem da liberação de LDH (Figs. 22 e 23, 

respectivamente). Desta forma, podemos assumir que as sPLA2 e cPLA2 não 

participariam da morte celular por P2X7. Este fato colabora com o resultado da 

independência de Ca2+
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à mepacrina, o PACOCF3 também promoveu uma tendência ao aumento na liberação 

de LDH na concentração de 10 µM (Fig. 24B). Já o BEL, foi capaz de inibir 80% da 

apoptose com 10 µM em ambos os macrófagos (Fig. 25A). O BEL também provocou 

um aumento na liberação de LDH observado na Figura 25B. 

Ao mesmo tempo que constatamos que os inibidores da iPLA2 bloqueavam a 

apoptose, observamos que os mesmos promoviam um aumento na liberação de LDH 

(Figs. 21B, 24B e 25B). Este resultado em conjunto ao resultado da independência de 

Ca2+ nos passos iniciais da apoptose, indicam que uma iPLA2 é grande candidata a 

participar dos processos que levam à apoptose da célula estimulada com ATPe, mas 

que sua inibição não acarreta na inibição das vias que levam à necrose, ou outras vias 

associadas à apoptose e que, permanecendo ativas levam ao rompimento final da 

membrana sem que haja fragmentação nuclear.  

No resultado obtido com o BEL, observamos que não há diferença no efeito 

inibitório da apoptose entre as células em suspensão e as células aderidas, diferente do 

que observamos com a mepacrina, onde as células aderidas foram mais sensíveis a sua 

inibição. Pelo fato do BEL ser um inibidor mais confiável e específico, acreditamos 

que a diferença observada na Figura 21 com a mepacrina seja resultado de sua atuação 

em outros fatores, não representando uma diferença entre as células utilizadas. 
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 Figura 21: Inibição da apoptose e potencialização da liberação de LDH por mepacrina. 

Macrófagos aderidos de cultura de 96 horas (barras cinzas) ou em suspensão (barras pretas) foram pré-

incubados com concentrações de 10 ou 100 µM de mepacrina por 20 minutos, seguido de 5 mM de 

ATPe por 20 minutos, e lavados e incubados por 6 horas na ausência de ATPe e presença de 

mepacrina. O eixo x representa o percentual normalizado de apoptose (A) e liberação de LDH (B). O 

eixo y temos a representação de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 

experimentos em triplicata isolados. * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparados com seus 

respectivos de 5 mM de ATPe. 
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Figura 22: O pBPB não promove efeito na apoptose ou na liberação de LDH. Macrófagos 

em suspensão foram pré-incubados com concentrações de 10 ou 100 µM de pBPB por 20 minutos, 

seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das células por 

6 horas na ausência de ATPe e presença de pBPB. No eixo y temos os valores percentuais 

normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). O eixo x temos a representação de cada 

tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. 
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Figura 23: O AACOCF3 não promove efeito na apoptose ou na liberação de LDH. 

Macrófagos em suspensão foram pré-incubados com concentrações de 10 ou 100 µM de AACOCF3 por 

20 minutos, seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das 

células por 6 horas na ausência de ATPe e presença de AACOCF3. No eixo y temos os valores 

percentuais normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). O eixo x temos a representação 

de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata 

isolados. 
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Figura 24: Inibição da apoptose por PACOCF3. Macrófagos em suspensão foram pré-

incubados com concentrações de 10 ou 100 µM de PACOCF3 por 20 minutos, seguido do tratamento 

com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das células por 6 horas na ausência de 

ATPe e presença de PACOCF3. No eixo y temos os valores percentuais normalizados da apoptose (A) e 

da liberação de LDH (B). O eixo x temos a representação de cada tratamento dado as células. Os 

gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. ** p < 0,01 comparado com o 

controle de 5 mM de ATPe. 
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Figura 25: Inibição da apoptose e potencialização da liberação de LDH por BEL.  Macrófagos 

aderidos de cultura de 96 horas (barras cinzas) ou em suspensão (barras pretas) foram pré-incubados 

com concentrações de 10 ou 100 µM de BEL por 20 minutos, seguido de 5 mM de ATPe por 20 

minutos, e lavados e incubados por 6 horas na ausência de ATPe e presença de BEL. O eixo x 

representa os percentuais normalizados de apoptose (A) e liberação de LDH (B). O eixo y temos a 

representação de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos 

em triplicata isolados. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparados com seus respectivos de 5 mM de 

ATPe. 
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 Dados da literatura indicam que o BEL pode também inibir a fosfatidato-

fosfohidrolase dependente de Mg2+ (MgDPP) (Fuentes et al 2003), outra enzima 

envolvida no metabolismo lipídico. A MgDPP por sua vez é sensível à ação de 

propranolol em concentrações mM. Na Figura 26, mostramos que o propranolol não 

inibe a apoptose induzida porATPe em macrófagos aderidos, sugerindo que a MgDPP 

não está envolvida nos processos e que o BEL deve estar exercendo seu efeito 

inibitório da apoptose via a iPLA2. 

O fato dos inibidores das iPLA2 atuarem diminuindo a apoptose provocada 

por ATPe/P2X7 está de acordo com a independência de Ca2+ anteriormente citada. 



 76 

 

A
T

P
 5

m
M

A
T

P
+

P
ro

p
ra

n
o

lo
l 

5
0

µ
M

A
T

P
+

P
ro

p
ra

n
o

lo
l 

1
0

0
µ

M

A
T

P
+

P
ro

p
ra

n
o

lo
l 

5
0

0
µ

M

P
ro

p
ra

n
o

lo
l 

5
0

0
µ

M

0

20

40

60

80

100

120

140

N
o

rm
a
li

z
a
d

o
 A

p
o

p
to

s
e
 (

%
)

 

Figura 26: Efeito do propranolol na apoptose induzida por ATPe/P2X7. Macrófagos 

aderidos pré-tratados com diferentes concentrações de propranolol por 20 minutos, seguido do  

tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das células por 6 horas na 

ausência de ATPe e presença de propranolol. No eixo x temos a representação de cada um dos 

tratamentos dados as células em conjuto com o eixo y que representa os valores percentuais da 

apoptose avalida. Os gráficos constituem a média de 2 experimentos em triplicata isolados 
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D.5 – Ácido Araquidônico e as Vias Abaixo da iPLA2 

Classicamente as PLA2 são associadas à resposta inflamatória, à geração 

principalmente de AA e ativação das vias de cicloxigenase (COX) e lipoxigenase 

(LOX), principalmente pela ação das cPLA2 e sPLA2, e ao remodelamento de 

membranas celulares pelas iPLA2. A iPLA2 não possui especificidade para um tipo 

de ácido graxo, podendo liberar qualquer um da posição sn-2 do fosfolipídeo. 

Nós indagamos qual o efeito do AA em macrófagos antes de avaliar se essa 

iPLA2 estaria levando à ativação de COX e LOX. Existem vários relatos na literatura 

indicando que o AA é capaz de induzir apoptose em diversos tipos celulares 

(Cummings et al 2000; Capper e Marshall 2001; Taketo e Sonoshita 2002). Köller e 

colaboradores por exemplo, relataram que em concentrações próximas à encontrada 

em sítios inflamatórios (aproximadamente 10 µM) o AA é capaz de induzir apoptose 

em neutrófilos (Koller et al 1997). Tratamos os macrófagos em suspensão com 10 µM 

de AA, ácido-lisofosfatídico (LPA) e liso-fosfocolina (LPC), dois outros possíveis 

metabólitos gerados pelas PLA2 em conjunto com o AA, por 20 minutos seguindo o 

mesmo protocolo usado para a indução de morte com ATPe. Observamos que apenas 

o AA foi capaz de induzir apoptose em nossas células (Fig. 27A), enquanto que o AA 

e LPC foram capazes de induzir liberação de LDH (Fig. 27B).  
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 Figura 27: Indução de morte celular por metabólitos da PLA2. Macrófagos em suspensão 

foram tratados com 10 µM de AA (AA), ácido liso-fosfatídico (LPA) e liso-fosfocolina (LPC) por 6 

horas. Em A, temos o gráfico da apoptose induzida por esses metabólitos com o eixo x representando 

os diferentes tratamentos e o eixo y a apoptose induzida. Em B, semelhante a Figura A, temos o gráfico 

da liberação de LDH. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. Em A, 

** p < 0,01 comparado com o controle. Em B, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparado com controle. 
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 A constatação de que o AA foi capaz de causar apoptose e lise celular em 

nosso sistema não significa que este seria o mecanismo utilizado pelo ATPe/P2X7. 

