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RESUMO 
 
 

Os receptores para nucleotídeos P2 encontram-se relacionados a diversos fenômenos 

fisiológicos como agregação de plaquetas, quimiotaxia, liberação de citocinas pró-

inflamatórias, morte celular por apoptose e necrose e morte de patógenos intracelulares. 

Neste trabalho, utilizamos técnicas bioquímicas e funcionais para avaliar a expressão 

funcional de receptores P2 em macrófagos infectados com L. amazonensis. Observamos 

que a infecção modifica a resposta padrão de variação de cálcio intracelular para ATP, 

UTP e UDP. O EC50 encontrado para cada nucleotídeo sugere a modulação de receptores 

P2 pirimidinérgicos adicionais. Ensaios de variação de cálcio demonstraram que, durante a 

infecção dos macrófagos com L. amazonensis o receptor P2X7 encontra-se mais expresso o 

que foi confirmado pelo aumento de proteína por western blot e apoptose induzida por 

ATP.  Em micrografias de microscopia eletrônica observou-se durante a infecção, aumento 

de vacúolos citoplasmáticos e vacúolos parasitóforos alterados na presença dos 

nucleotídeos ATP e UTP. Através de microscopia óptica de fluorescência observamos 

macrófagos apresentando núcleos condensados com características apoptóticas quando 

tratados com ATP e UTP, além da diminuição da carga parasitária em tratamento com os 

mesmos. Estes achados foram confirmados por ensaios de citometria de fluxo.  

Observamos também que a infecção torna os macrófagos sensíveis à apoptose induzida por 

UTP e UDP. Portanto, na infecção de macrófagos com L. amazonensis, o receptor P2X7, e 

dois receptores P2Y, com características de P2Y2 e P2Y6 são modulados positivamente, 

promovem a morte celular por apoptose e podem possuir papel fisiológico na infecção. 
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ABSTRACT 
 

P2 receptors activation triggers an important physiological response that has been 

linked to platelet aggregation, activation, signaling, inflammation, cell death such as 

necrosis and apoptosis, including also killing of intracellular parasites. In this work we use 

biochemical and functional tecniches in order to evaluate the functional expression of these 

receptors. Through calcium measurements it was possible to detect some alterations on the 

amount of response induced by ATP and UTP in Leishmania infected macrophages. In a 

pharmacological approach we defined the EC50 to each nucleotide; wich defines additional 

receptors in the infection. Here in, we show that P2X7 is indeed positively modulated in the 

infection trough calcium measurements and western blot analysis. 

Here, we show as well, ultra structural alterations associated to the P2 receptors 

activation during the infection induced by ATP and UTP. In fluorescence microscopy 

approach we show the presence of apoptotic nuclei in infected macrophages treated with 

ATP, UTP e UTP. As well as reduced infection.   

In the present work we demonstrated that, P2X7 and two different P2Y receptors 

promote parasite death through apoptosis. That data suggests that P2 receptors might play 

an important physiological role Leishmania infection. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1 PARASITAS INTRACELULARES 

 

      Organismos como vírus, bactérias, protozoários e fungos, utilizavam em tempos remotos a 

vida livre no substrato competindo com organismos vizinhos pelo alimento. Com o advento da 

compartimentalização intracelular pelo sistema de membranas, alguns destes organismos 

aproveitaram tal advento como novo nicho a ser explorado. Desta forma, se tornaram parasitas 

intracelulares, apresentando estratégias muito específicas, de modo a interferir nos 

mecanismos de sinalização e desenvolvimento do hospedeiro (GRUENHEID E COLS, 2003). 

Os parasitas atuam a nível intracelular no hospedeiro ou sobrevivem nos fluidos 

extracelulares, podendo produzir infecções crônicas duradouras de forma a maximizar as 

chances de transmissão bem sucedida (SACKS E COL, 2002). 

      Para acessar o nicho intracelular, os parasitas atuam de formas variadas, principalmente 

interagindo com o sistema de citoesqueleto: bactérias gram-negativas alteram a estrutura da 

rede de actina submembranar através de um sistema de secreção (TTSS), que ativa GTPases 

do tipo Rho ou alteram fosfatidilinositóis. Esta ativação remodela a membrana plasmática, 

produzindo assim ondulações que facilitariam sua entrada no hospedeiro (GRUENHEID E 

COLS, 2003). 

      Já os protozoários, utilizam mecanismos muito variados de entrada no hospedeiro através 

de segundo mensageiros, fatores de transcrição, e interação com uma grande variedade de 

receptores de superfície cuja transdução de sinal induz a modulação da expressão gênica da 

célula hospedeira e liberação de Ca2+ para remodelamento de membrana (BURLEIGH E 

COLS, 2002). 
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      Uma vez dentro do hospedeiro, os patógenos intracelulares utilizam diversas estratégias de 

sobrevivência, sendo uma delas, a alteração e/ou interrupção do tráfico de vesículas 

intracelulares (Tabela 1). Alguns se adaptaram para resistir ao inóspito ambiente 

fagolisossomal, enquanto outros lisam a parede do vacúolo, escapando para o citoplasma,  

e/ou alterando de modo ativo as características vacuolares para que suas necessidades sejam 

atendidas. Este mecanismo de sobrevivência também é mediado por alteração, paralisação ou 

remodelamento de moléculas de citoesqueleto, já que este se encontra diretamente relacionado 

com o tráfego de vesículas (Tabela 1). Todavia, os parasitas que utilizam o escape 

citoplasmático como modo de sobrevivência também utilizam interações com o citoesqueleto 

do hospedeiro, mas poucos trabalhos abordam o tema (SACKS E COL, 2002). 
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Tabela 1- Estratégias de sobrevivência de patógenos intracelulares. 

Estratégia Patógenos Mecanismo de sobrevivência intracelular 

Atraso da maturação Salmonella enterica sv. 

Typhimurium 

Inibição da fusão de vesículas mediada por SPI-2 

 Remodelamento do vacúolo de Salmonella via SifA  

Acúmulo de colesterol no vacúolo 

 Mycobacteria Modulação de proteína SNARE 

Inibição da aquisição fagossomal de EEA1 por 

ManLAM 

 Neisseria gonorrhoeae Expressão de porina PorB permeabiliza o fagossomo 

e inibe maturação 

 Leishmania donovani Inibição da despolimerização de actina do fagossomo 

Alteração direta da fusão fago-endossomo por 

lipofosfoglicano (LPG) 

Escape para o   citoplasma Shigella flexneri Rompimento do vacúolo por IcsB, IpaB, IpaC. 

 Listeria 

Monocytogenes 

A expressão de Listeriolisina permeabiliza o vacúolo 

A entrega de PI-PLC e ativação de PLC e PLD 

rompem o vacúolo 

 Rickettsia prowazekii O fagossomo é desestabilizado pela secreção de 

fosfolipase A2 

 Trypanosoma cruzi Direciona o recrutamento de lisossomos durante/após 

invasão 

Rápida lise do vacúolo por Tc-TOX 

Formação de inclusões 

citoplasmáticas 

Chlamydia trachomatis Interrupção e atraso da fusão fago-endossômica 

 Legionella pneumophila Associação com vesículas do reticulo endoplasmático 

 Toxoplasma gondii Forma vacúolos não fusogênicos que se associa com 

mitocôndria e retículo endoplasmático 

Adaptado de SCOTT, 2003. 
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1.1.1 Protozoários 

 

      As infecções por protozoários afetam meio bilhão de pessoas no mundo, suas doenças 

relacionadas (malária, Doença de Chagas e leishmaniose visceral) são a maior causa de 

mortalidade em países tropicais, representando então, um grande impacto no desenvolvimento 

econômico (SACKS E COLS, 2002). A inexistência de vacinas efetivas para tais doenças é 

atribuída à complexidade dos patógenos e suas complicadas estratégias de evasão do sistema 

imune (SACKS E COLS, 2002). Dentre tais estratégias estão o escape da resposta humoral e 

celular, regulando a resposta de células T e suprimindo a resposta efetora. Da mesma forma, 

diversas adaptações permitem a evasão da resposta imune inata, como transposição da barreira 

epitelial, cascata complemento, hidrolases lisossomais e metabólitos de oxigênio tóxicos, 

gerados pelos fagócitos mononucleares (SACKS E COLS, 2002).  

 

1.1.2 Leishmaniose 

 

      A doença leishmaniose é causada por protozoários pertencentes à ordem Kinetoplastidae, 

família Trypanosomatidae, gênero Leishmania. O protozoário apresenta duas formas em seu 

ciclo de vida: promastigota, de estrutura fina e alongada nas dimensões 10-20 µM de 

comprimento por 2µM de largura possuindo um longo flagelo localizado na região anterior 

podendo estar na fase procíclica (não infectiva, replicativa) ou metacíclica (infectiva não 

replicativa); ou na forma amastigota, de formato oval de 2-5 µM de comprimento, não móveis. 
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1.1.3 Ciclo de vida 

 

      A transmissão do parasita se dá através do repasto sangüíneo do inseto da família 

Psychodidae, subfamília Phlebotominae, do gênero Phlebotomus (África, Europa e Ásia) e do 

gênero Lutzomyia (Américas). No intestino do inseto vetor, os parasitas permanecem na forma 

promastigota. Os promastigotas não infectivos em replicação (procíclico) se encontram 

aderidos ao epitélio do intestino e se transformam na forma infectiva não replicativa 

(metacíclica). Os parasitas metacíclicos se soltam do epitélio e migram ao final do trato 

digestivo. A transmissão dos promastigotas ao hospedeiro vertebrado ocorre na inoculação dos 

mesmos no momento do repasto sangüíneo. Ao entrarem em contato com o sistema sangüíneo 

do hospedeiro, os promastigotas infectam fagócitos mononucleares, resistindo à ação lítica do 

sistema complemento. Uma vez internalizados, estes se transformam em amastigotas que 

proliferam por divisão binária (RUSSEL & TALAMAS-ROHANA, 1991). A proliferação dos 

parasitas pode vir a causar o rompimento das células fagocíticas mononucleares liberando-os 

ao ambiente do entorno onde podem infectar os macrófagos vizinhos. 

      Ao se alimentar em um mamífero, o vetor pode ingerir fagócitos contendo amastigotas. Na 

digestão do sangue, os amastigotas são liberados, se diferenciam em promastigotas que se 

aderem ao epitélio intestinal, para evitar ser excretado juntamente com o sangue digerido 

(AWASTHI E COLS, 2004). 

      A Leishmania encontra-se em constante confronto com os ambientes inóspitos de ambos 

hospedeiros, como enzimas digestivas do intestino do vetor e atividade lisossômica do 

hospedeiro. Para isto utiliza seu lipofosfoglicano (LPG) de superfície para transformar a 

situação a seu favor, conforme explicado mais adiante (MAIOLLI E COLS, 2004). 
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1.1.4 A Doença 

 

      As leishmanioses são doenças que apresentam um largo espectro de manifestações clínicas 

que vão desde lesões cutâneas auto-regenerativas à doença visceral severa e morte. Apesar de 

diferentes manifestações clínicas, todas as leishmanioses são causadas por espécies do 

protozoário parasita do gênero Leishmania (BULLEN E COLS, 2002). As espécies de 

leishmania são distinguidas através de sua localização geográfica, técnicas bioquímicas, 

biomoleculares e características clínicas. As formas clínicas mais comuns são: 

• Leishmaniose visceral (calazar) - geralmente provocada pelas espécies L. donovani, L. 

chagasi e L. infantum podendo ser endêmica, epidêmica ou esporádica. Pode haver 

infecção do fígado, baço, e medula óssea. Os sintomas incluem febre noturna, diarréia, 

febre, taquicardia, esplenomegalia, hepatomegalia, caquexia e em casos mais severos, 

pode haver o desenvolvimento de leishmaniose dérmica, com formação de nódulos 

faciais. 

• Leishmaniose cutânea - pode ser provocada pelas espécies L. tropica, L. major, L. 

mexicana, L. braziliensis e L. amazonensis. Caracterizada inicialmente por lesões 

únicas nas extremidades do corpo, que em casos mais graves se espalham em áreas 

expostas do corpo, geralmente chegando à ulceração. O período de incubação varia de 

duas a seis semanas.   

• Leishmaniose mucocutânea - causada pela espécie L. braziliensis, provocando lesões 

nas extremidades corporais que após alguns meses atingem a região nasofaringeal, 

causando obstrução nasal e epistasia.   
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      A leishmaniose humana é distribuída por todo o mundo, principalmente nos trópicos e 

subtrópicos com uma prevalência de 12 milhões de casos sendo 0,5 milhão na forma visceral e 

11,5 milhão da forma cutânea (OMS, 2005). A leishmaniose é considerada endêmica em 88 

países, dos quais 72 são países em desenvolvimento (Figura 1) (OMS, 2005): 

• 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em  Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal 

e Sudão;  

• 90% dos casos de leishmaniose mucocutânea ocorrem na Bolívia, Brasil e Peru;  

• 90% dos casos de leishmaniose cutânea  ocorrem no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, 

Arábia Saudita e Síria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Mapa indicando os países em que a leishmaniose cutânea é altamente 

endêmica. Adaptado do site da OMS, 2005. 

Leishmaniose Cutânea. Países altamente 
endêmicos (90% dos casos) 

Países altamente endêmicos 
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1.1.5 Evasão do Sistema Imune  

 

      As espécies de Leishmania não apenas escapam da lise mediada por proteínas da 

cascata do complemento, mas as utilizam em seu favor para invadir a célula hospedeira 

(BAETAS-DA-CRUZ E COLS, 2004). Quando no intestino do flebotomínio, o promastigota 

procíclico se transforma em metacíclico, sua membrana se altera, exibindo LPG, o que previne 

a inserção do complexo de ataque à membrana (MAC) C5b-C9 quando o protozoário entrar 

em contato com o hospedeiro vertebrado. Além disso, aumenta-se a expressão de gp63, que 

cliva o componente C3 em C3bi, evitando também a deposição do C5b-C9. Adicionalmente, 

C3bi opsoniza o parasita tornando-o alvo de fagócitos profissionais, o que facilitaria sua 

entrada na célula hospedeira (SHER E COLS, 2002). Desta forma, o uptake de Leishmania 

depende da espécie, presença de soro, e estágio de desenvolvimento do parasita. 

       Os promastigotas quando já no organismo do vertebrado, se ligam a algumas moléculas 

receptoras de complemento como CR1 e CR3. O receptor CR1 é o maior ligante de 

macrófagos para promastigotas maduros (DA SILVA E COLS, 1989). A ligação do 

promastigota com os receptores do complemento (CR) pode ocorrer de três formas: soro-

dependente ativando o componente C3 através do fragmento C3bi; através de ligação soro-

independente se ligando a protease de superfície gp63 ao CR3; através da ligação do 

lipofosfoglicano do parasita ao epítopo lectina-like do CR3 e CR1 (BULLEN E HANDMAN, 

2002). 

      A Leishmania possui um denso glicocálice que recobre toda sua superfície de membrana, 

formado por uma família de fosfoglicanos  denominada LPG.  Sabe-se que este LPG se 

encontra envolvido em diversas atividades dos promastigotas e amastigotas de Leishmania. 

(DERMINE E COLS, 2005). 
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A invasão por amastigotas ocorre independente de LPG, exceto em L.major. Em L. 

amazonensis, a invasão se dá através do ligante de heparina, receptor Fc para imunoglobulina 

G, além de ligação a glicoesfingolipídios (DESCOTEAUX E COLS, 2005). 

Sabe-se que espécies de Leishmania possuem receptores de superfície ancorados a GPI 

com duas porções sinalizadoras responsáveis pela produção de citocinas em células de 

mamíferos como interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral-α (TNF-α) além de síntese 

de óxido nítrico (NO).  Além disso, a ativação de receptores do tipo Toll induzem a morte da 

Leishmania (AKIRA, 2003). A eliminação bem-sucedida da Leishmania requer a participação 

de células imunes e citocinas envolvidas em resposta do tipo Th1. Tal resposta envolveria a 

secreção de IL-12 em macrófagos e células dendríticas nos estágios iniciais de infecção. A IL-

12 induz secreção de IFN-γ em linfócitos T e natural killers, além de induzir secreção 

autócrina de TNF-α, o que ativaria sinergisticamente a transcrição de fatores microbicidas. Os 

mecanismos de evasão do protozoário incluem inibição da secreção de IFN-γ e IL-12, 

supressão da produção de NOS (Óxido Nítrico Sintase), e expressão de iNOS (Indutor de 

Óxido Nítrico) impedindo a via oxidativa, supressão da expressão de complexo de 

histocompatibilidade principal classe II (MHC classe II), dentre outros (STAFFORD E COLS, 

2002). A indução de apoptose em células CD4+ e CD8+ também é um mecanismo de escape 

utilizado por L. braziliensis o que inibiria a imunidade eficiente anti-leishmania (LUNDER E 

COLS, 2001). Soares em 2003 sugeriu a participação de fosfolipase C como um importante 

mediador do reconhecimento e sobrevivência no hospedeiro de L. amazonensis. A fosfolipase 

C encontra-se presente em interações parasito-hospedeiro e na sobrevivência na maioria dos 

tripanossomatídeos, demonstrando a relevância da ativação das fosfolipases nas infecções por 

protozoários (SOARES E COLS, 2003). 



 

 

11

 

1.1.6  Ciclo de Vida Intracelular 

 

      Assim que o parasita se liga ao macrófago, a membrana do primeiro apresenta marcação 

de proteínas (por microscopia de fluorescência) constituintes de vesículas da via endocítica da 

célula hospedeira (HENRIQUES E COLS, 2000). Tal fato indica a existência de um processo 

dinâmico de trânsito de lipídios e glicoproteínas associadas à membrana entre o parasita e a 

célula hospedeira. Após a internalização em fagossomos, os vacúolos contendo parasitas se 

fundem a lisossomos secundários para completar o vacúolo parasitóforo (VP) (em até 30 

minutos) e os parasitas promastigotas na forma metacíclica se transformam em amastigotas 

(Figura 2) (DESCOTEAUX, 2005; DE SOUZA, 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2- Esquema ilustrando a inibição da maturação do fagossomo em um macrófago 

que internalizou um promastigota de L. donovani. Tais fagossomos não interagem com 

endossomos tardios ou lisossomos até que os promastigotas se diferenciem totalmente em 

amastigotas (DESCOTEAUX E COLS, 2005). 
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O vacúolo parasitóforo mantém o pH ácido e atividade hidrolítica através de constante 

fusão com organelas da via endocítica (DE SOUZA, 2005), fato confirmado através da 

utilização de marcadores como LAMP-1 e 2, rab7, moléculas envolvidas na apresentação de 

antígenos via MHC II e próton ATPases. 

 A morfologia do vacúolo parasitóforo (VP) é muito variada dependendo da espécie de 

Leishmania e do estágio de desenvolvimento. Em L. amazonensis e L. mexicana os vacúolos 

são largos, com o parasita aderido parcialmente à membrana enquanto L. major e L. donovani 

produzem pequenos VPs com justaposição quase total de membranas (BULLEN E COLS, 

2002). A diferença entre os VPs pode ser também atribuída à presença de LPG em sua 

superfície. O LPG do parasita migra para a superfície do macrófago através do sistema de 

fusão de vesículas (AWASTHI E COLS, 2004). Tal molécula interferiria nas propriedades 

fusogênicas do VP e a transformação de promastigotas em amastigotas (RASMUSSON E 

COLS, 2004). A transformação de promastigotas em amastigotas ainda é assunto obscuro, mas 

diversos autores correlacionaram a atividade de serino-, aspártico-, e metaloproteinases nesta 

transformação (ALVES E COLS, 2005).  

      Resultados sugerem que para a saída da célula, os vacúolos parasitóforos se acumulam na 

periferia da célula, saindo horas depois por via exocítica (BULLEN E COLS, 2002).  

As células hospedeiras transportam os parasitas dos sítios de infecção para os linfonodos 

drenantes, onde apresentam os antígenos destes parasitas às células T imaturas e onde os 

parasitas persistem indefinidamente (AWASTHI E COLS, 2004). 

As diferentes espécies de Leishmania utilizam como alvo principal os macrófagos, mas 

já foram relatados outros alvos de infecção como células da glia, neutrófilos, monócitos e 

células dendríticas (BAETAS-DA-CRUZ E COLS, 2004). 
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 Por utilizar o macrófago como hospedeiro preferencial, a Leishmania promove 

alterações no hospedeiro para evadir de seus efeitos microbicidas. Macrófagos ativados 

utilizam como sistema microbicida peróxido de hidrogênio e oxido nítrico. Macrófagos 

secretam citocinas como TNF-α, /IL-6, IL-18, IL-12 e IFN-γ quando em infecções parasitárias. 

Sabe-se que leishmania inibe a produção de IL-12, conseqüentemente IFN-γ, que ativaria 

resposta do tipo Th1 (AWASTHI E COLS, 2004). 
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1.2  RECEPTORES P2 

 

      Nucleotídeos e nucleosídeos são parte de uma família bem estabelecida de 

mensageiros extracelulares. Em 1929 Drury e Szent-Gyorgyi evidenciaram pela primeira vez o 

papel fisiológico dos nucleotídeos extracelulares ao perfundir ATP no sistema cardiovascular 

de cobaia (DRURY & SZENT-GYORGYI, 1929) gerando bradicardia e hipotensão. Os 

nucleotídeos encontram-se presentes em altas concentrações no citoplasma (ATP 5-10mM e 

UTP 0,5-1mM) enquanto no compartimento extracelular sua concentração é mantida na ordem 

de nanomolar (ATP 1-10 nM) (DI VIRGILIO, 2005). Uma vez no meio extracelular, o ATP 

pode atuar sobre receptores para nucleotídeos ou ser metabolizado para suas formas di- ou 

monofosfato, ativando diferentes receptores (Figura 3). 

O principal mecanismo responsável por controlar a concentração do  ATP extracelular é 

a ação de um grupo de enzimas denominadas ecto-nucleotidases. Estas enzimas podem ser 

encontradas associadas ao lado extracelular da membrana plasmática, podendo também estar 

presentes no meio intersticial ou nos fluidos corporais (ZIMMERMANN, 2001). Estas 

enzimas são responsáveis pela clivagem do ATP em suas moléculas relacionadas, pela retirada 

do fosfato inorgânico até a molécula de adenosina (ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN, 

2001). 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 ATP extracelular. 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 próprios. (DI 

VIRGILIO E COLS, 2001) 
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  A identificação de receptores para ATP e AMP em organismos unicelulares e 

invertebrados permitiu notar a importância destas moléculas como sinalizadoras (GERISH E 

COLS, 1975; SMALL E COLS, 1987). Neste contexto, no curso da evolução celular, o ATP e 

outros nucleotídeos podem ter sido moléculas quimiotáticas indicando a posição de células 

danificadas ou mortas. Então, as células que tinham receptores para tais moléculas devem ter 

sido positivamente selecionadas, determinando sobrevivência e sucesso reprodutivo.  

O ATP é um pequeno soluto (650 Da) podendo apresentar de 2 a 4 cargas negativas 

que dependem do pH e da concentração de Ca 2+ e Mg 2+, sendo um importante mediador nos 

sistemas nervoso (HOLTON E COLS, 1953) e cardiovascular (BANGA E COLS, 1951). 

Células como neurônios, plaquetas, macrófagos, linfócitos T, endoteliais e epiteliais liberam 

ATP através de vias não-líticas tanto em condições fisiológicas quanto patológicas 

(SABIROV E COLS, 2005), em casos de estimulação por endotoxina, agregação de plaquetas, 

etc. Sua liberação pode se dar através de via exocítica e de grânulos de células secretórias. O 

ATP também modula respostas imunes em linfócitos T e B, em mastócitos e em macrófagos, 

nestes últimos induzindo liberação de IL1-β (FERRARI E COLS, 2006).   

Sabe-se atualmente que os nucleotídeos também podem atuar como moléculas 

mensageiras de perigo, induzindo células apresentadoras de antígenos (APCs) a iniciar a 

resposta imune com a liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL1-β, IL-6, 

cyclooxigenase-2 e produção de superóxidos, o que promoveria a morte de patógenos.  Em 

eosinófilos, o ATP induz a produção de metabólitos de oxigênio, ativa Ca2+ transiente e regula 

positivamente a integrina CD11b (DICHMANN E COLS, 2000). 

      Os receptores para nucleotídeos podem ser divididos em P1 e P2 de acordo com 

diversos critérios, tais como seqüência protéica, vias de transdução de sinal, farmacologia e etc 
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(DI VIRGILIO, 2005). Os P1 são receptores associados a alguns tipos de proteína G, ativados 

por adenosina sendo subclassificados através de diferenças estruturais e farmacológicas em 

A1, A2a, A2b, e A3. O receptor A1 transduz sinal através da proteína Gi, sua ativação inibe a 

adenilato ciclase e diminui os níveis de AMPc. O receptor A2a está associado à proteína Ge e a 

união com o ligante estimula a adenilato ciclase, aumentando os níveis de AMPc. A ativação 

do receptor A2b, associado às proteínas Ge e Gq, aumenta os níveis de AMPc e de IP3 através 

da ativação da fosfolipase C.  Finalmente, o receptor A3 está associado às proteínas Gi e Gq e  

através delas a sua ativação inibe a adenilato ciclase e ativa a fosfolipase C (KLOTZ E COLS, 

2000). 

      Os receptores P2 participam de vários processos de indução de vias de sinalização 

principalmente através da ativação de MAPKs (DA CRUZ E COLS, 2005). Estão divididos 

em duas famílias P2X e P2Y. Os receptores P2Y são metabotrópicos,  possuem N-terminal 

extracelular e C-terminal intracelular que apresenta região de ligação a proteínas kinases. 

Possuem de 328 a 379 aminoácidos (41 a 53 Kd), sete domínios transmembrana, sendo as 

alças extracelulares ligadas por pontes bissulfeto (Figura 4) (DI VIRGILIO E COLS, 2001). 

Esta família de subtipo de P2 possui oito membros (P2Y 1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 e 14) os quais 

encontram-se distribuídos em uma grande variedade de tecidos, sendo riquíssimo no sistema 

nervoso (Figura 5) (BURNSTOCK, 2006).  
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Figura 4- Esquema da estrutura dos receptores P2Y e sua inserção na membrana 

plasmática (KUGELGEM & WETTER, 2000) 

Figura 5- Distribuição de receptores P2Y em sistema nervoso central de ratos adultos. 

O receptor P2Y1é mostrado em células de Purkinje no cerebelo (amarelo); O receptor 

P2Y2 é observado em substância branca(vermelho); O receptor P2Y4 é expresso em 

astrócitos (amarelo);O receptor P2Y6 está presente na substância negra compacta 

(amarelo); O receptor P2Y11 é encontrado nas células de Purkinje no cerebelo 

(vermelho); O receptor P2Y12 é localizado em oligodendrócitos (amarelo) ( VOLONTÉ 

E COLS, 2006). 
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Os nucleotídeos UTP e UDP são conhecidos por serem as principais moléculas 

sinalizadoras ativadoras de receptor P2Y, mas a baixa homologia geral entre os membros da 

família P2Y proporciona farmacologia variada (Tabela 2).  Os receptores P2Y1, P2Y6, P2Y12 

são ativados por nucleosídeos difosfatados, enquanto os receptores P2Y2 e P2Y4 por 

nucleosídeos trifosfatados (ABBRACCHIO E COLS, 2006). 

Os receptores P2Y2, P2Y4 e P2Y6 são ativados por purinas e pirimidinas enquanto P2Y1, 

P2Y11, P2Y12 são ativados apenas por purinas (BURNSTOCK, 2004). Cada receptor P2Y faz 

ligações com uma proteína G heterotrimérica, sendo que cada subtipo pode formar associações 

homo- e heteromultiméricas, o que promoveria de maneira geral a geração de 1,4,5 inositol e 

liberação dos estoques da cálcio intracelular (LA SALA E COLS, 2006). Estes podem ser 

agrupados em: receptores ligados a proteína Gq (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11) que ativam 

fosfolipase C β; e ligados a proteína Gi (P2Y12, P2Y13, P2Y14) que inibem adenilato ciclase 

(INOUE, 2005; DI VIRGILIO, E COLS, 1996; ABBRACCHIO E COLS, 2006). O principal 

agonista para os receptores P2Y1 e P2Y12 e P2Y13 é o 2-MeSADP, sendo seus antagonistas o 

PPADS (P2Y1)  e o Clopidogrel (P2Y12) respectivamente, não tendo sido identificados ainda 

antagonistas para o receptor P2Y13. Os receptores P2Y2 e P2Y4 possuem o UTP como 

principal agonista e como antagonistas a suramina e o PPADS respectivamente. Já o UDP é o 

agonista principal do receptor P2Y6 que é antagonizado por PPADS e suramina. O receptor 

P2Y11 possui como agonista principal o ARC67085 e como antagonista a suramina, enquanto 

o receptor P2Y14 é ativado por UDP- glucose e  não possui antagonistas conhecidos (Tabela 2) 

(KÜGELGEN, 2005). 
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Os receptores P2Y acoplados a proteína de tipo Gq são ligados a sinalização via 

fosfolipase C, aumento  de Ca 2+ intracelular e ativação de proteínas kinase C. Já os receptores 

acoplados a proteína Gi, promovem acúmulo de AMPc. 

Os receptores P2Y encontram-se expressos em macrófagos humanos participando da 

sinalização de morte celular (OSHIMI E COLS, 1999), em membrana basolateral de túbulos 

proximais de rato (P2Y1, P2Y2 e P2Y4 ) onde o receptor P2Y2 quando inativado pode ser 

substituído pelo receptor P2Y6 (BAILEY E COLS, 2001). Em adição, foi demonstrado que a 

expressão dos receptores P2Y4 e P2Y6 oscila de acordo com o tempo de cultura em células 

epiteliais (OKUDA E COLS, 2003). Além disso, o receptor P2Y2 participa ativamente da 

ativação e diferenciação de células promonocíticas humanas (SANTIAGO-PEREZ E COLS, 

2001), sendo seu mRNA detectado em rins, baço, pulmão, fígado e coração. Este receptor 

exibe 89% de homologia na seqüência de aminoácidos entre camundongos e humanos. A 

dessensibilização do receptor P2Y2 ocorre 5 minutos após a exposição ao UTP pela 

fosforilação do seu C-terminal por proteínas kinases, e sua recuperação é observada 5-10 

minutos após a remoção do agonista (BRUNSCHWEIGER & MÜLLER, 2006). 

O receptor P2Y4 foi originalmente clonado de placenta humana e cérebro de rato. Este 

receptor é mais relacionado ao subtipo P2Y2 que ao P2Y6, apresentando 83% de homologia na 

seqüência de aminoácidos entre rato e humano (KÜGELGEN, 2006). Não apresentam 

antagonistas específicos, sendo fracamente responsivos a suramina e sensíveis a PPADS em 

células murinas.    

O receptor P2Y6 foi clonado em ratos, camundongos e humanos. Este receptor em 

humanos apresenta homologia de 37% na seqüência de aminoácidos com o receptor humano 

P2Y2 e 40 % com o receptor P2Y4 humano. Foi demonstrado que o receptor P2Y6 se encontra 
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expresso em doenças intestinais inflamatórias, sua ativação em monócitos medeia a produção 

de IL-8 e, é alvo na terapêutica de fibrose cística (BRUNSCHWEIGER & MÜLLER, 2006). 

O receptor P2Y6 exibe dessensibilização lenta após 30 minutos de exposição ao seu agonista.  

O receptor P2Y11 encontra-se envolvido na maturação induzida por ATP em células 

dendríticas (TANG E COLS, 1999).  

O receptor P2Y14 apresenta como seu principal agonista o UDP-glucose, sendo clonado 

de tecidos de humano, camundongo e rato. Ainda não foram descritos antagonistas a este 

receptor (ABBRACHIO E COLS, 2003). 

Os receptores P2Y podem ser estudados em contextos fisiológicos através de análises do 

acúmulo de fosfolipase C, diacilglicerol (DAG), inositol trifosfato (IP3) e cálcio intracelular 

utilizando agonistas e antagonistas (P2Y2, P2Y4 e P2Y6). Já o receptor P2Y14 pode ser 

estudado através do acumulo ou inibição de AMP cíclico (BRUNSCHWEIGER & MÜLLER, 

2006). 
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Tabela 2- Distribuição e principais agonistas/antagonistas de receptores P2Y 

Tipo Espécie Tecido Agonista principal Antagonistas 
P2Y1 Humano Amplo: plaquetas, coração, 

músculo esquelético, tecidos 
neuronais, trato digestivo 

(N)-me-2-MeSADP>ADP=ADPβS> 
ATP 

MRS 2179 
PPADS 

 Rato  2-MeSADP=2-MeSATP>ADP  
 Camundongo  2-MeSATP>2Cl-ATP>ATP  

 
P2Y2 Humano Amplo: pulmões, coração, 

músculo esquelético, baço, 
rim 

UTP=ATP>INS37217>Ap4A>ATPγS Suramina 

 Rato  UTP=ATP>CTP>GTP  
 Camundongo  UTP=ATP>Ap4A  

 
P2Y4 Humano Placenta, pulmões, músculo 

liso vascular, cérebro e 
fígado 

UTP> UTPγS PPADS 

 Rato  UTP=ATP=Ap4A  
 Camundongo  UTP=ATP  

 
P2Y6 Humano Pulmão, coração, aorta, baço, 

placenta timo, intestino e 
cérebro 

UDP=5Br-UDP>>UTP>2-MeSADP PPADS 
Suramina 

 Rato  UDP>UTP>ADP>2-MeSADP  
 Camundongo  UDP>UTP>ADP>2-MeSADP  

 
P2Y11 Humano Baço, intestino ARC67085≥ ATPγS=BzATP>ATP Suramina 

RB-2 
 

P2Y12 Humano Plaquetas, tecidos neurais 2-MeSADP>ADP>>(N)-me-2-
MeSADP 

Clopidogrel 

 Rato  2-MeSADP>ADP,ATP  
 Camundongo  2-MeSADP>ADP>ADPβS  

 
P2Y13 Humano Baço, leucócitos, medula 

óssea, fígado e cérebro 
2-MeSADP>ADP>ADPβS - 

 Rato  ADP> 2-MeSADP >>ATP  
 Camundongo  ADP= 2-MeSADP = ADPβS  

 
P2Y14 Humano Placenta, tecido adiposo, 

intestino, cérebro e baço 
UDP-glucose>UDP-galactose - 

 Rato  UDP-glucose  
 Camundongo  UDP-glucose  
Adaptado de KÜGELGEN, 2005.  
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 Os receptores P2X são ionotrópicos formadores de canais iônicos, sendo seus terminais 

amino- e carboxi-  localizados do lado citoplasmático, apresentando regiões de ligação a 

proteínas kinases. Possuem de 379 a 595 aminoácidos, apresentando dois domínios 

transmembrana hidrofóbicos, sendo que o primeiro (TM1) está envolvido na ligação com o 

canal e o segundo (TM2) ao poro iônico (RALEVIC, 1998). 