Pois algumas das enzimas abaixo da via da iPLA2 são capazes não apenas de 

metabolizar o AA, mas também os demais ácidos graxos potencialmente liberados por 

esta. Como apresentaremos depois (Fig. 29), temos razões para crer que a indução de 

apoptose por AA segue uma via diferente da induzida por ATPe, indicando que este 

ácido graxo não é o principal mediador mobilizado pela iPLA2, como esperado pois 

não obtivemos indicação forte da ação da cPLA2, principal gerador de AA em 

macrófagos. 

 Como apresentado na introdução, os inibidores da via da 5-LOX sugerem 

fortemente o envolvimento da 5-LOX na via de sinalização mediada por ATPe/P2X7. 

No entanto, quando utilizamos macrófagos derivados de animais 5-LOX-/-, o ATPe na 

concentração de 5 mM induziu os mesmo níveis de apoptose e de liberação de LDH 

dos macrófagos selvagens (Fig. 28A e 28B, respectivamente). Este dado sugere que, 

na ausência da enzima 5-LOX, exista uma via compensatória na indução de morte 

celular, que poderia inclusive estar atuando paralelamente a via da 5-LOX nos 

animais selvagens, e compensanda no animais 5-LOX-/-. Alternativamente, embora 

pouco provável, os quatro inibidores de 5-LOX utilizados poderiam estar inibindo a 

apoptose atuando em outros alvos. 

 Para elucidar esta questão, testamos o efeito de 100µM de NDGA e 1µM de 

MK886 na apoptose induzida por ATPe/P2X7 nos macrófagos derivados de animais 

selvagens e 5-LOX-/-. Como podemos observar na Figura 29 em macrófagos obtido de 

camundongos 5-LOX-/- nem NDGA, nem o MK886 bloquearam a apoptose induzida 

por ATPe, demonstrando assim que tanto NDGA quanto o MK886, estariam 

realmente agindo na inibição da 5-LOX e não de outros alvos. Quanto ao MK886, 
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mesmo podendo atuar na via dos PPAR, não foi incapaz de inibir a apoptose nos 

macrófagos 5-LOX-/-, sugerindo que este não seja seu mecanismo de ação, ou que em 

animais deficientes na 5-LOX haja outros mecanismos compensatórios. 
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 Figura 28: Efeito do ATPe nos animais 5-LOX-/-. Macrófagos em suspensão de animais 

selvagens (barras pretas) ou 5-LOX-/- (barras cinzas) foram tratados com diferentes concentrações de 

ATPe e a morte celular avaliada. Em A, a apoptose provocada pelas concentrações crescentes de ATPe. 

Em B, a liberação de LDH provocada pelo ATPe. No eixo x temos a representação das diferentes doses 

de ATPe e no eixo y os valores brutos da liberação de LDH. Os gráficos constituem a média de 3 

experimentos em triplicata isolados. p < 0,05 comparado como indicado na figura. 
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 Figura 29: Inibidores da 5-LOX não inibem a apoptose nas células 5-LOX-/-. Macrófagos 

aderidos oriundo de animais selvagens (barra preta) e 5-LOX-/- (barra cinza) foram tratados com 100 

µM de NDGA ou 1 µM de MK886 por 20 minutos, em seguida estimulados com 5 mM de ATPe, 

lavados e incubados na ausência de ATPe e na presença de NDGA e MK886. O eixo y representa os 

diferentes tratamentos dados as células e o eixo x os valores percentuais normalizados da apoptose. Os 

gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. *** p < 0,001 comparado como 

indicado na figura. 

  

0 50 100 150 200

ATP 5mM

ATP 5mM

ATP+NDGA 100µM

ATP+NDGA 100µM

ATP+MK886 1µM

ATP+MK886 1µM

AJ129 selvagem

AJ129 5LOX
-/-

***

***

Normalizado Apoptose (%)



 83 

Uma vez que tenhamos estabelecido o envolvimento de uma iPLA2 na 

apoptose provocada por ATPe/P2X7, com a participação da 5-LOX e não das COX, 

voltamos nossa atenção para a via dos CYP450, uma via também capaz de 

metabolizar ácidos graxos em dois principais produtos, os EETs e os HETEs. Nossos 

dados iniciais com MS-PPOH, um inibidor da via da síntese de EET (Gross et al 

2005), demonstram uma redução de aproximadamente 50% com 0.1 µM e de 60% 

com 100 µM de MS-PPOH nos níveis de apoptose, já a liberação de LDH sofreu uma 

inibição de 65%  com 100 µM de MS-PPOH (Fig. 30A e 30B). O MS-PPOH não 

mostrou-se citotóxicos aos macrófagos.  

Estes dados são um indicativo de que derivados de ácidos graxos pela via do 

CYP450 aparentam ser a via que, em conjunto com a das LOX, induz apoptose via 

ATPe/P2X7 em macrofágos. Contudo, ao contrário do que foi observado com o BEL, 

onde apenas observamos a inibição da apoptose, o MS-PPOH inibiu tanto a apoptose 

quanto a liberação de LDH. Se o MS-PPOH atua em um ponto abaixo da iPLA2, e a 

inibição com agentes específicos para a iPLA2 só inibem a apoptose, temos aqui uma 

dicotomia na via, pois parece que algum dos CYP450 pode estar exercendo uma 

influência na lise celular, talvez de forma independente da ação da iPLA2. Mais 

estudos na compreensão desta via se fazem necessários para o melhor esclarecimento 

da real participação dos CYP450 na morte por ATPe/P2X7. 
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 Figura 30: Efeito da inibição do citocromo P450 na morte celular provocada por 

ATPe/P2X7. Macrófagos aderidos foram pré-incubados com concentrações crescentes de MS-PPOH 

por 20 minutos, seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação 

das células por 6 horas na ausência de ATPe e presença de MS-PPOH. No eixo x temos os valores 

percentuais normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). No eixo y temos a representação 

de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata 

isolados. ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparado com o controle de 5 mM de ATPe. 
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Até o presente momento observamos que ao menos duas vias subseqüentes a 

iPLA2 estão participando da indução de morte por ATPe/P2X7. O fato da iPLA2 não 

possuir especificidade para a geração de AA, podendo gerar outros ácidos graxos 

como ácido linoléico e o oléico que também possuem atividade biológica e podem ser 

metabolizados por LOX e CYP450, cria uma lacuna importante para compreensão da 

via de sinalização aqui estudada. 

Este pensamento nos levou a um questionamento simples, será que o ATPe 

induziria a apoptose com características farmacológicas semelhantes às de apoptose 

induzida por AA? Para elucidar esta questão, realizamos um último experimento 

ainda nesta linha, onde procuramos avaliar comparativamente as mortes induzidas por 

ATPe e AA, utilizando alguns agentes farmacológicos já testados. Os inibidores 

escolhidos foram: a) BEL, que por ser um inibidor da própria iPLA2 não deve atuar 

inibindo a morte do metabólito abaixo de seu ponto de ação, mas inibe a apoptose por 

ATPe; b) CSA, pois dados da literatura descrevem o AA como um agente capaz de 

promover a perda do potencial elétrico da mitocôndria e a abertura do PTP (Forte e 

Bernardi 2005), inibindo a morte causada por este, bem como a causada por 

ATPe/P2X7 mostrada na presente tese; c) NDGA e d) MS-PPOH, ambos deveriam 

inibir a morte por AA pois atuariam prevenindo a conversão deste em outro possível 

metabólito, como sugerem nossos dados até então. 