      O domínio extracelular apresenta-se em alça constituída de 10 resíduos de cisteína 

conservados formando uma série de ligações do tipo pontes bissulfeto (Figura 6). Através da 

ativação de receptores P2X, o gradiente de concentração de ATP extracelular promove atração 

de células dendríticas imaturas, bloqueia a síntese de citocinas pró-inflamatórias e a 

capacidade de promover resposta Th1, favorecendo a resposta Th2 nestas células (LA SALA 

E COLS, 2003). 

      Até o momento foram clonados sete subtipos de receptores P2X (P2X1-7) em 

mamíferos que apresentam ampla distribuição em diferentes tecidos (Figura 7). Os receptores 

P2X2 e P2X3 formam heteromultímeros em gânglios, P2X4/6 em neurônios do sistema nervoso 

central, P2X1/5 em células sangüíneas e P2X2/6 em células do cérebro (NORTH, 2002). O 

receptor P2X7 apresenta o terminal carboxi 100-200 aminoácidos mais longo, o que lhe 

confere sítios de ligação para sinalizações diferentes das outras 6 subunidades de receptores 

P2X.  
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Figura 6- (A)Esquema da organização dos receptores  P2X . (B)Note na figura da 

direita o C-terminal alongado característico do receptor P2X7 se comparado com 

outros P2X a esquerda (DI VIRGILIO E COLS, 2001). 

Figura 7-Distribuição dos receptores  P2X em tecidos de sistema nervoso central de ratos 

adultos. O receptor P2X1 é mostrado em neurônios corticais (vermelho); O receptor P2X2

presente no striatum (vermelho e amarelo); P2X3 em neurônios (vermelho); O receptor P2X4

é observado na substância branca (amarelo); Os receptores P2X5 e P2X6 em 

neurônios(amarelo); O receptor P2X7 se localiza em microglia de córtex 

(vermelho)(VOLONTÉ E COLS, 2006) 
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O receptor P2X1 foi inicialmente clonado a partir de preparações de vasos deferentes de 

ratos, de humanos e da bexiga urinária de camundongos. A dessensibilização do receptor P2X1 

ocorre quando a aplicação do agonista é superior a 100 milisegundos (NORTH E COLS, 

2002).  

O receptor P2X2 foi clonado a partir de células PC12 de ratos (BRAKE E COLS, 1994; 

RALEVIC & BURNSTOCK, 1998) e possui 41% de homologia com o receptor P2X1, 

entretanto não há antagonistas seletivos para os receptores P2X2.  Estes receptores apresentam 

dessensibilização baixa ou nula (NORTH, 2002).  

O receptor P2X3 foi clonado a partir do gânglio dorsal de ratos por CHEN E COLS em 

1995 (Apud (RALEVIC E BURNSTOCK, 1998)) e possui 43% de homologia com o 

receptor P2X1 e 47% com o receptor P2X2. Os antagonistas para este receptor são a suramina 

e o trinitrofenil- ATP (TNP-ATP), entretanto tais antagonistas não são capazes de distinguir 

entre os receptores P2X1 e P2X3. Sob concentrações de ATP (30kM), a dessensibilização do 

receptor ocorre em um tempo menor que 100ms (NORTH E COLS, 2002).  

O receptor P2X4 foi o primeiro da família de receptores P2X a ser identificado no cérebro 

(SOTO E COLS, 1996; RUBIO & SOTO, 2001); contudo, foi mostrado recentemente que ele 

é largamente expresso em tecidos periféricos incluindo pâncreas, ductos biliares, órgãos 

reprodutivos femininos, trato gastrintestinal, árvore pulmonar , em macrófagos e  em células 

dendríticas (COUTINHO-SILVA E COLS, 1999;BO E COLS, 2003; COUTINHO-SILVA E 

COLS, 2005). 

O receptor P2X5 é largamente expresso em tecidos periféricos incluindo pâncreas, ductos 

biliares, órgãos reprodutivos femininos, trato gastrintestinal e árvore pulmonar (BO E COLS, 

2003). O receptor P2X5 foi clonado a partir de gânglio celíaco de ratos, sendo seus 
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antagonistas a suramina e o PPADS (COLLO E COLS, 1996). Este receptor, contudo, não se 

dessensibiliza (NORTH E COLS, 2002). 

O receptor P2X6 foi isolado do gânglio cervical superior de ratos, sendo parcialmente 

inibido pelo PPADS ou suramina (COLLO E COLS, 1996; RALEVIC & BURNSTOCK, 

1998; NORTH E COLS, 2002). 

O receptor P2X7 quando ativado por ATP ou 2’,3’-(4-benzoil)-benzoil ATP (Bz-ATP) (seu 

agonista mais potente), em células HEK 293 transfectadas, induz perturbações de membrana 

plasmática denominadas blebs, com protusões semiesféricas de 1 a 10 µM de diâmetro, sendo 

geralmente precedida do aparecimento de pequenas vesículas (MACKENZIE E COLS, 1999). 

Adicionalmente, quando ativado por períodos maiores que 20 minutos causa apoptose 

(MACKENZIE E COLS, 2005). 

      Os receptores P2 são ativados por uma ampla variedade de nucleotídeos extracelulares em 

diferentes tecidos (Tabela 3).  
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Tabela 3- Distribuição e principais agonistas/antagonistas de receptores P2X 

Tipo Espécie Tecido Agonista principal Antagonistas 
P2X1 Humano Plaquetas, bexiga, músculo liso, tecidos 

neuronais, intestino.  
-2-MeSADP>α,β-
meATP>ATPγS=ATP  
Dessensibilização rápida 

Suramina  

PPADS 

 Rato  -2-MeSADP>α,β-
meATP>ATPγS=ATP  
 

 

 Camundongo  
 

-2-MeSADP=α,β-
meATP>ATPγS=ATP  
 

 

P2X2 Rato Sistema nervoso central, periférico, 
medula, epitélio, esqueleto e músculo 
cardíaco 

-2-MeSADP=α,β-
meATP>ATPγS=ATP 

Suramina 
PPADS 

     
     
P2X4 Rato Gânglio de raiz dorsal e nodosa, pele, 

juntas, pulmões, ureteres e trato 
gastrintestinal  

ATP>-2-MeSATP>>> α,β-
meATP 

TNP-ATP 

     
     
P2X5 Rato Pulmão, coração, aorta, baço, placenta, 

timo, intestino e cérebro 
ATP>-2-MeSATP> ADP PPADS 

Suramina 
     
     
P2X6 Rato Baço, intestino ATP>-2-MeSATP> ADP PPADS 
P2X7 Humano Plaquetas, tecidos neurais, células 

apoptóticas no sistema imune, pele e 
pâncreas 

Bz-ATP>ATP>2-MeSATP  

 Rato  2-MeSADP>ADP,ATP KN-62 

BBG, ATPo 
Subtipos de receptores P2X expressos em tecidos de mamíferos. Adaptado de BURNSTOCK, 

2006 
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O receptor P2X7, em especial, possui papel importantíssimo no sistema imune inato 

mediando inflamação e eliminação de patógenos intracelulares (DI VIRGILIO, 2001; 

COUTINHO-SILVA E COLS, NO PRELO; WATTERS E COLS, 2001). Este receptor, 

quando estimulado com baixas doses de ATP ou Bz-ATP, abre um canal reversível na 

membrana permeável a pequenos cátions (Na+, Ca2+, K+) (COUTINHO-SILVA E COLS, 

1996). O receptor P2X7 se distingue dos demais receptores P2X devido à sua habilidade de 

aumento progressivo de resposta se mantido sob constante estímulo, gerando um poro de 

membrana reversível, não seletivo e permeável a solutos hidrofílicos de baixo peso molecular. 

Tal fato é confirmado pela permeabilidade à corantes fluorescentes como YO-PRO e Brometo 

de Etídio, o que facilita o fluxo bidirecional de cátions, gerando despolarização e massivo 

influxo de Ca 2+ (DI VIRGILIO E COLS, 2001). O domínio carboxi-terminal mais longo do 

receptor P2X7 confere controle sobre a formação do poro e transdução de sinal (SUPRENANT 

E COLS, 1996; WORTHINGTON E COLS, 1998). Este receptor apresenta diversos sítios que 

são homólogos à sítios de outros receptores envolvidos em interações proteína-proteína e 

ligação a LPS (DELINGER E COLS, 2001). 

      O receptor P2X7 pode ser encontrado em diferentes tipos celulares como neurônios, 

macrófagos, células dendríticas e da microglia, fibroblastos, linfócitos e células endoteliais 

(SUPRENANT E COLS, 1996; DI VIRGILIO E COLS, 2001; KNIGHT & BURNSTOCK, 

2004). 
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         O receptor P2X7 quando ativado, promove a produção e liberação de IL1-β em 

microglia, monócitos e macrófagos via fusão de vesículas (FERRARI E COLS, 1997; 

MACKENZIE E COLS, 2001) e, em macrófagos ativados por LPS, o processamento e 

liberação de tal citocina pró-inflamatória ocorre com a formação de blebbing de membrana via 

P2X7, fato confirmado com a utilização de célula HEK transfectada (MORELLI E COLS, 

2003). Adicionalmente, este receptor medeia a apoptose em diversos tipos celulares 

(COUTINHO-SILVA E COLS, 1999; GRÖSCHEL E COLS, 1999; COUTINHO-SILVA E 

COLS, 2001; MORELLI E COLS, 2001).                                                                                                                  

      O receptor P2X7 encontra-se associado à vias clássicas de ativação de kinases/JNK, 

caspase 3, ativação de fosfolipase D e A2 (PFEIFFER E COLS, 2004). O receptor P2X7 

promove apoptose induzida por ATP em células dendríticas (COUTINHO-SILVA E COLS, 

1999) e em células epiteliais cervicais humanas, onde envolve a ativação de caspase 9 

(WANG E COLS, 2004). Estudos utilizando camundongos deficientes em receptores P2X7 

comprovaram seu envolvimento na inflamação. O silenciamento do gene do receptor P2X7 

promove inflamação crônica e dor neuropática atenuados (LABASI E COLS, 2002; 

CHESSELL E COLS, 2005). Adicionalmente, este receptor também está envolvido em 

processos de fusão celular, proliferação, formação óssea, reorganização dos filamentos de 

actina de forma direta, comprovado pela utilização de citocalasina D (LEONG E COLS, 1994; 

CHIOZZI E COLS, 1997; LASALA E COLS, 2003; PFEIFFER E COLS, 2004), choque 

séptico, binding de LPS (HU E COLS, 1998; WATTERS E COLS, 2001), além do 

envolvimento no fenômeno de pseudoapoptose em células HEK quando ativado brevemente 

(MACKENZIE E COLS, 2005). Em 1995, Falzoni sugeriu o possível envolvimento do 

receptor P2X7 em formação de células multinucleadas em situações de infecção (FALZONI E 
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COLS, 1995). O receptor P2X7 como descrito acima, desempenha papéis importantíssimos na 

imunidade inata mediando principalmente mecanismos de inflamação. Apesar do destaque 

dado ao receptor P2X7 , o ATP extracelular no sistema imune, também é capaz de ativar outros 

receptores P2, que podem atuar em conjunto, apesar do mecanismo ainda não estar muito claro 

(LA SALA E COLS, 2003).  

 

1.3. Papel de Receptores P2 na Morte Celular 

 

Apoptose é um processo homeostásico regulado, orquestrado pelo genoma do 

hospedeiro, de deleção específica de células sem indução de resposta inflamatória (WANG E 

COLS, 2004). Diversos trabalhos documentam que as vias intrínseca e extrínseca da apoptose 

resultam em alterações celulares tanto morfológicas quanto bioquímicas.(SAUNDERS, 1966; 

TWOMEY & MACCARTHY, 2005). A apoptose inicia-se com vias de sinalização que 

incluem de modo geral estresse oxidativo, injúria, e níveis altos de fatores tróficos 

extracelulares (TWOMEY & MACCARTHY, 2005).   

Em 1987 Steinberg e Silverstein demonstraram que a exposição prolongada de  

macrófagos de linhagem de camundongo J774, a altas concentrações de ATP acarretava na 

morte da maioria das células; enquanto as células restantes se apresentavam insensíveis aos 

efeitos permeabilizantes do ATP (STEINBERG, E COLS 1987). Di Virgilio nos anos 90 

demonstrou que células natural killers de linhagem (P-815 e YAC) apresentavam morte 

induzida por ATP com características como fragmentação de DNA e externalização de 

fosfatidilserina (PS).  Desde então diversos autores reportaram os efeitos citotóxicos do ATP 
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via ativação de receptores purinérgicos utilizando agonistas e antagonistas específicos 

(FERRARI E COLS, 2005). 

A citotoxicidade do ATP em macrófagos se encontra diretamente relacionada a presença 

do receptor P2X7, confirmado com o uso de seus antagonistas específicos como oxATP 

(MELO E COLS, 2001) e brilliant blue G (BBG), além da utilização de macrófagos 

provenientes de animais P2X7 
-/-, os quais não entram em morte celular quando na presença de 

ATP (COUTINHO-SILVA E COLS, 2003). De modo geral, o receptor P2X7 é capaz de 

promover a exteriorização de fosfatidilserina (MACKENZIE E COLS, 2005) apesar de 

evidências que, o receptor P2X7 seja capaz de realizar a alteração da posição da 

fosfatidilserina sem comprometer a célula com apoptose (ELLIOTT E COLS, 2005). 

Adicionalmente, o receptor P2X7 se encontra associado às cascatas clássicas de ativação de 

kinases JNK e caspase 3 ativadas por estresse oxidativo (HUMPHREYS E COLS, 2000).  

 Em macrófagos, o acoplamento de ATP no receptor P2X7 gera um poro de membrana 

reversível que permite o influxo e efluxo de moléculas de até 900Da (COUTINHO-SILVA E 

COLS, 1997). Particularmente, a exposição intermitente do macrófago ao ATP a 

concentrações milimolares, promoveria um programa de suicídio que inevitavelmente seria 

sucedido de apoptose, mesmo que o ATP não esteja mais presente (DI VIRGILLIO, 1995; DI 

VIRGILLIO E COLS, 1998). Macrófagos de linhagem J774 apresentam morte celular 

induzida por ATP de duas formas: rápida, com características de lise colóide-osmótica, rápida 

retração citoplasmática ou liberação do conteúdo citoplasmático, caracterizando uma morte 

tipicamente necrótica (MURGIA E COLS, 1992). O mecanismo de apoptose neste sistema se 

daria  pela ativação de caspases 1 e 3 (LE FREUVE E COLS, 2003), exposição de 

fosfatidilserina , blebbing de membrana, fragmentação de DNA e liberação de TNF-α em 
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microglia (FERRARI E COLS, 2005). Tal aparato constituiria uma via clássica de ativação e 

sensibilização dos macrófagos aos efeitos líticos do ATP (BOURS E COLS, 2006). 

 O mesmo mecanismo de indução de morte após prolongada exposição ao ATP em 

concentrações milimolares se repete em células dendríticas (COUTINHO-SILVA E COLS, 

1999; SLUYTER E COLS, 2004), o que contribuiria com a remoção destas células após a 

apresentação de antígenos, auxiliando na manutenção da homeostase. Os efeitos citotóxicos do 

ATP se dariam através do receptor P2X7 e ativação de caspases 1 e 3 (COUTINHO-SILVA E 

COLS, 1999; FERRARI E COLS, 1997). 

Sugyiama e colaboradores reportaram que em pericitos, a apoptose induzida via P2X7 seria 

revertida quando da ativação do receptor P2Y4 com UTP, e que nas mesmas células o processo 

de morte via ativação do receptor P2X7 seria exacerbada pela abertura de canais de cálcio 

dependentes de alta voltagem (VDCCs) (SUGYIAMA E COLS, 2005). 

Suprenant e colaboradores demonstraram que a ativação do receptor P2X7 induz 

microvesiculação e bebbling de membrana expondo células HEK 293 por segundos ao ATP 

(Figura 8) (VIRGINIO E COLS, 1999). Entretanto este mesmo autor sugere que a rápida 

exposição do receptor P2X7 ao ATP promoveria o fenômeno de pseudoapoptose já que apesar 

de apresentação dos sinais de morte clássicos, a célula conseguiria se recuperar evitando a 

morte. Adicionalmente, Verhoef demonstrou que o ATP induziria o bebbling de membrana 

através da ativação de kinases efetoras do tipo Rho, promovendo alterações dramáticas na 

membrana plasmática características de vias de apoptose (VERHOEF E COLS, 2003). 
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Figura 8- Alterações morfológicas e lise celular em células HEK 293 expressando 

receptor P2X7 de rato, após exposição de 40s a 30 µM de BzATP (A) e após 

melhoramento digital da imagem (B). A ruptura da membrana é evidente a partir de 

30s. Em (C), detecção imunohistoquímica para P2X7R (VIRGINIO E COLS, 1999). 
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A morte celular ativada por ATP também pode se dar através de liberação espontânea de 

ATP através de ativação autócrina/parácrina. In vitro, macrófagos murinos que expressam 

altos níveis de receptor P2X7 apresentam níveis mais altos de apoptose basal (ADINOLFI E 

COLS, 2005). Células cervicais humanas utilizam mecanismos autócrinos-parácrinos de 

controle do receptor P2X7 no cálcio citosólico utilizando a via mitocondrial na indução da 

apoptose em situações de injúria celular (WANG E COLS, 2004).  

No que concerne a relação entre receptores P2Y e a apoptose, trabalhos recentes  reportam 

apoptose induzida pelo receptor P2Y1 em célula de astrocitoma (SELLERS E COLS, 2001; 

MAMEDOVA E COLS, 2006). Adicionalmente, confirmou–se a apoptose induzida por P2Y1, 

via ativação com ADP, e não P2Y12 (que se torna responsivo a 2-MeSADP), antagonizando a 

apoptose induzida por TNF-α, via modulação da fosforilação de ERK ½, Akt e c-Jun N-

terminal kinase (SELLERS E COLS, 2001).  O receptor P2Y1 também é capaz de induzir 

apoptose em células de carcinoma intestinais através da ativação com ADP (COUTINHO-

SILVA E COLS, 2005). 

Os receptores P2Y2 conferem resistência a morte por hipoxia em hepatócitos (CARINI E 

COLS, 2006) e também a neurônios (ARTHUR E COLS, 2006). Em contrapartida, este 

receptor possui efeitos anti-proliferativos e apoptóticos em células de carcinoma humano, 

células epiteliais, coloretais e esofageais (HOLLOPETER E COLS, 2001; HOPFNER E 

COLS, 2001; INOHARA E COLS, 2003). 

O receptor P2Y4 foi associado com o comprometimento de vias de morte em células de 

neuroblastoma humano (CAVALIERE E COLS, 2005). 
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O receptor P2Y6 encontra-se superexpresso em corações transplantados, promovendo 

maior integração com TNF-α potenciando a morte de cardiomiócitos (BANFI E COLS, 2005).  

Em contrapartida,  este receptor  expresso em astrocitomas humanos previne a apoptose 

induzida por TNF- α através da ativação de ERKs (KIM E COLS, 2003). 

 

1.4. Papel de Receptores P2 na Infecção 

 

      Os parasitas intracelulares, conforme já descrito anteriormente, provocam mudanças 

moleculares e morfológicas na célula hospedeira, gerando também, injúrias teciduais 

culminando em sítios de inflamação. Sabe-se que os nucleotídeos possuem papel chave nestes 

sítios, sendo secretados ou liberados através de lise (ABBRACCHIO E COLS, 2006). Células 

infectadas podem vir a liberar ATP como tentativa de inibição da replicação parasitária, ou 

liberar após o ciclo de infecção com a subseqüente lise do hospedeiro (SIKORA E COLS, 

1999). Desta forma, a liberação local de ATP, por exemplo, promove a sinalização de injúria e 

infecção às células adjacentes (Figura 9). O ATP extracelular induz tanto apoptose quanto 

necrose em células infectadas, enquanto outros estímulos conhecidos de apoptose não o 

fazem; a morte de bactérias intracelulares através da fusão fagolisossômica ativada por ATP é 

de modo geral, via ativação de fosfolipase D (COUTINHO-SILVA E COLS, NO PRELO). 
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Adicionalmente, alguns parasitas intracelulares como M. bovis, Vibrio cholerae, M. 

tuberculosis, T. cruzi e Leishmania secretam ou expressam enzimas que degradam ou 

sintetizam nucleotídeos em sua superfície (PUNJ E COLS, 2000; BISAGGIO E COLS, 2003). 

Os promastigotas, e principalmente os amastigotas de L. amazonensis hidrolisam moléculas de 

ATP com ecto-NTPDases gerando ADP, AMP e adenosina; sendo também demonstrado que 

estas ATPases promovem maior interação entre os promastigotas e macrófagos peritoneais 

(PINHEIRO E COLS, 2006).  Sabe-se também que tais enzimas são consideradas fator de 

virulência destes patógenos, demonstrando assim, a importância de nucleotídeos na 

sobrevivência destes (Tabela 4) (BERREDO-PINHO E COLS, 2001; BISAGGIO E COLS, 

2003; CHOPRA E COLS, 2003). No modelo de Leishmania e T. cruzi, os parasitas mais 

eficientes na hidrólise de ATP através de ATPases dependentes de Mg (2+), apresentaram-se 

mais virulentos (BERREDO-PINHO E COLS, 2001; MEYER-FERNANDES, 2004).  

Figura 9- Efeito direto dos parasitas e seus produtos na morte celular do hospedeiro 

(LÜDDER E COLS, 2001). 

Parasitas e 
seus 
produtos 

Célula 
hospedeira 

Hospedeiro 
infectado 

Destino do parasita e 
hospedeiro 

Sobrevivência de 
ambos 
 
 
 
Morte de ambos 
 
 
 
Escape do 
parasita  
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Tabela 4- Efeito do ATP extracelular em patógenos extracelulares 

Abreviaturas: NO- óxido nítrico; ROI- intermediários reativos de oxigênio. Adaptado de 

COUTINHO-SILVA e colaboradores revisão no prelo. 

 

 

 

Tipo Celular Patógeno Efeito descrito Subtipo de receptor P2 
envolvido 

Macrófagos 
humanos 
 

BCG 
 

Clearance mycobacteriano Indeterminado 

Macrófagos 
humanos 

BCG 
-M. 
tuberculosis 
H37Ra 
 

Clearance micobacteriano 
Acidificação dos fagossomos 

P2X7, P2Y 
P2X7 

Macrófagos 
murinos 
 

BCG Produção de NO e ROI P2Y ? 

Macrófagos 
humanos 

M. 
tuberculosis 
H37Rv 
 

Clearance micobacteriano; ativação de fosfolipase 
D 

P2X7 
P2 ? 

Macrófagos 
murinos e 
Linhagem J774 
 

BCG Clearance micobacteriano;ativação de fosfolipase 
D; fusão fagossomo-lisossomo 

P2X7 

Macrófagos 
bovinos 
 

BCG Clearance micobacteriano e aumento de mRNA 
de P2X7 

P2X7 

Linhagem J774 C. caviae 
 

Clearance de Chlamydia  
Inibição da apoptose mediada por P2X7 
 

P2X7 

Macrófagos 
murinos 

C. 
trachomatis 
 

Clearance  de Chlamydia; ativação de fosfolipase 
D;fusão fagossomo-lisossomo 
 

P2X7 

Timócitos 
murinos 
 

T. cruzi 
 

Modulação da morte de timócitos P2X7 ? 

Macrófagos 
murinos 

T. cruzi 
 

Inibição da permeabilização mediada por P2X7 
 

P2X7 

Macrófagos 
murinos 

L. 
amazonensis; 
L.donovani 
 

Aumento da permeabilização mediada por P2X7 P2X7 
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    Sabe-se que a atividade bactericida dos macrófagos se dá através de algumas vias 

incluindo a apoptose (DI VIRGILIO, 2005). A apoptose é um tipo de morte celular 

programada, caracterizada por ser um fenômeno fisiológico para manutenção da homeostase, e 

também como fator chave no auxílio à contenção de doenças infecciosas humanas. Desta 

forma, muitos dos parasitas apresentam adaptações que interferem nas vias de morte, 

modulando assim o adiantamento ou atraso da morte do hospedeiro (BOCCHINO E COLS, 

2005). Durante a infecção aguda com Plasmodium falciparum, diversas células imunes do 

hospedeiro entram em vias de apoptose induzida pelo parasita modulando a fisiologia 

linfocitária e conseqüente diminuição de resposta proliferativa à antígenos da malária 

(TOURE-BALDE E COLS, 1995; TOURE-BALDE E COLS, 1996). Já organismos 

infectados com Toxoplasma gondii, apresentam inibição da apoptose em macrófagos 

infectados, de modo a prolongar o período de resistência parasitária (NASH E COLS, 1998). 

 

1.4.1  Na Infecção Bacteriana 

 

     A micobactéria Mycobacterium tuberculosis é causadora da tuberculose, doença que atinge 

as vias respiratórias, amplamente disseminada no mundo. Na infecção por Mycobacterium 

tuberculosis, a bactéria utiliza como estratégia de sobrevivência o adiamento da maturação 

endocítica. O ATP extracelular é capaz de levar a morte mycobacteriana em macrófagos 

murinos, bovinos e humanos infectados com o bacilo BCG através da aceleração da fusão 

lisossômica (SIKORA E COLS, 1999; KUSNER E COLS, 2000; STOBER E COLS, 2001), 

por um mecanismo dependente de fosfolipase D (EL MOATASSIM E COLS, 1992). A 

fosfolipase D é conhecida como molécula envolvida em diversas rotas de eliminação 

parasitária, incluindo aceleração da fusão lisossômica, o que culmina na morte micobacteriana 
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sem ocorrer necessariamente a morte do hospedeiro (KUSNER E COLS, 2000). Neste 

sistema, a fosfolipase D é ativada graças a fosforilação de MAPKs, ERKs e PI3-K (FRANCO-

MARTINEZ E COLS, 2006). Sabe-se que durante a fase intracelular da bactéria Listeria 

monocytogenes, a fosfolipase D é regulada pelo patógeno, podendo este ser um mecanismo 

que interfira da eliminação bacteriana (KRAWCZYK-BALSCA E COLS, 2004). Em 

comparação com outros ligantes que possam induzir a lise em macrófagos, incluindo citólise 

mediada por complemento, ligante de Fas, e a ativação de CD69 apenas o tratamento com 

ATP pode estimular a morte do hospedeiro e da micobacteria (SIKORA E COLS, 1999; 

KUSNER E COLS, 2000; STOBER E COLS, 2001).  

   Bactérias do gênero Chlamydia são parasitas intracelulares obrigatórios, agente etiológico de 

ampla variedade de doenças incluindo tracoma, infertilidade e aborto, além de progressão de 

algumas doenças como aterosclerose, artrite e Alzheimer (RUDEL E COLS, 2001). Estas 

bactérias sobrevivem no hospedeiro macrófago em inclusões envoltas por membrana. Assim 

como as micobactérias, este patógeno utiliza como estratégia de sobrevivência o retardamento 

da via lisossômica; Coutinho-Silva e colaboradores demonstraram que o ATP extracelular, 

ativando fosfolipase D, induz a fusão fago-lisossômica em macrófagos infectados com 

Chlamydia trachomatis, culminando na morte bacteriana. Experimentos com animais 

deficientes do receptor P2X7 comprovaram a necessidade deste receptor para a ativação com 

ATP extracelular (COUTINHO-SILVA E COLS, 2003). Experimentos com outras espécies de 

Chlamydia demonstraram que estas podem inibir a apoptose induzida por diferentes estímulos 

inclusive modulando negativamente o receptor P2X7 (COUTINHO-SILVA E COLS, 2001). 

 

 

 



 

 

40

1.4.2  Na Infecção por Protozoários 

 

A doença de Chagas é causada por um protozoário intracelular facultativo denominado 

Trypanosoma cruzi. Tal doença é caracterizada por uma condição inflamatória crônica com 

cardiomiopatias e desordens digestórias.  

O protozoário Trypanosoma cruzi, utiliza o ATP extracelular como via sinalizadora na 

fase aguda da infecção, causando atrofia tímica (LEITE-DE-MORAES E COLS, 1992). Na 

fase aguda de infecção, os timócitos, especialmente a população CD4+/CD8+ duplo positiva, se 

encontram mais sensíveis ao ATP apresentando alta permeabilização de membrana e morte do 

hospedeiro. A utilização de inibidores do receptor P2X7 como oxATP, Mg2+ e agonistas mais 

potentes como Bz-ATP, demonstraram a importância deste receptor no clearance de timócitos 

e seu papel na atrofia tímica (MANTUANO-BARRADAS E COLS, 2005). Por outro lado, 

macrófagos infectados com T. cruzi permeabilizam menos, sugerindo a regulação negativa do 

receptor P2X7 nos mesmos (Tabela 4). 

      Torres-Santos em 2002 sugeriu a regulação positiva do receptor P2X7 durante a infecção 

com L. amazonensis in vivo e in vitro, gerando respostas funcionais quando da sua ativação, 

como maior permeabilidade plasmática ao Lúcifer yellow através do ATP. Tal permeabilidade 

aumentada também foi observada em células de baço infectadas com L. donovani. A presença 

de ATP extracelular durante a infecção com L. amazonensis parece não interferir na invasão, 

mas macrófagos tratados com este nucleotídeo apresentam taxa parasitária diminuída 

(TORRES-SANTOS E COLS, 2002). Também foi observado que o ATP não possui efeito 

direto na viabilidade de promastigotas. Corroborando com Torres-Santos, Chaves em 2005, 

demonstrou in vivo e in vitro diminuição da taxa parasitária em animais infectados com L. 

amazonensis, quando tratados com ATP e UTP (CHAVES, 2005). 
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Ainda não é conhecido o mecanismo de ação dos nucleotídeos para culminar na 

diminuição da carga parasitária de Leishmania, provavelmente se daria de forma diferenciada 

das infecções bacterianas. Visto que os parasitas de Leishmania necessitam do pH ácido dos 

fagolisossomos para replicação e sobrevivência no hospedeiro, utilizando um mecanismo 

muito peculiar que interfere no tempo de maturação do fagolisossomo (Figura 2). Enquanto 

nas inclusões bacterianas, o ATP propicia a morte do patógeno induzindo acidificação das 

inclusões utilizando a fosfolipase D. Portanto, como o ATP e o UTP atuariam nas infecções de 

Leishmania? A possível regulação positiva do receptor P2X7 na infecção com L. amazonensis 

(proposto anteriormente) abre a possibilidade a questionamentos como: quais mecanismos 

estariam envolvidos na redução da taxa parasitária; se estariam sendo modulados diferentes 

receptores P2; se estes receptores seriam funcionais; se sim, qual o papel dos mesmos na 

infecção; O que significaria a regulação destes receptores na infecção? 
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a modulação funcional de receptores P2 na infecção in vitro com Leishmania 

amazonensis. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Detectar alterações morfológicas em células infectadas com L. amazonensis quando 

tratadas com agonistas para receptores P2X e P2Y. 

  

2. Avaliar a modulação de receptores P2X e P2Y na infecção de macrófagos com 

Leishmania amazonensis através de técnicas de medidas de cálcio intracelular. 

 

3. Avaliar se há morte de macrófagos infectados em resposta a ativação dos receptores P2 

modulados. Examinando o tipo de morte (necrose x apoptose) e se células de 

camundongos P2X7 -/- infectadas apresentam morte  com a  utilização de diferentes 

agonistas para receptores P2. 
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3. Materiais e Métodos 

 



 

 

45

 

3.1  NUCLEOTÍDEOS 

 

Foram utilizados como agonistas dos receptores P2 os nucleotídeos: Trifosfato de 

Adenosina (ATP), 5`- Trifosfato de Uridina (UTP) e 5`- Difosfato de Uridina (UDP). Na 

qualidade de antagonistas de receptores P2 foram utilizados: ATP oxidado (oxATP), 

Suramina, ácido pirodoxalfosfato-6-azofenil-2`, 4`-dissulfônico (PPADS). Todos os materiais 

supracitados foram obtidos da Sigma e  estocados em PBS a -20oC até o uso. 

 

3.2  CAMUNDONGOS 

 

  Os camundongos utilizados das linhagens BALB/c e C57BL/6, foram mantidos em 

biotério climatizado com água, maravalha e ração comercial esterilizada. Também foram 

utilizados camundongos deficientes para o receptor   P2X7 (P2X7 -/-) gentilmente cedidos pelo 

Doutor James Mobley (PGRD, Pfiser Inc., Groton,CT) e mantidos no biotério de animais 

Transgênicos do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho. Foram utilizados animais de 

ambos sexos, com idades entre 10 a 15 semanas para extração de macrófagos peritoneais. 

 

3.3 OBTENÇÃO DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS 

 

 Os animais foram sacrificados por asfixia em câmara de CO2, seguido de deslocamento 

cervical, seguindo condutas de bioética de acordo com as normas do Instituto de biofísica. A 

extração de macrófagos residentes foi realizada por injeção de 10 mL de meio 
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DMEM/BIC/HEPES (Dubelco`s Modified Eagle`s Medium, 3,7g/L de bicarbonato de sódio e 

5g/L de HEPES) (Invitrogen) gelado no peritôneo dos animais, seguindo-se de massagem e 

aspiração das células. Então, após centrifugação, as células foram ressuspendidas em meio 

DMEM/BIC/HEPES e contadas através de exclusão por Azul de Tripan em câmara de 

Neubauer. Em seguida, as células foram ajustadas a uma concentração de 2 x 106 células por 

50µL. Cada placa, poço ou lamínula recebeu 50 µL de células, permanecendo em repouso por 

1 hora na estufa a 37oC em atmosfera umidificada e 5% de CO2. Em seguida, todos os poços 

foram lavados 2 vezes com PBS estéril a 37oC, de modo a selecionar positivamente as células 

aderidas. Finalmente, todos os poços receberam meio DMEM/BIC/HEPES suplementado (100 

U/mL de penicilina, 100 U/mL de estreptomicina, 1% de L-glutamina e 10% de soro fetal 

bovino-SFB) (Invitrogen). 

 

3.4  PARASITOS 

 

Utilizou-se promastigotas de Leishmania amazonensis da cepa Josefa (designação 

MHOM/BR/Josefa), transfectadas com GFP através de eletroporação. Os protozoários foram 

obtidos com a Dra Bartira Rossi Bergman (IBCCF/ UFRJ). Os promastigotas foram mantidos 

em meio 199 (Sigma) suplementado (5% de hemina, 100 U/mL de penicilina, 100 U/mL de 

estreptomicina, 0,3 mg/L de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino SFB) a 26o C. Repiques 

periódicos foram feitos a partir da fase estacionária da cultura até no máximo a 4a passagem. 

Os parasitas são contabilizados após fixação com formalina a 4% e contagem direta em 

câmara de Neubauer, com auxílio de microscópio óptico.  
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3.5 INFECÇÃO 

 

Para a infecção, as células obtidas do lavado intraperitoneal foram plaqueadas a uma 

concentração de 2 x 106 células por poço, placa ou lamínula (de acordo com o experimento) e 

deixadas para aderir por 1 hora a 37oC e 5% de CO2. Em seguida, para seleção positiva das 

células, foram lavadas duas vezes com PBS estéril, descartando-se as células não aderentes. 