 Na Figura 31, mostramos que em acordo com nosso dados anteriores, todos os 

inibidores utilizados foram capazes de inibir a apoptose induzida por ATPe/P2X7, mas 

nenhum deles foi capaz de inibir a apoptose induzida por AA (Fig. 31). Este dado é 

um indicativo que a apoptose gerada pelo ATPe/P2X7 difere da gerada pelo AA, não 

sendo um simples aumento nos níveis de AA o efeito promovido pelo P2X7. Em 

adição, corroborando esta conclusão, mostramos recentemente que tanto a 5-LOX 
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quanto a 15-LOX, potencialmente envolvidas na utilização do AA, só são expressas 

no macrófago após a adição de ATPe (Mendes 2006) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Comparação entre as apoptoses induzidas por ATPe e AA. Macrófagos 

aderidos foram estimulados com 5mM de ATPe (barras pretas) ou 20 µM de AA (barras cinzas) na 

presença ou ausência de 10 µM de CSA ou BEL ou MS-PPOH ou 50 µM de NDGA. No eixo y 

representamos os diversos tratamentos efetuados nas células, enquanto no eixo x temos os valores 

percentuais normalizados da apoptose. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata 

isolados. * p < 0,05 **; p < 0,01 e *** p < 0,001 comparados como indicado na figura. 
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D.6 – Participação da p38 na lise celular por ATPe/P2X7 

Os dados anteriores nos levaram a indagar a possibilidade de que outras vias 

também independentes de Ca2+ poderiam ser importantes na apoptose induzida por 

ATPe/P2X7. Hide e colaboradores demonstraram em 2000 que microglia em resposta 

a 1 mM de ATPe liberava TNFα (Hide et al 2000), e este levava à lise celular vista 

em casos de doença neurodegenerativa. Esta liberação de TNFα por sua vez era 

mediada pela ativação da cinase p38 de forma independente do influxo de Ca2+, mas 

envolvido com o receptor P2X7 (Hide et al 2000). Em 2003, Parthavenani e 

colaboradores demonstraram que o BzATP mediava o aumento da produção de 

superóxido em microglia, de forma dependente de p38, acarretando em lesões no 

modelo da doença de Alzheimer’s (Parvathenani et al 2003a). A p38, induzida por 

ATPe, em conjunto com ROCK1 também foi associada à formação de bolhas de 

membranas em macrófagos RAW 264.1 via receptor P2X7 (Pfeiffer et al 2004). 

Em conjunto com estes dados da literatura, nosso laboratório mostrou na 

dissertação de mestrado de Cristiane Monteiro da Cruz (Monteiro-da-Cruz 2003), 

através do uso de inibidores específicos para tirosinas cinases (genisteína e tirfostina) 

e para a própria ERK (PD98059), que estas proteínas cinases não estariam envolvidas 

na apoptose e na liberação de LDH promovidos por ATPe/P2X7 (Monteiro-da-Cruz 

2003). Contudo, a participação da p38 não foi investigada.  

 Aqui, procuramos investigar a participação da p38 na morte celular promovida 

por ATPe/P2X7 pela utilização dos inibidores farmacológicos SB202190 e SB203580. 

Nas Figuras 32A e 32B mostramos que não encontramos efeito do SB202190 nem na 

apoptose, nem na liberação de LDH. Por outro lado embora, o SB203580 também não 

tenha alterado os níveis de indução de apoptose (Fig. 33A), inibiu a liberação de LDH 

em até 50% (Fig. 33B). Este fármaco foi o único de todos os testados, capaz de inibir 
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seletivamente a lise celular, não afetando a apoptose de nossos macrófagos. A 

inibição da necrose pelo SB203580 sugere que a p38 possa ter um papel regulatório 

na lise celular e não na apoptose, dividindo o sinal indutor de morte celular gerado por 

ATPe/P2X7 entre uma iPLA2, indutora de apoptose, e a p38. 
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 Figura 32: SB202190 não afeta a morte celular promovida por ATPe/P2X7. Macrófagos 

aderidos foram pré-incubados com concentrações crescentes de SB202190 por 20 minutos, seguido do 

tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das células por 6 horas na 

ausência de ATPe e presença de SB202190. No eixo y temos os valores percentuais normalizados da 

apoptose (A) e da liberação de LDH (B). No eixo x temos a representação de cada tratamento dado as 

células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. 
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 Figura 33: SB203580 não afeta a apoptose promovida por ATPe/P2X7, mas inibe a 

liberação de LDH. Macrófagos aderidos foram pré-incubados com concentrações crescentes de 

SB203580 por 20 minutos, seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com 

a incubação das células por 6 horas na ausência de ATPe e presença de SB203580. No eixo y temos os 

valores percentuais normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). No eixo x temos a 

representação de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos 

em triplicata isolados.. * p < 0,05 e ** p < 0,01 compardos com o controle de 5 mM de ATPe. 
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D.7 – Morte Celular Induzida por ATPe/P2X7 é Dependente de Proteína Cinase 

Cδ: 

 Conforme demonstrado no tópico acima e na dissertação de mestrado de 

Cristiane Monteiro da Cruz (Monteiro-da-Cruz 2003), as tirosinas cinases, as cinases 

ERK e p38 não participam da apoptose evocada por ATPe/P2X7, mas a p38 está 

envolvida na indução de lise celular. Estes resultados não descartam a possibilidade 

de que outros tipos de cinases estejam envolvidos na via de sinalização iniciada por 

ATPe/P2X7.  

Alguns trabalhos relacionam receptores P2 com cinases do tipo PKC tanto 

dependentes, quantos independentes de Ca2+. Em células RBA-2 o receptor P2X7 é 

capaz de promover a ativação de PKCγ Ca2+-dependente (Hung et al 2005); A PKC é 

capaz de ativar PLD em células RBA-2 e em células da glândula submandibular de 

ratos (Sun et al 1999; Pochet et al 2003b); e promove a liberação de IL-6 em células 

microglias (Shigemoto-Mogami et al 2001). 

Visando investigar o possivel envolvimento de PKC na morte celular induzida 

por ATPe/P2X7 em macrófagos, estudamos inicialmente o efeito do cloreto de 

queleritrina, que possui um espectro amplo de ação, inibindo a maioria das isoenzimas 

de PKC. A avaliação da morte celular foi feita por fragmentação nuclear, tunnel e por 

liberação de LDH. Na Figura 34, observamos que o Quel 10 µM inibiu 

significativamente a apoptose medida pela análise da fragmentação nuclear (Fig. 34A) 

e por tunnel (Fig. 34B). No entanto, na liberação de LDH (Fig. 34C) esta dose de 

Quel induziu sozinha a liberação de LDH, o que compromete a interpretação destes 

resultados, pois inibição da apoptose por Quel poderia refletir simplesmente em uma 

menor oferta de células para a morte por apoptose, uma vez que estas estariam 

sofrendo uma lise celular provocada pelo Quel.  
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 Figura 34: Inibidor genérico para PKCs inibe a apoptose, mas não a liberação de LDH 

provocada por ATPe/P2X7. Macrófagos em suspensão foram pré-incubados com concentrações 

crescentes de cloreto de queleritrina por 20 minutos, seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 

minutos e lavagem com a incubação das células por 6 horas na ausência de ATPe e presença de cloreto 

de queleritrina. No eixo y temos os valores percentuais normalizados da apoptose (A), células tunnel 
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positivas (B) e da liberação de LDH (C). No eixo x temos a representação de cada tratamento dado as 

células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata isolados. ** p < 0,01 

comparado com os controles de 5 mM de ATP. 