As células aderentes foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis (10 

parasitos/macrófago) por 4 horas. Os parasitos não internalizados foram então, removidos 

lavando-se com PBS pré-aquecido, e os macrófagos infectados, mantidos em meio 

DMEM/BIC/HEPES suplementado e mantido a 37oC em atmosfera umidificada e 5% de CO2 

por 48 horas, quando os diferentes tratamentos serão realizados. 

 

3.6 MICROSCOPIA ÓPTICA 

3.6.1 Contraste de fase 

 

Após o plaqueamento e a infecção ou não em placas de cultura estéreis de 35mm por 36 

horas, cada placa recebeu seu respectivo tratamento com nucleotídeos diluídos em PBS por 40 

minutos a 37o C em atmosfera umidificada e 5% de CO2. Então, os poços foram incubados 

com DMEM/ HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37oC em atmosfera 

umidificada e 5% de CO2. Após o período de incubação, estas foram levadas ao microscópio 

óptico invertido da Zeiss, onde foram fotografadas em objetivas de 40 X ou 63X e suas 
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imagens adquiridas no programa Image Pro Plus (Olympus) e processadas no programa Adobe 

Photoshop 7.0. 

 

        3.6.2 Fluorescência 

 

Após o plaqueamento e a infecção ou não em placas de cultura estéreis de 35mm por 36 

horas, cada placa recebeu seu respectivo tratamento com nucleotídeos por 40 minutos a 37o C 

em atmosfera umidificada e 5% de CO2. Então, as placas foram incubadas com DMEM/ 

HEPES suplementado e mantidas por mais 8 horas a 37oC em atmosfera umidificada e 5% de 

CO2. Logo após, as células receberam o tratamento com o corante Hoescht ( excitação 350 nm 

e emissão 461nm ) na concentração de 1:1000 por 10 minutos de incubação a 37o C em 

atmosfera umidificada 5% de CO2, ao abrigo da luz. 

  

3.7 ENSAIOS DE APOPTOSE 

 

Para medidas de apoptose celular, foram realizados ensaios de citometria de fluxo 

baseados na análise da formação de núcleos hipo-diplóides. 

Após plaqueamento e infecção ou não em placas de 24 poços por 36 horas, cada poço foi 

incubado com seu respectivo tratamento com nucleotídeos diluídos em PBS por 40 minutos a 

37oC em atmosfera umidificada e 5% de CO2. Em seguida, os poços foram suplementados 

com DMEM/ HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37oC em atmosfera 

umidificada e 5% de CO2. As células foram removidas por raspagem e ressuspendidas em 

tampão de ciclo celular (50 µg/mL de brometo de etídeo, 0,01g de citrato de sódio, 0.1% de 
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Triton X-100) por pelo menos 15 minutos. O tampão de ciclo celular permite determinar a 

porcentagem de núcleos hipo-diplóides.  

Foram coletados 5000 eventos por amostra sendo sua aquisição no programa Cellquest, 

no equipamento FACScalibur (Becton Dickinson) equipado com um laser de argônio 

(excitação a 488nm) avaliando-se: o espalhamento de luz frontal (foward scatter), o 

espalhamento de luz lateral (side scatter), a emissão de fluorescência à 575nm na escala 

logarítmica (FL2) e à 633nm na escala linear (FL3), além de área sobre a curva de 

fluorescência à 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 na Figura 10) não era analisado, 

podendo corresponder a núcleos grumados, tamanho pequeno e muito material genético, 

representando falsos resultados que poderiam comprometer a qualidade da análise (Figura 10). 

O equipamento utilizado se localiza no Instituto de Microbiologia, CCS, UFRJ. Para análise 

dos resultados, utilizou-se o programa WinMDI (Multiple Document Interface Flow 

Cytometry Application, versão 2.8), desenvolvido por Joseph Trotter, The Scripps Research 

Institute (La Jolla, E.U.A.). 
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Figura 10: 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 103 foram considerados 

núcleos hipo-diplóides, estando dentro da região M1. Em A temos os macrófagos controle, em 

B os macrófagos incubados com 3mM de ATP extracelular.  

A 

B   
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3.8 ENSAIO DA LIBERAÇÃO DE LDH 

 

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 comprometimento da membrana plasmática, caracterizado como 

morte por necrose. 

Após plaqueamento e infecção ou não em placas de 96 poços por 36 horas, cada poço 

recebeu seu respectivo tratamento com nucleotídeos diluídos em PBS por 40 minutos a 37oC 

em atmosfera umidificada e 5% de CO2. Então, os poços foram incubados com DMEM/ 

HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37oC em atmosfera umidificada e 5% de 

CO2.  

A avaliação do LDH liberado durante a indução de morte por ATP, UTP e UDP foi 

realizada com o auxilio de kit comercial (Doles Reagentes, Goiás, Brasil) e mensurado em 

leitor de microplacas Elisa no comprimento de 490nm. O total de LDH liberado quando todas 

as células são rompidas com triton X-100 0.1% foi considerado como 100% de liberação da 

enzima. 

 

 

3.10 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO 

 

Os macrófagos obtidos através de lavado intraperitoneal foram plaqueados e infectados 

(conforme descrito no item 3.5) e tratados com nucleotídeos por 30 minutos a 37oC em 
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atmosfera umidificada e 5% de CO2. As células foram fixadas 2, 4, 6, e 8 horas após o 

tratamento com os nucleotídeos, para emblocamento em resina hidrofóbica EPON (Sigma) 

com Glutaraldeído 2,5% (Sigma), paraformaldeído 4% (Reagen) em tampão Cacodilato de 

sódio 1mM e 2,5mM de sucrose (Reagen) pH 7, 4, por 1 hora a temperatura ambiente.  

As células fixadas foram removidas das garrafas de cultura através de raspagem com 

auxílio de um rodo de células. Estas foram peletadas, lavadas duas vezes em PBS e pós-

fixadas com  tetróxido de ósmio 1% e ferrocianeto de potássio (Sigma). Seguida da pós-

fixação, as amostras foram novamente lavadas em PBS, endurecidas, cortadas em pequenos 

pedaços e desidratadas por 10 minutos em graus crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 80%, 

90%, 100% e 100% super seca). Então, infiltradas em resina hidrofóbica EPON em 

concentrações crescentes (acetona: epon): 2:1, 1:1, 1:2, puro 2X. 

As amostras foram então, emblocadas e polimerizadas a 60 oC por 48 horas, o bloco 

cortado em fatias ultrafinas através de um ultramicrótomo (Leica) e coletados em grades 

(cobertas com formvar) de cobre previamente tratadas com acido nítrico fraco. 

As grades contendo os cortes foram contrastadas com 2% Acetato de Uranila e Citrato de 

chumbo (Sigma). O material foi observado no Microscópio eletrônico de transmissão ZEISS, 

localizado no LBBC, pavilhão Carlos Chagas, FIOCRUZ, Manguinhos, RJ. 

 

3.10 MEDIÇÃO DE CÁLCIO INTRACELULAR 

 

As células infectadas ou não, foram plaqueadas (descrito no item 3.3) em lamínulas de 

40mm por 48 horas em meio DMEM/BIC/HEPES suplementado e mantidas a 37oC em 

atmosfera umidificada e 5% de CO2. Para a medição de cálcio, as células foram incubadas 
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com o fluorocromo FURA-2-AM a 4µM (Molecular Probes) e Probenicide (Sigma) a 5mM 

em meio DMEM/BIC/HEPES suplementado à temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 40 

minutos. As lamínulas foram então, lavadas por duas vezes com PBS e montadas em câmara 

de perfusão de três compartimentos no microscópio NIKON Diaphot 300. A câmara central, 

contendo as células, permanece com volume de 200µL, sendo sua velocidade de vazão de 

1mL min-1. A perfusão foi feita com solução de PBS suplementada com CaCl2 (Sigma) a 1mM 

pH 7,4 a 23 oC ou 37 oC. Os nucleotídeos (Sigma) (diluídos em PBS/Ca2+ 1mM) foram 

aplicados em pulsos na forma de bolus a diferentes concentrações ou perfundidos 

constantemente por 500s. Os nucleotídeos são aplicados cinco vezes mais concentrados que na 

concentração final desejada na pré-câmara de perfusão. Para a realização de curva dose-

resposta, concentrações crescentes dos nucleotídeos foram aplicados em pulsos seqüenciais 

com intervalos fixos de 5 minutos.  

A captação da alteração de cálcio foi feita através do sistema de aquisição de um 

fotômetro de fluorescência Photon Technology, Princetown, NJ. O fluorocromo de escolha, 

FURA-2 AM (Molecular Probes) é excitado alternadamente a 340-380nm e sua emissão a 

510nm é medida. A taxa de medida que é proporcional à variação da concentração de cálcio 

intracelular será determinada a cada 100ms. A escala de variação de emissão é arbitrária. 

 

3.11 WESTERN BLOTTING 

 

Os macrófagos obtidos através de lavado intraperitoneal foram plaqueados, infectados 

(conforme descrito no item 3.5) e mantidos por 48 horas a 37oC em atmosfera umidificada e 

5% de CO2. Após as 48 horas, as células eram transferidas para o gelo e com o auxílio de um 
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rodo de cultura eram homogeneizadas em tampão contendo: 20mM Tris-HCl, pH 7,5, 2mM 

EDTA, 10mM EGTA, 0,25M sucrose, leuptina (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. As amostras foram submetidas à dosagem 

protéica pelo método de Bradford (DA CRUZ E COLS, 2006), seguido por adição de tampão 

de amostra cinco vezes concentrado (60 mM Tris-HCl, 25% glicerol, 2% SDS,(ou 5%), 14,4 

mM 2-mercaptoetanol, 0,1% azul de bromofenol pH 6,8) e fervidas por 5 minutos a 98oC para 

subseqüente separação por eletroforese SDS-PAGE. 

Entre 20 – 40µg de proteína total das amostras foram submetidas à eletroforese SDS-

PAGE de 10% de acrilamida. 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 20mM, Tween20 0,05%, pH 7,4 [TBS-T]) por 2 horas a 

temperatura ambiente ou durante a noite à 4oC. A membrana foi incubada com TBS-T por 2 

horas em temperatura ambiente e sob agitação constante. Foram utilizados anticorpos contra 

P2X7, P2Y2, 4 e 6 (Alomone, Jerusalém-Israel) nas diluições de recomendadas pelos fabricantes. 

Ao término da incubação a membrana foi lavada por 3 vezes com TBS-T de 10 a 30 minutos à 

temperatura ambiente e incubada por 2 horas com anticorpo secundário específico conjugados 

à peroxidase diluído 1:2000 (Amersham Biosciences, São Paulo, Brasil) em TBS-T, seguindo 

as recomendações do fabricante. Finalmente, a membrana foi lavada conforme descrito acima 

e tratada para revelação por quimiluminescência com o kit ECL Plus (Amersham Biosciences, 

São Paulo, Brasil) de acordo com instruções do fabricante. A aquisição da imagem final da 
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revelação foi feita pela utilização do scanner para luminescência de géis STORM860 e o 

software ImageQuant versão 5.2 (Molecular Dynamics). 

 

3.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises dos dados foram realizadas com Student`s t test two tailed.     

A significância * p< 0,01 ** p<0,05  *** p<0,0001. 
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4. RESULTADOS  
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4.1 Alterações morfológicas em macrófagos infectados com L. amazonensis tratados com 

nucleotídeos 

 

4.1.1 Microscopia Óptica 

Devido à ação anti-leishmania do UTP e ATP observada por Chaves em 2005 e aumento 

de permeabilização de células infectadas com L. donovani por Torres-Santos em 2003, 

decidimos verificar se o tratamento com nucleotídeos induziria alterações morfológicas em 

células infectadas e em células não infectadas. Para tanto, macrófagos residentes foram 

infectados ou não e deixados em repouso por 48 horas. Após este período, as células foram 

tratadas com os nucleotídeos ATP, UTP e UDP por 40 minutos em PBS e 6 horas após o 

tratamento, as células foram fotografadas em contraste de fase em microscópio óptico de 

fluorescência Zeiss LCM 10. 

Observamos que macrófagos não infectados (Figura 11A) apresentam estrutura espraiada 

e alongada. A membrana plasmática se encontra contínua, células confluentes característico de 

culturas “saudáveis” e com alguns grânulos citoplasmáticos. As células infectadas com L. 

amazonensis (Figura 11B) apresentam-se aumentadas se compararmos com os não infectados. 

Algumas destas mudaram de formato tornando-se mais expandidas, com presença de grânulos 

citoplasmáticos e vacúolos parasitóforos. Os macrófagos também apresentaram-se com 

características de culturas “saudáveis” apesar da infecção. 

Já os macrófagos tratados com ATP 3mM (Figura 11C) apresentavam-se 

morfologicamentre alterados, de formato arredondado e células dispondo-se em forma de 

grumos. O citoplasma neste tratamento apresenta menor densidade que o das células controle 
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(Figura 11A). As membranas plasmáticas dos macrófagos estavam onduladas, caracterizando-

se os blebs de membrana. Os macrófagos infectados tratados com ATP (Figura 11D) também 

se apresentavam grumados, e membranas com blebs assim como na situação anterior (Figura 

11C).  

Os macrófagos não infectados tratados com UTP 100µM (Figura 11E) também apresentavam-

se de formato mais arredondado que o não infectado (Figura 11A) mas seu citoplasma se 

encontrava ainda denso e a membrana plasmática aparentemente íntegra. Entretanto, as células 

infectadas que receberam o mesmo tratamento (Figura 11F) estavam grumadas, arredondadas 

e de citoplasma com pouca densidade, além disto, membrana plasmática com ondulações 

(blebs de membrana). 

No tratamento de macrófagos não infectados com UDP 100µM (Figura11G), observou-se 

células menos espraiadas que as não infectadas (Figura 11A) mas de densidade citoplasmática 

normal e membrana  sem perturbações. Já as células infectadas que receberam este tratamento 

(Figura 11H), apresentavam morfologia característica de morte celular como citoplasma pouco 

denso e blebs de membrana. As observações morfológicas se encontram resumidas na Tabela 

5. 
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Figura 11- Microscopia de contraste de fase, macrófagos em cultura. (A) (C) (E) (G) não 

infectados,  (B) (D) (F) (H) infectados com L. amazonensis. (C e D) ATP 3mM; (E e F) UTP 

100µM; (G e H) UDP 100µM.   ___ representa 10 µm. A setas pretas e finas apontam os VPs, 

as setas pretas e grossas apontam para irregularidades na membrana plasmática, enquanto as 

setas brancas apontam alterações citoplasmáticas. Experimento em triplicata 
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Situação Disposição Citoplasma Membrana 

Macrófagos não 

infectados 

espraiada -denso  

-com poucos grânulos 

Lisa e contínua 

Macrófagos 

Infectado 

Esticadas, mas 

alargadas 

-denso  

-com poucos grânulos 

-presença de vacúolo 

parasitóforo bem 

definido 

Lisa e contínua 

Macrófagos não 

infectados + ATP 

-arredondadas 

-grumadas 

-pouco denso 

 

-ondulada com 

formação de blebs 

Macrófagos 

infectados+ATP  

-arredondadas 

-grumadas 

-pouco denso 

 

-ondulada com 

formação de blebs 

Macrófagos não 

infectados + UTP 

-arredondadas 

 

-densidade normal -ondulada 

Macrófagos 

infectados + UTP  

-arredondadas 

-grumadas 

-pouco denso 

 

-ondulada com 

formação de blebs 

Macrófagos não 

infectados + UDP 

-pouco esticadas -densidade normal -lisa e contínua 

Macrófagos 

infectados+UDP  

-grumadas -pouca densidade -ondulada com 

formação de blebs 

 

 Tabela 5- Alterações morfológicas observadas através de microscopia óptica em células não 

infectadas e infectadas devido a ação do ATP, UTP e UDP. 
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4.1.2 Microscopia Eletrônica 

 Para verificar as alterações morfológicas ultraestruturais sofridas pelo macrófago 

hospedeiro e pelos parasitas, os macrófagos foram infectados conforme já descrito, e tratados 

com ATP a 500µM, UTP a 100µM por 30 minutos, sendo sua fixação 8 horas após o 

tratamento com os nucleotídeos. O período de 8 horas foi o de escolha para verificar os passos 

iniciais de alteração morfológica induzida pelos nucleotídeos. As células fixadas foram então 

processadas para microscopia eletrônica em resina hidrofóbica (buscando melhor preservação 

da morfologia), cortadas em cortes ultrafinos e visualizadas no microscópio eletrônico de 

transmissão. 

Os macrófagos não infectados (Figura 12A) apresentam forma e granulosidade típicas de 

quando presentes em boas condições de cultura, como: presença de filopódios, núcleo bem 

definido ocupando aproximadamente 2/3 do volume celular, rico em mitocôndrias no 

citoplasma com proximidade a figuras de retículo endoplasmático. 

Os macrófagos infectados (Figura 12B) com L. amazonensis apresentavam forma esticada, 

contendo algumas vesículas próximas ao vacúolo parasitóforo (VP), que se fundem entre si e 

com os VPs. Foi encontrado apenas um parasita por vacúolo parasitóforo nas células 

observadas, exceto em duas células que continham duas Leishmanias em seus vacúolos. Estes 

parasitas se apresentavam na forma amastigota, aflagelados, arredondados com núcleo íntegro, 

o citoplasma granulado e membrana plasmática íntegra intimamente próxima à membrana do 

VP. Os vacúolos parasitóforos de alguns macrófagos se apresentam rompidos para o meio 

extracelular. Não foram observadas Leishmanias livres.     