  

Na continuação de nossos estudos realizamos uma varredura, em 

camundongos, das isoenzimas de PKC α, β2, γ, δ, ε, ζ, η, θ e λ, existentes nestes. Na 

Figura 35, observamos que macrófagos intraperitoneais murinos elicitados com 

tioglicolato e cultivados por 96 horas, apresentam principalmente as isoenzimas α e 

β2 (cPKC) e δ (nPKC). As PKC α e β2 são membros da família das cPKC 

dependentes de Ca2+. A PKCδ é membro das nPKC independente de Ca2+. Ambas 

podem ser ativadas por lipídeos. A PKCδ, devido a sua independência de Ca2+, foi 

considerado por nós como uma boa candidata a participar da morte induzida por 

ATPe/P2X7. 
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 Figura 35: Expressão das isoenzimas de PKC em macrófagos aderidos. Macrófagos 

provenientes do lavado intraperitoneal de camundongos  Swiss-Webster foram cultivado por 96 horas 

na densidade de 6x106 células por placa de 35 mm de diâmetro, foram lisados e a quantidade de 

proteína avaliada. Sendo aplicados 40 µg em cada poço e realizado eletroforese SDS-PAGE, seguido 

de western blotting para as isoenzimas de PKC η, δ, ε, β2, γ, zeta, α, θ e λ, todas reveladas com 

anticorpo secundário IgG anti-coelho conjugado a peroxidase e kit de revelação ECL-plus em escaner 

de fluorescência. Dado representativo de 3 experimentos independentes.  
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 Sabemos que, quando ativadas as PKC são reconhecida por RACK 

específicas, migrando ou translocando do citosol para as membranas. Valendo-nos 

dessa característica, realizamos os experimentos de fracionamento celular e western 

blotting para as PKC δ e PKC β2, acompanhando a ativação destas. 

 Na Figura 36, observamos que a  PKCβ2 encontra-se inicialmente tanto nas 

frações membranares (pellet) quanto no citosol (sobrenadante). Transferindo-se 

parcialmente para o citosol após 20 minutos de tratamento com ATPe. Por outro lado, 

a PKCδ não se encontra normalmente em membranas (Fig. 37), mas é translocada 

para as frações membranares durante o tratamento com ATPe. O receptor P2X7 foi 

utilizado em ambos os experimentos como controle do fracionamento celular e do 

carregamento dos géis de SDS-PAGE. 
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Figura 36: Translocação da PKC β2 por ATPe. Macrófagos aderidos na concentração de 

6x106 células por placa de 35 mm foram tratados com 5 mM de ATPe por 2, 10 ou 20 minutos, em 

seguida realizado os procedimentos descritos para o fracionamento celular, aplicando 30 µg de proteína 

para separação por eletroforese e subseqüente western blotting para avaliação da translocação da 

PKCβ2 do sobrenadante (citosol) para a pellet (fração membranar). 

 

 

Figura 37: Translocação da PKC δ por ATPe. Macrófagos aderidos na concentração de 

6x106 células por placa de 35 mm foram tratados com 5 mM de ATPe por 2, 10 ou 20 minutos, em 

seguida realizado os procedimentos descritos para o fracionamento celular, aplicando 30 µg de proteína 

para separação por eletroforese e subseqüente western blotting para avaliação da translocação da PKCδ 

do sobrenadante (citosol) para a pellet (fração membranar). 
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O experimento acima nos sugere que a PKC δ participa da sinalização de 

morte por ATPe/P2X7, sendo recrutada pelo tratamento com ATPe. Fortalecendo esta 

possibilidade, observamos que o pré-tratamento de macrófagos com rotlerina (rot), 

um inibidor seletivo para a PKC δ até a concentração de 10 µM. Em nossos 

experimentos utilizamos 1 e 6 µM de rot, onde observamos que a concentração de 1 

µM foi capaz de inibir a apoptose em 35%, já a dose de 6 µM inibiu 60% da apoptose 

provocada por ATPe/P2X7 (Fig. 38A), a presença de rot sozinho não mostrou-se 

citotóxico para os macrófagos. Entretanto, o rot não foi capaz de inibir a liberação de 

LDH (Fig. 38B). Esta confluência de dados torna a PKC δ uma peça importante no 

mecanismo de apoptose promovida pelo receptor P2X7. 
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Figura 38: Inibidor específico para PKC δ bloqueia a apoptose provocada por 

ATPe/P2X7. Macrófagos aderidos foram pré-incubados com concentrações crescentes de rotlerina por 

20 minutos, seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das 

células por 6 horas na ausência de ATPe e presença de rotlerina. No eixo y temos os valores 

percentuais normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). No eixo x temos a representação 

de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata 

isolados.. * p < 0,05 e ** p < 0,01 comparados com o controle de 5 mM de ATPe. 
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Nossos dados até esse ponto indicam a participação de duas enzimas independentes de 

Ca2+ na indução de apoptose por ATPe/P2X7 em macrófagos. Para melhor entender o 

papel destas duas enzimas, decidimos estudar o efeito de seus inibidores, BEL e rot, 

na translocação da PKCδ. Na Figura 39A, mostramos que o rot foi incapaz de 

prevenir a translocação da PKC δ para membrana e na Figura 39B, que o BEL foi 

capaz de inibir a translocação da PKC δ induzida por ATPe. Concluimos então que a 

ativação de iPLA2 por ATPe antecede e é necessária para a translocação/ativação da 

PKCδ, que nesta seqüência de eventos é importante para a indução de apoptose. 
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 Figura 39: Ação dos inibidores da iPLA2 e PKCδ na translocação da PKCδ. Macrófagos 

aderidos na concentração de 6x106 células por placa de 35 mm foram tratados com 6 µM de rotlerina 

(A) ou 10 µM de BEL (B) e subsequentemente com 5 mM de ATPe por 10 minutos, em seguida 

realizados os procedimentos descritos para o fracionamento celular, foram aplicados 30 µg de proteína 

para separação por eletroforese e subseqüente western blotting para avaliação da translocação da PKC δ 

do sobrenadante (citosol) para o pellet (fração membranar). Em A, dado representativo de 3 revelações 

de western blotting independentes da translocação da PKC δ, onde notamos que a presença da rot não 

foi capaz de inibir a translocação da PKC δ por ATPe. Em B, dado representativo de 2 revelações de 

western blotting independentes da translocação da PKC δ, onde notamos que a presença do BEL foi 

capaz de inibir a translocação da PKC δ por ATPe. 



 101 

D.8 – Ativação de PPAR por ATPe/P2X7 

 Além do envolvimento de uma iPLA2 e da PKCδ, nossos resultados apontam 

que a via das LOX e possivelmente dos CYP450 estão envolvidos na morte celular 

por ATPe/P2X7 em macrófagos. Isso quer dizer que o ATPe promove, em 

macrófagos, um aumento do metabolismo lipídico, com a geração e conversão 

metabólica de derivados ainda desconhecidos de ácidos graxos, que poderiam estar 

atuando em diversas vias de sinalização. 

Consideramos então a possibilidade de que os receptores nucleares PPAR 

pudessem também estar envolvidos. Nossa primeira suspeita nesta direção se deve, 

como já mencionado anteriormente, ao fato do MK886 possuir ação inibitória no 

PPARα (Kehrer et al 2001; Li et al 2006). Dos três tipos de PPAR descritos, voltamos 

nossa atenção apenas àqueles que tem sido descritos como indutores de morte celular: 

PPARα e PPARγ (Clark 2002; Diradourian et al 2005). Na Figura 40, analisamos 

comparativamente os efeitos do MK886 e do GW9662 na apoptose e na lise celular 

induzida por ATPe. Ambos os reagentes inibiram a indução de apoptose (Fig. 40A), 

mas apenas o GW9662 foi capaz de inibir a lise celular (Fig. 40B).  