 

 

63

Macrófagos infectados tratados com ATP 500µM (Figuras 12C e 12E) ainda 

apresentavam a forma espraiada, citoplasma muito granuloso, contendo muitas vesículas. 

Presença de muitas figuras reticulares no citoplasma especialmente próximas ao VP. Foram 

observadas algumas células sem parasitas em seu interior. A membrana plasmática se 

apresenta íntegra com filopódios. Os VPs se apresentam íntegros com algumas vesículas em 

seu interior talvez originadas do citoplasma do hospedeiro, estando os VPs localizados bem 

próximos da membrana plasmática do hospedeiro. A membrana dos VPs se encontra 

justapostas às membranas dos parasitas. Os parasitas presentes nos VPs de células tratadas 

com ATP apresentam vesículas eletrondensas em seu citoplasma. Também foram encontrados 

macrófagos  em apoptose tardia (Figura 12H). 

Macrófagos infectados tratados com UTP a 100µM (Figura 12D) apresentam-se 

espraiados, com citoplasma rico em vesículas. Estas vesículas encontram-se em fusão umas 

com as outras. As células possuem mais de um VP que possuem de 1 a 3 parasitas cada um. 

Este VP é maior que os VPs das situações citadas anteriormente, possuindo parasitas de forma 

um pouco mais alongada. Os parasitas possuem vesículas eletrondensas como as encontradas 

no tratamento com ATP (Figura 12C), e estão com lesões na forma de vesículas 

citoplasmáticas (Figuras 12F e G) além de alterações na estrutura nuclear. Em algumas 

imagens foram necessários maiores aumentos para verificar a presença dos microtúbulos 

submembranares característicos de Leishmania, já que esta encontrava-se em estágio de 

processamento. Os VPs se encontram bem próximos à membrana plasmática do hospedeiro. 

Foram observados muitos parasitas livres e alguns macrófagos íntegros sem presença de 

infecção além de sinais de autofagia nestas células como aumento de vesículas de forma 

membranar (Figura 12F). 
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A análise ultraestrutural da infecção nos revela alguns pontos em comum: A infecção 

promove a maior vesiculação citoplasmática da célula hospedeira, sendo que estas vesículas 

parecem fundir-se com os VPs; células infectadas apresentam um formato espraiado assim 

como em células não infectadas, aparentando estarem saudáveis; o tratamento com 

nucleotídeos promove maior vesiculação citoplasmática do hospedeiro;  O tratamento com 

ATP é o único que mantém a justaposição da membrana do parasita com a membrana do VP, 

enquanto o tratamento com UTP apresenta VPs maiores.  

O fato de células infectadas apresentarem rompimento de VPs com liberação de parasitas, 

em contradição com células tratadas com ATP apresentando parasitas ainda em VPs íntegros 

nos sugerem que o período de eliminação induzido pelo ATP pode ser mais lento ou por 

mecanismos diferentes que dos outros nucleotídeos. Adicionalmente, o ATP poderia estar 

promovendo um maior período de contenção do parasita dentro da célula hospedeira, 

exatamente para uma tentativa de eliminação por vias de apoptose do macrófago. As vesículas 

eletrondensas, vacúolos e alterações nucleares observadas no tratamento com ATP e UTP 

podem indicar injúria no parasita, mas análises mais detalhadas seriam necessárias para 

elucidar o teor de tais vesículas. 

O tratamento com UTP induziu a formação de VPs largos com pouco contato com o 

parasita, que sugere um momento próximo a tentativa de eliminação do parasita, em seguida, 

rompendo a integridade da membrana como observado. A fusão de VPs observada nestes 

tratamentos pode indicar tanto a liberação da Leishmania para que infecte macrófagos 

vizinhos perpetuando a infecção, quanto a fusão para eliminação direta de todos os parasitas.  
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Figura 12 -Micrografia eletrônica de macrófago controle e infectados tratados com 

diferentes nucleotídeos. Prancha1 (A) Macrófago controle (B)Macrófago infectado com L. 

amazonensis (C) Macrófago infectado tratado com ATP 500µM (D) Macrófago infectado

tratado com UTP 100µM. A Barra ___ =0,5µM. Prancha 2 Macrófago infectado com L. 

amazonensis (E) e (H) tratado com ATP 500µM (F) e (G) tratado com UTP 100µM. A Barra 

___ =2µM. L- Leishmania, N- núcleo do macrófago, VP- vacúolo Parasitóforo, RE- Retículo 

endoplasmático. As setas apontam os vacúolos em fusão 
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4.2- Microscopia Óptica de Fluorescência  

 
Para observar os fenômenos envolvendo as alterações morfológicas apoptosis-like e a 

presença do amastigota de L. amazonensis nos macrófagos tratados com os nucleotídeos, 

foram realizados experimentos com o corante Hoescht. Este corante fluorescente entra 

passivamente pela membrana plasmática devido a seu pequeno tamanho e possui afinidade 

com moléculas de DNA, corando os núcleos. Para este experimento, também foi utilizada a 

fluorescência emitida pela molécula GFP (green fluorescent protein) transfectada aos 

promastigotas de L amazonensis utilizados neste trabalho. 

As células não infectadas não tratadas apresentaram a marcação azul do corante Hoescht na 

forma típica “bean-shape” de núcleo dos macrófagos, em tamanhos típicos (aproximadamente 

3µm)(Figura 13A), enquanto os macrófagos não infectados tratados com ATP a 3mM 

apresentaram marcação nuclear arredondada, retraída e pontual (0,5 a 1µm de diâmetro), típico 

de agregação nuclear apoptótica (Figura 13C). Os macrófagos não infectados tratados com 

UTP (Figura 13E) e UDP (Figura 13G), apresentaram núcleos típicos de macrófagos em 

cultura, no formato “bean-shape” similares aos não tratados (Figura 13A). Os macrófagos 

infectados com L. amazonensis (Figura 13B) apresentaram a marcação nuclear com as 

mesmas características dos macrófagos não infectados (Figura 13A), mostrando que a infecção 

não alteraria por si só o núcleo celular. Entretanto, macrófagos infectados com L. amazonensis 

tratados com ATP (Figura 13D), UTP (Figura 13F) e UDP (Figura 13H) apresentaram a 

marcação para Hoescht (em azul na foto) pontual e retraída assim como em células não 

infectadas tratadas com ATP (Figura 13C).  
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Figura 13- Microscopia óptica de fluorescência. Em azul marcação de núcleo com Hoescht. 

Macrófagos não infectados (A,C,E,G) e Infectados (B,D,F,H) tratados com ATP (C e D), 

UTP (E e F) e UDP (G e H). Experimento em triplicata ___ =10µM 



 

 

69

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

70

 

4.2- Microscopia Óptica de Fluorescência com Sobreposição de GFP 

 
 

Baseando-se nas alterações nucleares observadas anteriormente entre macrófagos não 

infectados e infectados com L. amazonensis nos diferentes tratamentos (Figuras 13 A, C, E e 

G) e (Figuras 13 B, D, F, H) respectivamente, decidimos verificar se tais alterações estariam 

ligadas a presença ou não de Leishmanias viáveis. Para este experimento, foi utilizada a 

fluorescência emitida pelo parasita transfectado com GFP, excitado em luz ultravioleta, além 

da marcação com Hoescht em azul, dos núcleos dos macrófagos hospedeiros. 

Os macrófagos infectados não tratados apresentaram a marcação de parasitas na 

maioria dos macrófagos do campo sendo de aproximadamente 24% das células não marcadas 

para Leishmania (Figura 14A). Já as células tratadas com ATP, apresentaram 57% das células 

sem marcação de Leishmania (Figura 14B). As células infectadas tratadas com UTP e UDP 

apresentaram uma redução de 86, 9% e 73% respectivamente na marcação GFP (Figuras 14C 

e D). 

Note, que em todos os tratamentos as células em que os núcleos se encontravam 

retraídos não foi possível identificar a fluorescência emitida pelo GFP da Leishmania 

transfectada. Sabe-se que a perda de fluorescência do GFP poderia se dar por vários fatores, 

dentre eles a morte do parasita. 
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Figura 14- Microscopia óptica de fluorescência. Em azul marcação de núcleo com 

Hoescht, em verde marcação GFP L. amazonensis.(A) Macrófagos Infectados, (B), (C) e 

(D) são macrófagos infectados tratados com os nucleotídeos (B) ATP; (C) UTP e 

(D)UDP. Note que com os tratamentos diminuíram as células contendo Leishmania GFP. 

As setas brancas apontam Leishmanias fluorescentes em verde   ___ =10µM. 

Experimento em triplicata 
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4.3 Apoptose Induzida por Nucleotídeos em Macrófagos Infectados com L. 

amazonensis 

4.3.1 Em Camundongos BALB/c 

A diminuição da taxa parasitária no tratamento com ATP e UTP observada por Torres em 

2003 e Chaves em 2005 vai de encontro com nossos achados em microscopia de 

fluorescência, com redução da marcação para Leishmania em macrófagos tratados com ATP, 

UTP e UDP. Adicionalmente, observamos que, macrófagos infectados tratados com os 

nucleotídeos apresentaram núcleos com características apoptóticas. A fim de confirmar se os 

macrófagos infectados estariam de fato, entrando em apoptose, macrófagos infectados tratados 

ou não, foram tratados com ATP 3mM, UTP 100µM e UDP 100 µM por 30 minutos. Então, 8 

horas após o tratamento, as células foram colocadas em tampão de apoptose. O material foi 

analisado por citometria de fluxo, onde os núcleos hipo-diplóides foram considerados 

apoptóticos. 

Macrófagos infectados com L. amazonensis (Figura 15) apresentaram inibição da apoptose 

espontânea (7 ± 2%) se comparados aos não infectados. Tal inibição seria um mecanismo de 

prolongamento da sobrevivência parasitária observado previamente por outros autores (LISI E 

COLS 2005; NGUEWA E COLS 2004; OUAISSI E COLS 2003; DEBRABANT E COLS 

2003). Por outro lado, macrófagos não infectados tratados com ATP apresentaram (13 ± 3%) 

de apoptose específica, enquanto macrófagos infectados apresentaram uma apoptose ainda 

maior, (40 ± 6%) sendo 27% a mais que macrófagos não infectados tratados com a mesma 

concentração de ATP. 

O tratamento com UTP não foi capaz de induzir apoptose em macrófagos não infectados, 

mas o UTP induziu (20 ± 1%) de apoptose específica em macrófagos infectados (Figura 15). 
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O tratamento com UDP, como o do UTP, não induziu apoptose em macrófagos não 

infectados, mas resultou também em indução de (10 ± 2%) de apoptose em macrófagos 

infectados com L. amazonensis (Figura 15).  
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Figura 15- Apoptose Induzida por Nucleotídeos em Macrófagos de Camundongos BALB/c 

Infectados com L. amazonensis.Os macrófagos infectados por 30 horas foram expostos ao 

ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com tampão de apoptose. 

Média de 4 experimentos independentes em triplicata * p<0.05, ** p<0,001 e *** p<0,0001. 
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4.3.2. Apoptose Em Camundongos P2X7
+/+ e  P2X7

-/- 

 

A apoptose induzida por ATP, UTP e UDP em macrófagos infectados sugerem que 

receptores P2 estariam sendo expressos ampliadamente somente na infecção. Sabendo-se que 

o receptor P2X7 encontra-se envolvido no controle da infecção de diferentes agentes 

parasitários (COUTINHO-SILVA, NO PRELO), realizamos ensaios de apoptose em 

macrófagos de animais P2X7
+/+ e P2X7

-/-originados da cepa de C57BL6 infectados ou não com 

L. amazonensis.  Os macrófagos peritoneais de camundongos C57BL6 P2X7
+/+ (Figura 6) 

infectados apresentaram redução da apoptose espontânea (3 ± 2%) assim como observado em 

células de animais BALB/c (Figura 15). Os macrófagos tratados com ATP a 3mM 

apresentaram indução de apoptose específica (23,0 ± 0,5%) e os macrófagos infectados que 

receberam o mesmo tratamento (30 ± 2%). Entre infectados e não infectados, observamos um 

aumento de 7% da apoptose específica. Novamente, como observado em macrófagos de 

camundongos BALB/c, as células tratadas com UTP a 100 µM não apresentaram apoptose. 

Entretanto, os macrófagos infectados quando tratados com este nucleotídeo apresentam 

apoptose específica (34 ± 3%) (Figura 16). O tratamento com UDP a 100µM, assim como no 

tratamento com UTP, não induziu apoptose em células não infectadas, mas somente em 

células infectadas (19 ±1%). Tais resultados se pareiam aos resultados obtidos em células de 

camundongo BALB/c, mostrando que inicialmente o background genético não influenciaria 

na indução da apoptose por UTP e UDP em nosso modelo de infecção. 

Nos macrófagos de camundongos P2X7
-/-

 (Figura 17) infectados, houve redução da 

apoptose espontânea (3 ± 2%) assim como em células de animais BALB/c  e P2X7
+/+  (Figura 

15 e 16). Os macrófagos tratados com ATP 3mM não apresentaram apoptose tanto em células 
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não infectadas como infectadas, em oposição aos resultados anteriores obtidos em 

camundongos C57BL6 selvagens e BALB/c. Este resultado confirma o ATP como indutor da 

apoptose exclusivamente através do receptor P2X7. Tal dado descarta  a possibilidade de 

outros receptores P2 responsivos ao ATP estarem atuando na apoptose induzida por ATP em 

macrófagos. Entretanto, macrófagos infectados, e não os macrófagos não infectados, entraram 

em apoptose na presença de UTP e UDP, de forma similar ao observado previamente em 

macrófagos de camundongos BALB/c e C57BL6 selvagem. Em células de camundongo P2X7
-

/-
  infectadas, o UTP a 100 µM  induziu apoptose específica de 22 ± 1% , enquanto no UDP a 

apoptose específica foi de 16 ± 1%. Estes resultados reforçam a hipótese de que outros 

receptores P2, além do receptor P2X7, responsivos somente para UTP e UDP mas não a ATP 

são modulados positivamente na infecção por L. amazonensis, contribuindo para a idéia de 

receptores pirimidinérgicos.  
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Figura 16- Apoptose Induzida por Nucleotídeos em Macrófagos de camundongos 

C57BL6 infectados com L. amazonensis. Os macrófagos infectados por 30 horas foram 

expostos ao ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com tampão 

de apoptose. Média de 3 experimentos independentes triplicata  ** p<0,001 e *** 

p<0,0001. 
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Figura 17- Apoptose Induzida por Nucleotídeos em Macrófagos de camundongos C57BL6 

KOP2X7 infectados com L. amazonensis. Média de 3 experimentos independentes triplicata 

*** p<0,0001. 
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Os índices máximos de apoptose obtidos com ATP, UTP e UDP em macrófagos infectados 

de camundongos de diferentes cepas apresentam diferenças significativas consistentes com a 

idéia de diferentes modelos de resistência à infecção (Figura 18). Análises dos índices 

máximos de morte em todos animais, mostram que  macrófagos de camundongos BALB/c são 

mais sensíveis a apoptose induzida por ATP que células de camundongo C57BL6 selvagem. 

Na apoptose induzida por UTP, animais  C57BL6 selvagens são mais susceptíveis, enquanto 

animais BALB/c e  P2X7
-/-

  possuam a mesma sensibilidade a este nucleotídeo. Na apoptose 

induzida por UDP, animais  C57BL6 selvagens são mais sensíveis que C57BL6 P2X7
-/-

 , sendo 

os macrófagos de camundongos BALB/c menos responsivos a este nucleotídeo (Figura 18). 
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Figura 18- Comparação da porcentagem máxima de apoptose  induzida em macrófagos 

infectados, por diferentes nucleotídeos. Apoptose induzida por ATP a 3mM em BALB/c 

foi a resposta máxima obtida. Nesta figura o ATP 3mM em camundongos BALB/c é 

considerado como 100% para a normalização dos demais pontos. N= 3 experimentos 

independentes em triplicata 
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4.4 Curvas Dose- Resposta na Apoptose 

 
Na tentativa de melhor identificação dos receptores P2 envolvidos no fenômeno da 

apoptose induzida por nucleotídeos durante a infecção com L. amazonensis, foram realizados 

experimentos de quantificação de apoptose com concentrações crescentes de ATP (1µM a 

5mM), UTP (0,1µM a 500µM) e UDP (0,05µM a 500µM) em macrófagos peritoneais 

infectados ou não.  

As curvas dose-resposta obtidas para ATP em macrófagos infectados e não infectados 

foram qualitativamente diferentes. A resposta da apoptose induzida por ATP em macrófagos 

não-infectados teve seu início na concentração de 500µM  e saturação em 3mM com EC 50 de 

800 µM (Figura 19A). Por outro lado, os macrófagos infectados se mostram mais sensíveis ao 

tratamento com ATP iniciando a resposta com 50µM e saturando em 1mM com EC50 de 

80µM. 

A curva dose- resposta  de apoptose induzida por  UTP mostra que macrófagos não-

infectados não entram em apoptose em nenhuma das concentrações testadas deste nucleotídeo 

(Figura 19B). Entretanto, os macrófagos infectados apresentaram apoptose de forma dose-

dependente, sendo 5µM a menor concentração responsiva a este nucleotídeo, e seu ponto de 

saturação em 100 µM de UTP com um EC50  de 10µM (Figura 19B). 