Em seguida, investigamos a possibilidade do ATPe promover a ativação dos 

PPARα e PPARγ, através da translocação destes do citosol da célula para o núcleo, 

fenômeno característico de sua ativação (Kota et al 2005). Na Figura 41, mostramos 

que após 10 minutos de tratamento com ATPe apenas o PPARα (Fig. 41A) apresentou 

indícios de translocação, enquato que o PPARγ não sofreu nenhuma alteração 

detectável (Fig.41B). 
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Figura 40: Possível envolvimento dos PPAR α e γ na apoptose por ATPe. Macrófagos 

aderidos foram tratados com 0,1 ou 1 µM de MK886 (barras pretas) ou GW9662 (barras cinzas), 

seguido do tratamento com 5 mM de ATPe por 20 minutos e lavagem com a incubação das células por 

6 horas na ausência de ATPe e presença de MK886 ou GW9662. No eixo y temos os valores 

percentuais normalizados da apoptose (A) e da liberação de LDH (B). No eixo x temos a representação 

de cada tratamento dado as células. Os gráficos constituem a média de 3 experimentos em triplicata 

isolados.. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p< 0,001 comparados com o controle de 5 mM de ATPe. 
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A                                            B   

 

  

 Figura 41: Indução da translocação nuclear dos PPARα e PPARγ por ATPe. Macrófagos 

aderidos na concentração de 6x106 células por placa de 35 mm de diâmetro foram tratados com 5 mM 

de ATPe por 2 ou 10 minutos, em seguida realizados os procedimentos descritos para o fracionamento 

celular, eletroforese e subseqüente western blotting para avaliação da translocação dos PPARα (A) e 

PPARγ (B). Dado representativo de 3 revelações de western blotting independentes com 30 µg de 

proteína. 
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E – Discussão 

“Se A é o sucesso, então A é igual a X mais Y mais Z.  

O Trabalho é X; Y é o lazer; e Z é manter a boca fechada.” 

Albert Einstein 

 

 O ATPe é capaz de ligar e ativar vários receptores P2 de membrana. Entre 

estes está o receptor P2X7 associado à indução de um poro de permeabilização e à 

morte celular, dentre outros fenômenos. O receptor P2X7 forma um homotrímero da 

proteína P2X7, formando um canal seletivo para cátions em baixas concentrações de 

ATPe e em altas concentrações abre um poro na membrana permeável a moléculas de 

até 900 Da. Recentemente o receptor P2X7 tem sido apontado como um receptor 

capaz de interagir com uma grande gama de proteínas, ativando um grande número de 

vias de sinalização, acarretando várias respostas celulares diferentes. Na presente tese 

investigamos algumas das vias ativadas por P2X7 envolvidas na indução de morte 

celular, principalmente a apoptose por ATPe. Mostramos evidencias de que esta 

apoptose é dependente de uma iPLA2 e de PKCδ e possui um componente 

dependente de PPAR. 

 A apoptose promovida pelo ATPe/P2X7 já foi caracterizada por diversos 

autores ( Di Virgilio et al 1996; Chow et al 1997; Di Virgilio 2000; Adinolfi et al 

2005) e em nosso laboratório onde foi observada a condensação de cromatina por 

microscopia, a fragmentação do DNA tanto por avaliação de núcleos hipodiplóides 

por citometria de fluxo quanto pelo padrão de 200 kb visualizado em gel de agarose, 

alterações morfológicas pela observação em microscopia eletrônica e a externalização 

de PS (Bisaggio 2001; Mendes  2006). Por esse motivo, neste trabalho nos limitamos 

à avaliação da fragmentação de nuclear por citometria de fluxo indicadora de 
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apoptose, em paralelo com a avaliação da liberação de LDH, indicadora da lise celular 

ou necrose.  

 O que seria mais provável em um receptor capaz de induzir a abertura de um 

poro de 900 Da, ao exemplo de outros sistemas formadores de poros celulares como 

C9 do complemento e a perforina em linfócitos citotóxicos, é uma morte por lise 

colóide-osmótica com características necróticas. Entretanto, a abertura do poro do 

P2X7 é um evento reversível nas condições utilizadas nesta tese, uma vez que após 15 

minutos a lavagem do ATPe não se observa a captação de corante (dados de nosso 

laboratório). Se a morte promovida pelo ATPe/P2X7 não é meramente uma lise 

celular, alguma via de sinalização deve ser ativada para dar inicio ao processo de 

morte celular. Quem inicia essa via logo após o engajamento do ATPe com o P2X7, 

constitui um mistério, embora tenha sido muito estudado e, embora se saiba que a 

morte celular requeira a participação do receptor P2X7, não se descarta a possibilidade 

do envolvimento de outro P2 como co-adjuvante no processo. 

O ATPe, por intermédio do receptor P2X7, é capaz de ativar tanto as caspases 

inicializadoras quanto as efetoras, além de ativar também a caspase 1 relacionada com 

a maturação de IL-1β e IL18. Essa ativação tem sido relacionada com a capacidade do 

P2X7 aumentar a concentração de Ca2+ intracelular, levando a dano mitocondrial e a 

conseqüente liberação de citocromo C, formando o apoptossoma e ativando a caspase 

9. Ao mesmo tempo que a caspase 9 ativaria a caspase 3, foi postulado que o próprio 

receptor P2X7 pode possuir um domínio de morte (DD - death domain), semelhante 

ao existente nos receptores de morte, levando a ativação da caspase 8 e à ativação da 

caspase 3 (Erb et al 2006a). A ativação da caspase 3 por ATPe por sua vez acarreta na 

clivagem de PARP e de proteínas estruturais do núcleo. O P2X7 também é capaz de 

promover alterações morfológicas profundas nas células ativadas por ATPe. 
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Conforme demonstrado por microscopia eletrônica de varredura na dissertação de 

mestrado de Anderson Nogueira Mendes (Mendes 2006), células tratadas com 5 mM 

de ATP apresentam a retração de seus pseudópodos, assumindo uma morfologia mais 

arredondada com bolhas na sua superfície. A formação de bolhas está associada a 

ativação de ROCK1 e p38 por ATPe/P2X7 (Verhoef et al 2003b). 

 A contribuição desta tese para o entendimento das ações do ATPe/P2X7 não se 

deve à caracterização da apoptose ou necrose causadas, mas sim pelo estudo e 

identificação das vias de sinalização possivelmente envolvidas no processo. Mesmo 

assim, um dos pontos relevantes em nosso trabalho é a confirmação da associação da 

morte celular com o P2X7, pois o ATPe ativa os receptores P2 indiscriminadamente, 

mas a morte celular requer a presença do P2X7. Para tanto de forma similar a outros 

autores ( Brough et al 2002; Le Feuvre et al 2003b), observamos que em macrófagos 

derivados de animais P2X7
-/- não ocorre apoptose nem a liberação de LDH. 

 Uma das primeiras hipóteses levantadas para o mecanismo de morte celular 

induzida por ATPe/P2X7 foi baseada em uma possível auto-regulação de moléculas 

efetoras de morte, principalmente do TNFα, através de uma ação parácrina ou 

autócrina. O primeiro a estudar a essa questão foi Di Virgilio, que em 1992 descreveu 

que o ATP era capaz de causar morte em células tanto sensíveis, quanto insensíveis a 

ação do TNFα (Pizzo et al 1992). Dados de nosso laboratório estão de acordo com 

estes uma vez que animais deficientes no receptor TNFR1 e a utilização de receptores 

solúveis não bloquearam a morte celular (dados do laboratório, não publicados). 

Seguindo outra linha de raciocínio, é natural pensarmos, que a abertura do 

poro associado por P2X7 induza morte celular dependente do forte influxo de Ca2+ 

observado em nossa condição experimental (Monteiro-da-Cruz et al 2006). De fato, o 

aumento descontrolado das concentrações de Ca2+ tem sido considerado um forte 
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indutor de morte celular em outras células (Orrenius et al 2003a). No entanto, 

nenhum destes estudos foi feito em macrófagos. 

Como ausência total e completa de Ca2+ no meio de cultura por longos 

períodos é capaz de causar a morte celular em macrófagos, como observado por 

outros em nosso laboratório, optamos por um protocolo experimental menos 

agressivo. Nosso protocolo base é dividido em duas fases distintas; uma inicial onde 

tratamos nossas células com o ATP por 20 minutos, sendo esta chamada de fase 

indutora de ação do ATP; seguida de uma fase efetora de até 6 horas onde sem a 

presença do ATPe a célula sofre as conseqüências da exposição anterior a altas 

concentrações deste nucleotídeo. Assim optamos por investigar os efeitos da ausência 

do Ca2+ apenas na fase indutora, o que nos permitiu avaliar a relevância do mesmo 

como segundo mensageiro inicial em um período após a ativação do receptor  

Surpreendentemente, apesar do uso simultâneo de EGTA, no meio 

extracelular, e BAPTA, no meio intracelular, uma condição que elimina qualquer 

variação de Ca2+ ativado por ATPe em macrófagos (Monteiro-da-Cruz et al 2006), 

mostramos que ao menos na fase indutora, este íon não participa da sinalização pró-

apoptótica. Mesmo não havendo a participação do Ca2+ nos momentos iniciais da 

sinalização não podemos descartar a participação de Ca2+ na fase efetora, já que após 

o período de estimulação com ATPe o meio era trocado por um contendo Ca2+. Uma 

evidência disto é o resultado onde mostramos que a CSA foi capaz de inibir a 

apoptose por ATPe, mas não a liberação de LDH. A literatura descreve a CSA como 

sendo responsável por inibir eventos Ca2+-dependentes, sendo a sua ação 

mitocondrial, como a inibição da abertura do PTP, a mais estudada. Em nosso caso, se 

a CSA inibe a apoptose a nível da mitocôndria, por que não inibiu a lise celular 
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também? Uma possibilidade é que, embora inibindo as vias mitocondriais, a CSA não 

inibiria outras vias diretamente ativadas pelo P2X7. 

Sabemos que a CSA possui outros sítios de ação além da mitocôndria, 

podendo inibir a calcineurina (Macian 2005) e que a calcineurina, via RE, é capaz de 

ativar BAD, que promove a liberação do citocromo C da mitocôndria. Com isso, 

poderíamos supor que a CSA em nosso sistema atuaria a nível do RE? No momento 

não temos resposta a essa questão, csendo esta uma questão para estudos futuros. 

No estudo de possíveis vias de sinalização envolvidas na morte celular por 

ATPe/P2X7, passamos a investigar o possível papel das PLA2. Em 1998, Alzola e 

colaboradores descreveram que o P2X7 era capaz de ativar uma iPLA2 e que a 

secreção de calicreína em células da glândula submandibular de ratos dependia desta 

enzima (Alzola et al 1998b). Em seguida, Chaib demonstrou que a inibição da iPLA2 

com BEL aumentava a permeabilização dependente de P2X7 em células acinares de 

glândula submandibular de ratos (Chaib et al 2000). A existência de uma PLA2 Ca2+-

independente modulando ou sendo modulada por P2X7, nos chamou a atenção, uma 

vez que ao mesmo tempo em que trabalhávamos na questão da sinalização do P2X7, 

nos encontrávamos envolvidos o estudo de mecanismos PLA2 dependentes de 

indução de morte por células CD8 citotóxicas murinas focando em um outro grupo de 

PLA2, as sPLA2. Resolvemos então estudar o envolvimento das PLA2 na sinalização 

de morte celular por ATPe/P2X7 em macrófagos. 

A mepacrina, um inibidor genérico das PLA2, que atua no nível do substrato, 

mascarando-o para a enzima (Capper e Marshall 2001) constituiu o primeiro passo 

neste estudo. Ela foi efetiva em inibir a apoptose induzida por ATPe/P2X7 de forma 

significativa, mas não foi capaz de inibir a liberação de LDH. Ao invés disso, 

promoveu um aumento na liberação de LDH, condizente com a possibilidade de 
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inibição em um ponto da cascata de sinalização abaixo do ponto de comprometimento 

com a morte celular. A mepacrina apresenta um problema inerente ao seu uso em 

sistemas que envolvam a sinalização por ATP, pois ela é capaz de interagir com o 

mesmo, tendo sido utilizada como um traçador de grânulos contendo ATP (Bodin e 

Burnstock 2001). Isso permite questionar se a ação da mepacrina foi via inibição de 

PLA2 ou via interação com o ATP, mas como observamos ações distintas na apoptose 

e no LDH, esta ultima possibilidade não parece ser correta. 

Em seguida, testamos um inibidor seletivo para as sPLA2, o pBPB, que age a 

nível de histidina reativas, encontradas apenas neste grupo. O pBPB não apresentou 

efeito algum na morte celular induzida por ATPe/P2X7, descartando as sPLA2 do 

processo. Resultado semelhante foi encontrado com o análogo do ácido araquidônico, 

o AACOOCF3, capaz de inibir as cPLA2.  

Por fim utilizamos dois inibidores diferentes para as iPLA2, sendo o primeiro 

outro análogo do ácido araquidônico, o PACOCF3, seletivo em baixas concentrações 

para a iPLA2, e o BEL atua no sitio catalítico das iPLA2 e não nas demais famílias de 

PLA2. Ambas foram capazes de inibir a apoptose e aumentar a liberação de LDH, 

como ocorrido com a mepacrina. O BEL, de todos os inibidores aqui utilizados, tem 

sido relatado como o mais seguro e específico para as iPLA2, não tendo sido descrita 

reação cruzada com as demais PLA2. O único problema potencial que encontramos na 

literatura foi o relato de que o BEL inibe a MgDDP. No entanto, como a apoptose não 

é sensível a propranolol, que tem sido descrito como um inibidor da MgDDP (Fuentes 

et al 2003), esta possibilidade parece remota. 

Nossos dados são os primeiros a relacionar iPLA2 e morte celular por 

ATPe/P2X7. A participação de iPLA2 em processos apoptóticos já era conhecida 

desde a proposta de Atsumi em 2000, que demonstrou que a caspase 3 a cliva e a 
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ativa, permitindo que ela gere uma desorganização assimétrica da membrana 

plasmática e aumento os níveis de ceramida  (Atsumi et al 2000); ao mesmo tempo 

que também levaria à clivagem da cPLA2, inativando-a. Mais tarde a iPLA2 foi 

associada com o evento de encolhimento nuclear, não necessariamente com a 

condensação da cromatina (Shinzawa e Tsujimoto 2003) e com o metabolismo de 

lipídeos na membrana externa da mitocôndria (Gadd et al 2006). 

Recentemente alguns autores têm discutido como uma iPLA2 poderia ser 

ativada em sistemas celulares. Duas vias principais são apontadas como candidatas: 

uma pela ação de Ca2+/calmodulina e a fosforilação sítio especifica da iPLA2 (Akiba e 

Sato 2004), e a outra por ação de uma nPKC (Akiba e Sato 2004).  

O envolvimento de Ca2+/calmodulina parece controverso se aplicado ao 

modelo apresentado nesta tese, pois como vimos, a ausência de Ca2+ nos momentos 

iniciais da sinalização não afetou a morte celular. Quanto à questão da nPKC ativando 

a iPLA2, o que se supõe é uma participação da PKCε, como descrito em 

cardiomiócitos (Steer et al 2002). Entretanto, não detectamos a PKCε em macrófagos. 

Ao contrário, em nosso sistema observamos que a translocação da PKCδ, uma das 

nPKC, é dependente de iPLA2. Um ponto de dúvida importante em nosso modelo é 

saber como esta iPLA2 é ativada por ATPe. 