A curva dose-resposta obtida ao UDP mostra que macrófagos não-infectados não entram 

em apoptose em nenhuma das concentrações testadas (Figura 19C). Contudo, como observado 

para o UTP, os macrófagos infectados apresentaram apoptose de forma dose-dependente ao 

UDP sendo sua resposta também iniciada na concentração de 10µM e saturada em 100µM  

sendo seu EC50 de 20µM (Figura 19C). A comparação das curvas obtidas nas figuras 19B e 

19C sugere que no estímulo apoptótico, os receptores envolvidos na resposta ao UTP e UDP 



 

 

87

parecem agir de forma similar no que concerne a sua concentração de saturação e a 

concentração sensibilizante inicial.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

88

 
 
 
 
 
 

Figura 19- Curva dose-resposta na apoptose. Os macrófagos infectados por 30 horas 

foram expostos ao ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com 

tampão de apoptose. (A) ATP (B) UTP (C) UDP). Média de 6 experimentos 

independentes em triplicata 
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4.5 Uso de Antagonistas de Receptores P2 na Apoptose Induzida por Nucleotídeos  

 

Como já descrito, os nucleotídeos ATP, UTP e UDP induzem apoptose em macrófagos 

infectados com L. amazonensis, mas os receptores P2 envolvidos neste fenômeno ainda não 

foram completamente caracterizados. Para melhor identificar os receptores envolvidos na 

apoptose induzida por ATP, UTP e UDP, foram realizados experimentos com antagonistas de 

alguns receptores P2 como Suramina, PPADS e ATP oxidado. Após a infecção, as células 

permaneceram em repouso por 36 horas, quando então foram pré- tratadas com os 

antagonistas Suramina a 100µM, PPADS a 100µM e ATP oxidado a 300µM , quando então 

foram tratadas por 30 minutos com os nucleotídeos, lavadas e mantidas na estufa em repouso 

por mais 8 horas, para então serem avaliadas quanto a presença de células hipodiplídes. 

(Figura 20).  

Em macrófagos não-infectados (Figura 20A), a apoptose induzida por ATP não foi 

inibida pela suramina, indicando a possível exclusão dos receptores  P2X1, P2X2, P2X5, P2Y2, 

P2Y6 e P2Y11 na apoptose induzida por ATP. O PPADS na presença de ATP promoveu uma 

inibição de aproximadamente 75% da apoptose, mesmo possuindo citotoxicidade expontânea 

inicial. A inibição por parte do PPADS indica como responsável pela apoptose o receptor 

P2X7 .  

O oxATP também promoveu inibição da apoptose em aproximadamente 70%, 

ratificando o receptor P2X7 como responsável pela apoptose induzida por ATP. Em 

macrófagos infectados, o PPADS não apresentou nenhum efeito de inibição na resposta ao 

UTP, enquanto a suramina inibiu a apoptose em aproximadamente 70% na apoptose induzida 

por UTP (Figura 20B). Sabendo-se que a suramina é antagonista dos receptores P2X1, P2X2, 
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P2X5, P2Y2, P2Y6 e P2Y11, estes podem ser possíveis candidatos a apoptose em macrófagos 

infectados induzida por UTP.  

Entretanto, os receptores P2X1, P2X2, P2X5, e P2Y11 não são ativados por UTP, restando 

como candidatos a apoptose induzida por UTP em células infectadas os receptores P2Y2 e 

P2Y6. 

Quanto a apoptose induzida por UDP em macrófagos infectados, a suramina promove 

inibição da apoptose em 55%, apresentando um patamar diferente do UTP com o mesmo 

antagonista (Figura 20C).  
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Figura 20- Antagonistas de receptores P2 na Apoptose induzida por nucleotídeos. (A) 

Macrófagos não-infectados tratados com ATP 3mM (B)Macrófagos Infectados com L. 

amazonensis tratados com UTP 100µM (C) Macrófagos Infectados com L. amazonensis 

tratados com UDP a 100 µM. Suramina a 100 µM, PPADS a 100 µM e ATP oxidado a 

300 µM. Média S.E.M. de experimentos independentes feitos em triplicata. * p<0.05, e 

*** p<0,0001. 
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4.6 Avaliação do Possível Efeito Indutor de Necrose no Tratamento de Macrófagos com 

ATP, UTP e UDP  

 

Os resultados obtidos nos ensaios de apoptose indicam ocorrência de morte celular de 

macrófagos infectados no tratamento com ATP, UTP e UDP. Para avaliar se a morte 

observada anteriormente se daria somente por apoptose, ou um misto de necrose e apoptose, 

foram realizados ensaios de liberação da enzima Lactato Dehidrogenase (LDH). Esta enzima 

se encontra liberada em processos de morte por perda de integridade de membrana, logo morte 

por necrose. Os macrófagos foram obtidos e infectados conforme o protocolo do experimento 

de apoptose e receberam exatamente o mesmo tratamento. 

Os dados obtidos (Figura 21) mostram a liberação de LDH em células tratadas com ATP 

3mM tanto em macrófagos infectados (75%) quanto em macrófagos não infectados (85%). 

Comparando-se com os não infectados, o ATP induz uma liberação de 85 ± 1% da liberação 

máxima de LDH. Os nucleotídeos UTP e UDP a 100µM não provocaram a liberação de LDH 

tanto em macrófagos infectados como não infectados, sugerindo que a morte de macrófagos 

induzida por estes nucleotídeos seria por uma via apenas de apoptose. 
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Figura 21- Ensaio de liberação de LDH em macrófagos infectados ou não com L. 

amazonensis. Os macrófagos infectados por 30 horas foram expostos ao ATP, UTP e UDP 

por 40 minutos. As células foram incubadas com MTT. Média de 2 experimentos 

independentes em triplicata.    
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4.7 Alteração do Recrutamento de Cálcio Intracelular Induzido por Nucleotídeos após 

Infecção por Leishmania 

 

Devido à ação anti-leishmania do UTP e ATP no tratamento de camundongos infectados 

com L. amazonensis, observado por Torres-Santos (2003) e Chaves (2005), buscou-se avaliar 

a ação funcional de receptores P2 na membrana de macrófagos peritoneais de camundongos 

BALB/c não-infectados e infectados. Para a medição de cálcio foi utilizado o corante 

fluorescente FURA-2, que se complexa ao cálcio, e também foi utilizado Probenicide, um 

inibidor de transportador de membrana, para impedir a extrusão do FURA-2 do meio 

intracelular durante o tempo de incubação. Após os 40 minutos de incubação, as lamínulas 

foram lavadas e transferidas para o microscópio. Então, as células receberam ATP e UTP em 

forma de bolus (100µM em um minuto), sendo os intervalos entre as aplicações de 4 minutos 

em todas as situações. 

Ao aplicarmos ATP a 100µM seguido de UTP a 100µM (seqüência 1), foram observadas 

respostas bem diferentes nos dois grupos estudados: macrófagos não infectados responderam 

ao ATP com variação transiente de cálcio sendo que  o UTP não induziu resposta  (Figura 

22A), enquanto macrófagos infectados apresentaram resposta transiente de cálcio para ambos 

os nucleotídeos (ATP e UTP) (Figura 22B). Ao invertermos as seqüências de pulsos de 

nucleotídeos, isto é, aplicação de UTP seguida da aplicação de ATP (seqüência 2), a resposta 

com variação de cálcio transiente se dá para ambos os nucleotídeos tanto em macrófagos não 

infectados (Figura 22C) quanto em macrófagos infectados (Figura 22D). Buscando a razão de 

tal mudança, uma hipótese seria de que a fagocitose de Leishmania fosse responsável pelo 

efeito observado. Para tanto, realizamos experimentos de fagocitose de látex beads e óleo 
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mineral Nujol em macrófagos e avaliamos a modulação de receptores P2 por diferentes 

metodologias. A fagocitose de óleo mineral mostrou-se capaz de modular negativamente o 

receptor P2X7 e estes resultados são melhor descritos no ANEXO 1. Já na fagocitose com 

beads de látex. Os macrófagos que fagocitaram as beads de látex (Figuras 23 A e B) 

apresentaram o mesmo padrão de resposta que os que não fagocitaram, ou seja, na seqüência 1 

de aplicação a resposta transiente de cálcio somente ao ATP e não ao UTP. Na seqüência 2 de 

aplicação, foram observadas respostas transientes a ambos nucleotídeos, o mesmo padrão de 

reposta obtido na seqüência 2 de aplicação em células que não fagocitaram. 
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Figura 22- Medições de Cálcio Intracelular. As células foram infectadas por 48 horas em 

lamínulas de vidro, então incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob perfusão. (A e 

C) Macrófagos controle; (B e D) Macrófagos infectados com L. amazonensis. u =unidades de 

fluorescência (escala arbitrária) seg = segundos. Traçados representativos de 5 experimentos 

independentes para cada situação experimental. 
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Figura 23- Medições de Cálcio Intracelular. (A e B) Macrófagos que fagocitaram 

partículas de látex. u =unidades de fluorescência (escala arbitrária) seg = segundos. 

Traçados representativos de 3 experimentos independentes para cada situação 

experimental. 
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O tempo entre o início e o pico máximo de resposta (T/2) da variação de cálcio 

intracelular por ATP e UTP foram analisados (sumarizada na Tabela 6). Observou-se que, o 

T/2 (Tabela 6) do ATP na seqüência 1 nos macrófagos não infectados é maior (26 ± 3s) que 

em macrófagos infectados (14,0 ± 0.5s) p<0,05. O T/2 da resposta ao ATP (26 ± 3s) na 

seqüência 1 em macrófagos não infectados, maior que em macrófagos infectados, sugere a 

possível ativação de tanto receptores P2X quanto P2Y igualmente responsivos a este 

nucleotídeo.  

Nos macrófagos infectados, na seqüência 1 de aplicação, o T/2 ao UTP foi de 7.63 ± 0.04s, 

metade do T/2 obtido com ATP (Tabela 6). Como esta resposta  foi observada apenas nos 

macrófagos infectados, pode-se indicar a presença de receptores P2Y na infecção não 

responsivos ao ATP.  

Na seqüência 2 (aplicação de UTP seguida de ATP) não se observou diferença no T/2 da 

variação de cálcio para UTP entre os macrófagos não infectados (17 ± 7s) e infectados (14 ± 

3s) entretanto, o T/2 da resposta ao ATP tende a ser maior em infectados (39 ± 12s) que em 

não infectados (18 ± 7s). 

A amplitude de resposta nas seqüências 1 e 2 em macrófagos controle e infectados não 

apresentou variação estatística. Portanto, as situações das figuras 22A e 22B, que mostram 

respectivamente a resposta somente ao ATP em células não infectados, e resposta a ambos nos 

infectados, sugere que a situação de infecção possivelmente estaria apresentando um quadro 

de receptores funcionais na membrana diferente dos não infectados. Ao observarmos as 

figuras 22C e 22D pode-se dizer que os receptores P2Y estariam sendo sensibilizados com o 

UTP, mas que ainda existiriam receptores seletivos a ATP responsivos na membrana, 
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provavelmente os receptores P2X são expressos tanto em macrófagos não infectados como em 

macrófagos infectados.  
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Tabela 6- Tempo de resposta aos nucleotídeos. Tempo de duração da resposta aos 

nucleotídeos. Seqüência 1: ATP 100µM seguido de UTP100µM , Seqüência 2: UTP 

seguido de ATP. Tempo em segundos, s = segundos, Média ±SEM N=5 Teste t foi 

utilizado **p<0.001. 
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 Nucleotídeos 

Situação Seqüência 1 Seqüência 2 

      

 ATP 100 µM UTP 100 µM UTP 100 µM ATP 100 µM 

      

Controle (s) 26 ± 3 - 17 ± 7  18 ± 7 

      

Infectado (s) 14.4 ± 0.5** 7.63 ± 0.04 14 ± 3 39 ± 12 
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4.8 Curva dose-resposta de variação de cálcio intracelular por ATP , UTP  e UDP  

 

Os dados até então obtidos neste trabalho mostram que nucleotídeos extracelulares agem 

de forma diferenciada em células infectadas com L. amazonensis,  inclusive na dinâmica de 

mobilização de cálcio intracelular em resposta a estes nucleotídeos. Sabendo-se que mais de 

um receptor P2 responde ao ATP e também ao UTP em macrófagos, os nucleotídeos ATP, 

UTP, e UDP foram aplicados em diferentes concentrações e a resposta de variação de cálcio 

intracelular foi medida. Isto permitiu traçar curvas dose-resposta para aos nucleotídeos nas 

duas situações estudadas (macrófagos não infectados e infectados com L. amazonensis).  

Como mostrado na figura 24A não foi observada diferença de sensibilidade entre 

macrófagos não infectados e infectados tratados com ATP, uma vez que as curvas obtidas se 

encontram na mesma faixa logarítmica, sendo o EC50  encontrado de 1µM em macrófagos 

controle e infectados (Figura 24A). As curvas obtidas apresentam características diferentes de 

curvatura o que poderia indicar tanto aumento de expressão do receptor envolvido, como a 

presença de um receptor adicional também responsivo ao ATP nestas concentrações, ou até 

mesmo, os mesmos receptores atuando de maneiras diferentes devido a interação com 

moléculas oriundas da infecção com L. amazonensis. Os macrófagos infectados com L. 

amazonensis apresentaram um amplitude de resposta inferior em comparação com macrófagos 

não-infectados (Figura 24B) mostrando que a infecção inibiu o recrutamento de cálcio 

induzido por ATP. 
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 As curvas dose-respostas da variação de cálcio para em ambas situações (macrófagos 

não-infectados e infectados com L. amazonensis), apresentam as mesmas inclinações. Isso 

sugere que ambas situações seriam relacionadas ao mesmo receptor responsivo, entretanto, 

observou-se um aumento de sensibilidade de um log ao UTP com desvio para a esquerda na 

curva dose versus resposta nos macrófagos infectados, em relação aos macrófagos não 

infectados (Fig 25C). O EC50 encontrado para os macrófagos não infectados foi de  7 µM e em 

macrófagos infectados 0,7µM. Diferente do tratamento com ATP (Figura 25A), a amplitude de 

resposta a liberação de cálcio intracelular com UTP em macrófagos infectados com L. 

amazonensis é maior que em macrófagos não-infectados (Figura 25B). 

Na curva dose- resposta obtida com o UDP, ambas situações (macrófagos controle e 

infectados com L. amazonensis) apresentaram curvas de inclinações parecidas e com a mesma 

faixa de variação, ambas com  EC50 de 4µM. Como observado no tratamento com ATP 

(Figura 26A) o tratamento com UDP recrutou menos cálcio nas células infectadas que nas 

células não infectadas(Figura 26 B).  

A mobilização de cálcio máxima obtida em resposta a cada nucleotídeo foi diferente 

entre macrófagos infectados ou não (Figura 27). No tratamento com ATP, a mobilização de 

cálcio máxima obtida em macrófagos infectados foi aproximadamente 50% menor que não- 

infectados. Resultado similar foi obtido no tratamento com UDP, com redução de 50% da 

mobilização máxima de cálcio em macrófagos infectados na comparação com não infectados. 

Entretanto, no tratamento com UTP os macrófagos infectados mobilizaram 60% a mais de 

cálcio que os macrófagos não infectados. O aumento ou diminuição de recrutamento de cálcio 

não infectados e infectados em resposta aos diferentes nucleotídeos indica que a infecção por 

Leishmania modula receptores que respondem de maneiras diferenciadas a infecção. 
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Figura 24 - (A) Curva dose-resposta da mobilização de cálcio ao ATP em macrófagos 

não infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparação de amplitudes de 

fluorescência na resposta ao cálcio. As células foram infectadas por 48 horas em 

lamínulas de vidro, então incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob 

perfusão.N= 6 Experimentos em triplicata * p<0.05. 
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Figura 25 - (A) Curva dose-resposta da mobilização de cálcio ao UTP em macrófagos 

não infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparação de amplitudes de 

fluorescência na resposta ao cálcio. As células foram infectadas por 48 horas em 

lamínulas de vidro, então incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob 

perfusão. N= 6 Experimentos em triplicata * p<0.05. 
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Figura 26- (A) Curva dose-resposta da mobilização de cálcio ao UDP em macrófagos não 

infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparação de amplitudes de 

fluorescência na resposta ao cálcio As células foram infectadas por 48 horas em lamínulas 

de vidro, então incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob perfusão.. N= 6 

Experimentos em triplicata * p<0.05. 



 

 

114

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-7 -6 -5 -4 -3
0

25

50

75

100

125
Macrófago não
infectado

Infectado
L. amazonensis

- log [UDP] M

%
 R

es
po

st
a 

M
áx

im
a 

ao
 C

ál
ci

o

A 

0.00

0.25

0.50

0.75

100 µM UDP

Macrófago não
infectado

Infectado com L.
amazonensis*

Fl
uo

re
sc

ên
ci

a
(E

sc
al

a 
ar

bi
tr

ár
ia

)

B 



 

 

115

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27- Comparação da mobilização máxima de cálcio entre macrófagos não 

infectadas e infectados. N=3 experimentos independentes em triplicata * p<0.05. 
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4.9 Variação de Cálcio Intracelular em Perfusão contínua de ATP 

 

 Os macrófagos infectados ou não, em lamínulas de vidro, foram incubados com FURA-

2 AM e Probenicide (como descrito anteriormente) e postas em perfusão contínua por 500 

segundos com uma solução de ATP a 1mM em solução salina PBS suplementado com Ca2+ a 

1mM, sendo mantida a 37 oC.  

Os registros obtidos nas situações macrófagos não-infectados e infectados mostraram 

resposta em platô mantida pelos 500 segundos em que a solução contendo ATP esteve em 

contato com as células. Entretanto, a amplitude de resposta foi no macrófago não infectado 

menor 0,05 (ou 50u) que aquela observada no macrófago infectado 0,06 (ou 60u) (escala 

arbitrária)(Figura 28).  