Apesar de iPLA2 não possuir especificidade para AA, este ácido graxo foi 

capaz de causar tanto apoptose quanto aumentar a liberação de LDH em macrófagos, 

e que o LPC, um possível metabólito gerado em conjunto com a AA, apenas causou o 

aumento da liberação de LDH. Morte celular causada por AA já havia sido descrita 

por outros autores (Koller et al 1997). A necrose induzida por LPC também não 

constitui um dado inovador (Masamune et al 2001). No entanto, nossos dados 

indicam que a morte celular induzida por AA utiliza vias distintas da induzida por 
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ATPe/P2X7, o que nos leva à possibilidade de que este receptor utilize outros ácidos 

graxos. De fato, a literatura indica que outros ácidos graxos são capazes de induzir 

morte celular em diversos tipos de células, como: conjugados do ácido linoléico que 

aumentam os níveis de BAK em células oncogênicas (
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participação da via das LOX é certa, pois utilizamos quatro inibidores de ações 

distintas; o NDGA, que além da ação anti-oxidante atua na inibição das 5-, 12- e 15-

LOX; o zileuton que atua no seqüestro de Fe, que participa como co-fator da 5-LOX; 

o AA-861, que inibe o sitio catalítico da 5-LOX; e por último o MK-886, que possui 

duas funções distintas bem características, a primeira de inibir a FLAP, que é a 

enzima coadjuvante com a 5-LOX no metabolismo de AA e a segunda a inibição do 

PPARα (esta será abordada mais à frente na discussão). 

No entanto, os experimentos com animais 5-LOX-/- demonstraram que ao 

menos esta enzima não é absoluta, uma vez que morte celular observada nestes 

animais foi semelhante à observada nos selvagens. A ausência da 5-LOX trás à tona a 

possível participação das outras LOX na sinalização, pois é certo que sem ela o AA 

não é metabolizado a LTA4, mas as 12- e 15-LOX continuam ativas e podendo 

metabolizar o próprio AA a lipoxinas ou o ácido linoléico a derivados de HODE 

(Zeldin 2001; Li et al 2004). 

Durante o decorrer de nosso trabalho, imaginamos que o produto gerado pelas 

LOX seria o LT ou os cis-LT. Há relatos na literatura indicando que o P2X7 pode 

ativar a via das LOX levando à síntese dos cis-LT e à resposta para seus receptores 

em quadros inflamatórios, mas não como indutores de morte celular (Capra et al 

2005; Ballerini et al 2005). O papel de indutor de morte em geral sempre foi atribuído 

às prostaglandinas (Kunkel et al 1988; Linnemeyer e Pollack 1993). Nossos resultados 

indicam que o inverso estaria acontecendo para a morte ativada por ATPe/P2X7, 

sendo a LOX e não a COX importante na morte celular. No entanto, o envolvimento 

de LOX independe da participação de receptores para LT. 
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Não podemos precisar a participação das 12- ou 15-LOX na indução de 

apoptose. No entanto, dados de nosso laboratório indicam que o ATPe é capaz de 

induzir a expressão tanto de 5-LOX quanto de 15-LOX (Mendes 2006).  

Existe outra via que utiliza-se de ácido graxos que deve ser considerada além 

da LOX, a via de síntese de EET mediada por CYP450. Nossos dados mostram que 

um inibidor da epoxihidrolase de CYP450 promoveu tanto a inibição da apoptose 

quanto a liberação de LDH. A concomitância destas duas vias torna o processo de 

sinalização por ATPe/P2X7 mais complexo, pois a iPLA2 estaria gerando ácidos 

graxos que seriam metabolizados pelas LOX e pelas CYP450, que ao menos parecem 

estar participando da morte celular com a geração de EET. Esta molécula tem sido 

considerada um importante agente pró-inflamatório e mediador de morte celular em 

cardiomiócitos (Gross et al 2005), bem como importante modulador de iPLA2 e 

PPAR (Martinez e Moreno 2005; Gelman et al 2005), o que indica a necessidade de 

estudarmos melhor o papel de CYP450 no futuro. 

Nossos dados são os primeiros que sugerem o envolvimento de iPLA2, LOX e 

CYP450 na morte celular induzida por ATPe/P2X7. 

Dando continuidade à investigação das vias de transdução de sinal, fomos 

capazes de identificar nos macrófagos intraperitoneais a presença de quatro 

isoenzimas de PKC, as PKCα, PKCβ2, PKCδ e PKCλ. Observamos que o Quel, um 

inibidor inespecífico de PKC, foi capaz de inibir a apoptose, mas se mostrou 

citotóxico, aumentando a liberação de LDH a níveis acima do próprio ATPe. Esse fato 

não nos surpreendeu pois sabíamos que outro inibidor inespecífico de PKC, a 

estaurosporina, também induz morte celular em macrófagos.  

A interação das PKC com P2X7 vem sendo relatada desde 1999, mas apenas 

um trabalho co-relacionava uma isoenzima da PKC diretamente com o P2X7. Hung e 
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colaboradores co-imunoprecipitaram P2X7 com a PKCγ (Hung et al 2005), mostrando 

a interação entre eles de forma dependente de Ca2+. Outros trabalhos correlacionam as 

PKC com o P2X7, mas não chegam a investigar quais das isoenzimas específicas 

estariam presentes nestas interações. A forma pela qual a PKC seria ativada pelo P2X7 

também constitui um ponto sem solução na literatura, existindo um trabalho que 

defende a idéia de que o receptor P2X7 as ativaria de forma semelhante ao que faz o 

receptor M3 (Bradford e Soltoff 2002). Contudo, o receptor M3 é um receptor 

muscarínico do tipo de interação clássica com a PTN G, com 7 passagens 
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frações solúveis, na presença de ATPe. A importância fisiológica para a aparente 

diminuição da PKCβ2 não foi explorada neste trabalho, mas de forma consistente com 

nossos dados, esta enzima tem sido associada com produção de citocinas e sinalização 

de sobrevivência celular (Gutcher et al 2003; Becker e Hannun 2005). 

Em retrospectiva nossos dados nos permitem propor um modelo em que a 

morte celular ativada por ATPe possui uma dependência do receptor P2X7 que, uma 

vez este ativado haveria um mensageiro ainda desconhecido que ativa a iPLA, a qual 

entre outras possíveis ações pode atuar na mitocôndria. A iPLA geraria ácidos graxos 

livres que serviriam de substrato para as LOX e CYP450, ao mesmo tempo em que 

ativaria a PKCδ. Desta forma temos quatro fortes componentes de sinalização atuando 

pela ativação de ATPe/P2X7, culminando na morte do macrófago, a iPLA2, as LOX, 

CYP450 e a PKCδ (Fig. 42) 

A atuação conjunta da via das LOX e CYP450 com a ativação da PKCδ 

encontra um alvo comum, os PPARs que são receptores ativados por lipídeos de 

diversas vias, inclusive das dependentes de PLA2, e possuem sítios de fosforilação 

para diversas cinases (Gelman et al 2005; Diradourian et al 2005). Nossa primeira 

suspeita da participação dos PPAR na via de morte por ATPe/P2X7, veio da 

observação anteriormente citada que o MK-886 além de ser um conhecido inibidor da 

FLAP, atua também no PPARα (Kehrer et al 2001). Até o presente momento, é o 

único inibidor conhecido para esta isoforma de PPAR. Diferentemente dos outros 

inibidores de LOX utilizados, o MK-886 foi o único a inibir em mais de 50% a 

apoptose causada por ATPe/P2X7, este fato nos levantou a suspeita da possibilidade 

de outras ações deste inibidor, servindo como ponto inicial para testarmos a hipótese 

de que ATPe estaria ativando PPAR em macrófagos. 
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Mostramos então que além do MK886, inibidor da FLAP e do PPARα, o GW-

9662, inibidor do PPARγ, é capaz de inibir a apoptose causada por ATPe. Entretanto, 

o PPARα parece se ativado por ATP. Contudo, dentre os ácidos graxos gerados pela 

iPLA2 e convertidos pelas LOX e CYP450 que são descritos como os ativadores 

naturais para os PPARα e PPARγ, apenas o AA e ácido linoléico ativam ambos (Kota 

et al 2005). Já a ação das PKC fosforilando os PPAR só foi descrita para oPPARα, 

sendo o PPARγ alvo apenas de MAPKs. Este raciocínio nos leva a supor que PPARα 

seja o principal mediador da morte celular via ATPe/P2X7, hipótese esta sustentada 

pelo fato de termos observado apenas a translocação do PPARα, mas não do PPARγ  

Entretanto, a literatura aponta o PPARγ como estando envolvido na indução 

de apoptose, principalmente em células neoplásicas (Wang et al 2006). O real 

envolvimento dos PPAR no processo de morte celular induzido por APTe/P2X7 ainda 

necessita de maiores estudos. 
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Figura 42: Modelo proposto da sinalização via ATPe/P2X7. Modelo proposto onde após o 

engajamento do ATPe com o P2X7
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Em geral, tratamos nesta tese basicamente das vias de sinalização mediadas 

por ATPe/P2X7 que culminam na morte celular, em especial na apoptose. 

Recentemente muitos avanços vêm sendo realizados nos estudos dos tipos de morte 

celular. A antiga divisão entre apoptose e necrose sofreu um grande avanço, com a 

descrição da autofagia e da oncosis entre outros (Guimaraes e Linden 2004; Fink e 

Cookson 2005; Degterev et al 2005). O conhecimento e entendimento da própria 

necrose evoluíram, deixando de se considerada conseqüência de eventos acidentais e 

cogitada a possibilidade de que em certas condições possa ser programada como a 

apoptose, principalmente em processos de morte independentes de caspases (Degterev 

et al 2005). Com a descrição da necrostatina-1, uma substância capaz de bloquear a 

necrose induzida por receptores de morte quando caspases encontram-se bloqueadas, 

abre-se uma nova perspectiva para o estudo da sinalização de morte celular. 

Dentro deste contexto, observamos um fato importante, a sinalização de morte 

induzida por ATPe/P2X7 em nosso sistema apresentou um possível ponto divisor. 

Uma possível via preferencial de morte por necrose passando pela p38 (Fig. 43). 

Diferentemente de todos os outros fármacos utilizados, que ao inibirem a apoptose, 

inibiam ou não a liberação de LDH, o SB203580, inibidor da p38, foi capaz de inibir a 

liberação de LDH, mas não a apoptose.  

Atualmente não existe um consenso sobre a sinalização via MAPK por 

ATPe/P2X7. Faria e colaboradores afirmam que o poro formado pelo P2X7 é 

dependente de p38 e ERK1/2 (Faria et al 2004), sendo parcialemente apoiado por 

Parvathenani e colaboradores que mostram a participação da p38, mas não da ERK1/2 

na formação do poro (Parvathenani et al 2003). Nosso laboratório defende a idéia de 

que a p38, juntamente com a ERK1/2, não participam do processo de formação do 

poro do P2X7 (Monteiro-da-Cruz et al 2006). 
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Portanto este dado deve ser levado em consideração com cautela, requerendo 

um estudo mais aprofundado. 

 

 

Figura 43: Provável ponto divisor entre as sinalizações apoptóticas e necróticas. 

 

O ATPe é o ativador geral da família de receptores P2 e, como tratado na 

introdução, ele é rapidamente metabolizado a ADP (difosfato de adenosina) → AMP 

(monofosfato de adenosina) → adenosina, podendo exercer atividade não apenas nos 

P2, mas inclusive nos receptores de adenosina, tornando aceitável a participação de 

outros receptores nas ações tidas como exercidas pelo P2X7. Nosso laboratório há 

algum tempo defende a participação de outros P2, principalmente dos receptores P2Y, 
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como receptores coadjuvantes na sinalização por ATPe. A tese de doutorado de 

Rodrigo Bisaggio relata que UTP adicionado em conjunto ao ATPe é capaz de 

diminuir o limiar de ativação para indução de apoptose de 5 mM para 1mM de ATPe, 

pela possível participação do P2Y1 ou P2Y2 (dados do laboratório), por um 

mecanismo não identificado. Por outro lado, o P2Y4 foi descrito como um receptor 

inibitório à permeabilização mediada por P2X7 (Sugiyama, T.et al 2005).  

Apoiando esta possibilidade, observamos que o inibidor U-73122, para PLC, 

classicamente descrito como envolvido na atividade de receptores associados a PTN 

G, como os P2Y1, P2Y2, P2Y6 e P2Y11, causa a diminuição da apoptose por 

ATPe/P2X7.  

Quanto à aplicação de nosso modelo em um sistema mais fisiológico do que a 

cultura de células e sua inserção nas múltiplas vias de sinalização por P2X7, podemos 

citar o seguinte exemplo: imaginemos um quadro inflamatório promovido pela 

entrada de um corpo estranho no organismo. Em um primeiro momento células são 

lisadas liberando seu conteúdo intracelular e iniciando uma resposta inflamatória 

local. Com a progressão da inflamação, macrófagos são recrutados podendo encontrar 

um meio contendo ATP livre. Estes macrófagos, via  receptor P2X7 poderiam liberar 

para o meio citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, ajudando a regularizar o 

quadro inflamatório.  

Contudo, com o passar do tempo a resposta pró-inflamatória necessita ser 

desmontada a fim de evitar danos ao próprio organismo, o  efeito prolongado do 

ATPe poderia ser importante nesta etapa exercendo outras funções nos macrófagos 

locais, ativando a iPLA2, agora gera ácidos graxos que seriam metabolizados e em 

conjunto com a PKCδ podem ativar os PPARs. A própria PKCδ, é por sua vez é capaz 

de ativar a caspase efetora 3 (Basu 2003), que em uma alça de alimentação positiva 
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seria capaz de clivar a própria PKCδ e a iPLA2 (Basu 2003; Atsumi et al 2000b), 

aumentando as suas atividades. Por fim, o macrófago sofreria apoptose sendo 

fagocitado por seus vizinhos. A fagocitose dos corpos apoptóticos resultaria no 

desmantelamento do quadro inflamatório naquela região. 

Sumarizando as informações presentes nesta tese, podemos defender a 

hipótese que o ATPe/P2X7 ativa uma iPLA2, que por sua vez ativa especificamente a 

PKCδ acarretando na apoptose dos macrófagos. Esta via ainda possui a participação 

das enzimas LOX e CYP450, com a ativação dos receptores nucleares PPARs, em 

especial o PPARα, por um mecanismo que necessita ser melhor avalizado. Os dados 

aqui apresentado contribuem para uma melhor compreenção das vias de transdução de 

sinal ativadas por ATPe em macrófagos (Fig. 44).  
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Figura 44: Modelo esquemático da multi-ativação de vias de sinalização por P2X7. A 

Figura acima demonstra as principais vias de sinalização ativadas por P2X7 e seus diferentes agonistas 

ao longo de 15 anos de estudos, as setas e termos em vermelho representam a nossa contribuição para o 

entendimento deste modelo. 
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E – Conclusões 

“Excluído o impossível, o que restar, por mais improvável, deve ser verdade.” 

Arthur Conan Doyle 

 

• A indução de morte celular por ATPe em macrófagos por ATPe é dependente 

do P2X7 e independente de Ca2+. 

• Uma iPLA2 está envolvida na transdução de sinal para apoptose induzida por 

ATPe/P2X7, ativando a PKCδ, e em paralelo, ativando as vias de 5-LOX e de 

síntese de EET por CYP450. 

• Macrófagos intraperitoneais murinos ativados por tioglicolato e mantidos em 

cultura por 96 horas possuem como formas majoritárias de PKC as PKCα, 

PKCβ2, PKCδ e PKCλ. 

• A PKCδ é ativada por ATPe, translocando para frações de membrana. A 

rotlerina, seu inibidor seletivo, é capaz de inibir sua atividade, vista pela 

inibição da apoptose por ATP/P2X7, mas não é capaz de inibir sua 

translocação. 

• A inibição da cinase p38 por SB203580 é capaz de inibir a lise celular 

provocada por ATPe/P2X7, mas não a apoptose. 

• Os receptores nucleares PPARα e PPARγ estão envolvidos na apoptose 

induzida por ATPe/P2X7, mas apenas o PPARα é translocado pela ação do 

ATPe. 
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