A resposta de mobilização do cálcio na forma de platô é característica da  ativação do 

receptor P2X7, quando estimulado por doses milimolares de ATP (COUTINHO-SILVA E 

COLS, 1999). Desta forma, nossos resultados indicam ativação e resposta de receptor P2X7 

funcional na membrana tanto de infectados como nos não infectados, apresentando uma 

ampliação de resposta em células infectadas. O aumento de resposta observado nos 

macrófagos infectados pode indicar a potenciação de resposta do receptor P2X7. 
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Figura 28 - Variações de cálcio intracelular ao constante estímulo com ATP 1mM. (A) 

Macrófagos não infectados (B) Macrófagos infectados com L. amazonensis. As células 

foram infectadas por 48 horas em lamínulas de vidro, então incubadas com FURA-2 por 

40 minutos e postas sob perfusão. u=unidades de fluorescência (escala arbitrária) 

seg=segundos.N=2. 
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4.10 O receptor P2X7 se encontra expresso em maior quantidade em macrófagos 

infectados  

 

Os resultados dos experimentos de cálcio e apoptose na presença de ATP e dos 

inibidores do receptor P2X7, sugerem a modulação positiva do mesmo na infecção com L. 

amazonensis. A disponibilidade de anticorpos específicos para este receptor permitem uma 

busca da expressão da proteína de interesse. Utilizando a técnica de western blot observamos 

na figura 29  a presença de uma banda de 70 KDa em macrófagos infectados e não infectados 

compatível com o esperado para o receptor  P2X7. Os macrófagos murinos J774 foram 

utilizados como controle positivo da marcação. Observamos que extratos de culturas de 

macrófagos, infectados e não infectados, apresentaram a banda de 70 KDa, compatível com a 

presença do receptor P2X7 entretanto, a banda obtida dos extratos de macrófagos infectados 

foi muito maior e de marcação mais intensa. O extrato de cultura de Leishmania pura na fase 

promastigota não apresentou marcação. Este resultado sugere então, maior quantidade de 

receptores P2X7 em macrófagos infectados com L. amazonensis. 
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Figura 29 - Western Blotting . Marcação com anticorpo anti-P2X7 em macrófagos de 

linhagem J774, macrófagos não infectados, infectados com L. amazonensis  e 

promastigotas de L. amazonensis livres.  
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5. DISCUSSÃO 
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A relação entre mecanismos pró- e anti-inflamatórios durante respostas inflamatórias e 

imunológicas, é crítica para evitar injúrias teciduais excessivas, o que comprometeria o 

hospedeiro. A secreção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1 e TNF-α em resposta a 

agentes microbianos é um mecanismo de defesa essencial durante estágios iniciais de 

infecção.  

Macrófagos e células dendríticas, possuem papel fundamental como iniciadores e 

reguladores da imunidade inata e adaptativa. Estas células compõem os principais alvos de 

citocinas e mediadores como são também para agentes patológicos, além de reagirem 

ativamente a danos teciduais. As regiões de injúria tecidual possuem características peculiares, 

devido à liberação de conteúdo intracelular de células lisadas, como a presença de 

nucleotídeos em concentrações milimolares. Portanto, a presença de nucleotídeos inicia o 

alerta ao sistema imune de injúria celular, liberação de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β 

e IL-6, cicloxigenase-2, geração de superóxidos como favorecimento da morte de patógenos 

intracelulares (Tabela 7) (FERRARI E COLS, 1997;AGA E COLS, 2002). Para evitar as 

atividades microbicidas dos macrófagos hospedeiros, os patógenos intracelulares  

 

 

 

 

 

 

Ligante (sinal de perigo) Receptor (sensor de perigo) 

Proteínas HSP 60, 70, 90 CD 91, TLR4, TLR2, LOX-1 

DNA TLR9 

ssRNA TLR3, TLR7, TLR8 

nucleotídeos P2Y/P2X 

Metabólitos de açúcar P2Y14 

Tabela 7- moléculas intracelulares sinalizadoras de perigo .Adaptado de DI VIRGILIO, 
2005. 
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desenvolveram diversas estratégias para contornar sua destruição, incluindo atraso da 

maturação endocítica no modelo de Mycobacterium, atraso da fusão fago-lisossômica em 

Chlamydia, formação de vacúolos parasitóforos em T. cruzi e Leishmania (KUSNER E COL, 

2000; HARB E COLS, 2000; SACKS E COL, 2002; COUTINHO-SILVA E COLS, NO 

PRELO).  Ao final do ciclo de infecção, os parasitas são liberados culminando na morte do 

macrófago hospedeiro e liberação de nucleotídeos que induzirão inflamação local. 

Neste sentido, o presente trabalho vem avaliar o comportamento de macrófagos infectados 

com o parasita intracelular L. amazonensis em contato com nucleotídeos extracelulares, 

definindo assim, o papel dos receptores para nucleotídeos destas células infectadas. 

Torres-Santos em 2003 e Chaves em 2005 evidenciaram a importância do receptor P2X7 

em células de camundongos infectados com Leishmania, que apresentaram aumento de 

sensibilidade ao ATP extracelular através de ensaios de permeabilização, e diminuição da 

carga parasitária após o tratamento com este nucleotídeo. Estes dados sugerem a modulação 

positiva do receptor P2X7 na infecção por Leishmania. Em um passo inicial foram realizadas 

observações morfológicas associadas à presença de nucleotídeos na infecção. As células 

infectadas apresentam morfologia usual, sem o perfil de dano celular por parte do parasita, o 

que vai de encontro com a estratégia de sobrevivência do patógeno mantendo o hospedeiro 

íntegro até sua eliminação. Em contrapartida, as células infectadas apresentaram 

características de desorganização celular, alterando-se a estrutura de membrana plasmática e 

citoplasma na presença dos nucleotídeos ATP, UTP e UDP. As células não infectadas também 

apresentaram alterações visuais ao serem incubadas com os nucleotídeos, entretanto a 

desestruturação celular não pareceu tão agravada quanto em células infectadas.  Dados prévios 
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de nosso laboratório mostraram alterações morfológicas em células expostas ao ATP 

(MENDES, 2006). Uma das características mais marcantes observadas foi a retração celular, 

com perda de filopódios nos tratamentos com nucleotídeos.  

Verhoef em 2003 demonstrou por microscopia óptica, que macrófagos expostos a ATP e 

outros agonistas de receptor P2X7 apresentavam contínua formação de blebs de membrana em 

curso temporal com retração de projeções de membrana. Também, já foi demonstrado que o 

UTP através da ativação do receptor P2Y4 promove alteração morfológica em células de 

neuroblastoma, entretanto, poucos trabalhos reportam alterações morfológicas em resposta a 

nucleotídeos de uracila. Estes resultados não deixam claro quais os receptores responsáveis 

pelas alterações morfológicas, ou o estado dos parasitas de Leishmania dentro dos macrófagos 

tratados. Para isto, foram realizadas imagens de fluorescência com o corante de núcleo 

Hoescht juntamente com a fluorescência GFP da Leishmania transfectada. As imagens obtidas 

mostraram que macrófagos infectados com L. amazonensis e tratados com ATP, UTP e UDP 

apresentavam diminuição da marcação GFP de Leishmania, além de marcação de núcleos 

apoptóticos nos macrófagos.   

Estes resultados em conjunto apontam para um processamento ou morte do parasita 

quando seu hospedeiro é incubado com nucleotídeos, tal resultado se adiciona as observações 

feitas por Chaves em 2005 de diminuição de carga parasitária em células incubadas com ATP 

e UTP (VER ANEXO 3). Adicionalmente, as observações feitas de mudanças estruturais nos 

núcleos do hospedeiro apontam para processos de morte celular, especialmente a apoptose 

caracterizada por condensação do núcleo. 

Ainda no contexto de alterações morfológicas, as imagens ultraestruturais obtidas neste 

trabalho mostram alterações ainda mais expressivas nas células ativadas por nucleotídeos. O 
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ATP e UTP promovem aumento de vesiculação citoplasmática e perturbações nos vacúolos 

parasitóforos, conseqüentemente perturbando o ciclo de infecção de L. amazonensis. O 

tratamento com UTP gera mais interesse por apresentar parasitas com sinais de morte, ou 

processamento. Contudo, algumas perguntas surgem em decorrência das diferenças 

ultraestruturais observadas: estariam os nucleotídeos promovendo uma aceleração do ciclo de 

leishmania e liberando-a para infectar células adjacentes? Ou  ainda, processando-as 

promovendo a morte das mesmas?  

A possibilidade de morte celular nas células hospedeiras (observada com a marcação 

com o corante nuclear hoescht em células infectadas) foi também testada com os mesmos 

nucleotídeos, utilizando a citometria de fluxo para determinação de células hipodiplóides, 

comprovando a ocorrência de morte celular, por apoptose em células infetadas. A células 

infectadas com Leishmania promoveram inibição da apoptose espontânea dos macrófagos em 

cultura (MOORE E COL, 1994; AGA E COLS, 2002; LISI E COLS, 2005; RUHLAND E 

COLS, 2006). Este resultado de inibição de morte espontânea vai de encontro com 

mecanismos de sobrevivência parasitária na persistência da infecção (AGA E COLS, 2002).   

Adicionalmente, sabe-se que espécies de Leishmania são capazes de conferir resistência aos 

macrófagos na apoptose induzida por diversos estímulos conhecidos, através de interferência 

na sinalização endógena mitocondrial ativando PI3K/Akt (; AGA E COLS, 2002; LISI E 

COLS, 2005 ;RUHLAND E COLS, 2006). A morte celular observada em macrófagos não 

infectados em decorrência da ativação por ATP é conhecida através da via do receptor P2X7 

em diferentes tipos celulares (MURGIA, E COLS, 1992; COUTINHO-SILVA, E COLS, 

1999; COUTINHO-SILVA, E COLS, 2003;WANG E COLS, 2004; ADINOLFI E COLS, 

2005; SUGIYAMA E COLS, 2005; MACKENZIE E COLS, 2005). Em contrapartida, os 
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parasitas de Leishmania não conseguiram reverter, ou inibir a morte celular induzida por ATP, 

UTP e UDP assim como conseguem com diferentes estímulos (RUHLAND E COLS, 2006). 

Como já descrito, parasitas de Leishmania utilizam a via PI3K/Akt de resistência a apoptose 

do hospedeiro, interessantemente foi mostrado recentemente  que esta via também é ativada na 

indução de apoptose de macrófagos por ATP via receptor P2X7 (COSTA-JUNIOR, 2006). 

Não está claro como a mesma via de sinalização estaria associada na morte de macrófagos 

infectados com L. amazonensis.   

As curvas dose-resposta obtidas na apoptose com ATP em macrófagos não infectados e 

infectados mostra curvas com inclinações diferentes em cada situação, sugerindo o 

envolvimento de diferentes receptores para nucleotídeos, ou diferentes quantidades expressas 

destes receptores alterando a cinética de dose-resposta. Entretanto, fica claro pelo aumento de 

sensibilidade nas células infectadas que a apoptose induzida por ATP de fato é um efeito 

atribuído a maior expressão funcional dos receptores P2X7 na infecção por Leishmania. É 

sabido que UTP e UDP não tem qualquer efeito indutório sobre a apoptose em macrófagos. 

(COUTINHO-SILVA E COLS, 2001). Portanto, o efeito indutor de apoptose por UTP e UDP 

foi totalmente inesperado e sugere a modulação de um ou mais receptores pirimidinérgicos 

nestas células. As curvas dose-resposta de UTP e UDP na indução de apoptose em macrófagos 

infectados foram muito parecidos o que dificulta a dissociação dos  fenômenos observados na 

apoptose por UTP e UDP, mas em uma análise mais cuidadosa pode-se perceber que as 

concentrações mais baixas de sensibilização são diferentes para UTP e UDP gerando EC50 

diferentes também.  

A apoptose induzida por ATP pôde ser associada diretamente ao receptor P2X7 com a 

utilização de inibidores como ATP oxidado (comentado abaixo) além de experimentos 
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utilizando macrófagos de animais deficientes no receptor P2X7
-/-. Nestas células a apoptose 

induzida por ATP foi totalmente inibida tanto nos macrófagos não infectados como infectados. 

A inibição total da apoptose na presença de ATP em células não-infectadas e infectadas prova 

que o fenômeno de morte seria exclusivo do receptor P2X7. A apoptose induzida por UTP e 

UDP em células de camundongos P2X7
-/- mostra a ausência de relação destes nucleotídeos 

com o receptor P2X7. Os experimentos de indução da apoptose por UTP e UDP realizados nos 

animais C57BL6 P2X7
+/+  mostram o mesmo perfil de apoptose observado no P2X7

-/- aos dois 

nucleotídeos. Por outro lado, a porcentagem de células apoptóticas em resposta ao ATP, de 

macrófagos de animais C57BL6 P2X7
+/+ foi inferior a média obtida em macrófagos de animais 

BALB/c. Tal fato pode estar associado com a presença de receptor P2X7 truncado na cepa de 

camundongos C57BL6, o que inibe total ou parcialmente o funcionamento do receptor 

(ADRIOUCH E COLS, 2002). Além de redução da resposta máxima a apoptose com ATP, o 

mesmo foi observado em relação ao outros nucleotídeos tanto em camundongos C57BL6 

selvagens quanto em nocautes P2X7
-/-.  

A utilização de antagonistas como ATP oxidado, PPADS e Suramina auxiliaram na 

definição de alguns receptores envolvidos nas vias de morte. A inibição da apoptose obtida 

com o ATP oxidado em macrófagos infectados bem como não infectados confirma que o 

fenômeno é de fato, devido ao receptor P2X7 , enquanto células não infectadas não apresentam 

inibição da apoptose com suramina e inibição parcial com PPADS o que excluiria a 

possibilidade dos receptores P2Y2,4,11 , P2X1,2,3 e 5 sensíveis a suramina e P2X1,2,3,5 e 6 , P2Y1,4 e 

6 sensíveis a PPADS, estarem envolvidos na resposta ativada por ATP (BURNSTOCK, 2006). 

Nas células infectadas a suramina inibiu a apoptose induzida por UTP e UDP, confirmando 

que ambos os nucleotídeos estariam induzindo a apoptose através de receptores P2Y. 
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Entretanto, a suramina é um antagonista pouco seletivo, sendo inibidor dos receptores P2Y2, 

P2Y6 e P2Y11, o que dificultaria selecionar o receptor envolvido na resposta, adicionalmente, o 

PPADS não inibiu a apoptose induzida por UTP em macrófagos infectados, dissociando a 

atuação dos receptores P2Y1, P2Y4 e  P2Y6 . 

 Alguns trabalhos reportam a morte celular via receptores P2Y4 induzida por UTP e 

também via receptor P2Y1 utilizando ADP como agonista, enquanto os receptores P2Y12 e 

P2Y2 participam da resistência a apoptose em diferentes tipos celulares (CAVALIERE E 

COLS, 2004; MAMEDOVA E COLS, 2006; ARTHUR E COLS, 2006), apesar do receptor 

P2Y2  estar associado a efeitos anti-proliferativos e apoptóticos em células de carcinoma 

humano, células epiteliais, coloretais e esofageais (HOPFNER E COLS, 1998).  Os receptores 

P2Y possuem vias de sinalização via proteína G e aumento de cálcio intracelular com elevação 

de PI3K, mas as vias de sinalização envolvidas na morte através da ativação destes receptores 

ainda não está muito clara.  

Os ensaios de liberação de cálcio apontam para uma modulação positiva de receptores 

além de receptores funcionais adicionais na infecção. Os registros de cálcio apontam 

receptores responsivos a ATP e UTP em amplitudes e tempos de resposta diferentes nas 

situações não infectados e infectado. Os receptores para nucleotídeos presentes nos 

macrófagos não infectados são dessensibilizados após a aplicação  de 100µM de ATP, 

entretanto, apenas uma parte destes receptores é dessensibilizado após a aplicação de 100µM 

de UTP. Já em macrófagos infectados, os padrões de resposta a liberação do cálcio são 

alterados, além de receptores responsivos ao ATP, surgem receptores responsivos somente a 

UTP. Tal visão aponta a modulação positiva de um receptor responsivo somente ao UTP e não 

ao ATP na concentração de 100µM. Sabe-se que em camundongos, ATP e UTP são agonistas 
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equipotentes dos receptores P2Y2 e P2Y4, (ABBRACHIO E COLS, 2006)  e que ambos 

receptores evocam a liberação de cálcio (COMMUNI E COLS, 1999; LAZAROWSKI E 

COLS, 2003).  

Trabalhos recentes tem reportado a íntima ligação entre receptores P2 e moléculas de 

citoesqueleto em um sistema de inter-regulação (VERHOEF E COLS, 2003), podendo a 

fagocitose ser modulada por receptores P2 em macrófagos peritoneais de camundongo 

(ICHINOISE, 1995). Para descartar a possibilidade do fenômeno de modulação de resposta ao 

cálcio em células infectadas seja um efeito basicamente da endocitose, ou seja, da captação de 

partículas, foram realizados experimentos fornecendo esferas de látex para fagocitose. Os 

resultados mostraram que a alteração da mobilização de cálcio entre macrófagos não 

infectados e infectados não é resultado da fagocitose. Neste sentido iniciou-se um estudo mais 

aprofundado do efeito da fagocitose na modulação de receptores P2 com esferas de látex e o 

efeito do óleo mineral (VER ANEXO 1) na mesma proporção de leishmanias.  

Recentemente, del Rey demonstrou em camundongos nocaute para os receptores P2Y2 e 

P2Y4, que a liberação de cálcio na presença de UTP se dá praticamente exclusivamente pela 

ativação do receptor P2Y2. Enquanto o receptor P2Y6 seria ativado somente por UDP gerado 

principalmente através da degradação de UTP. A resposta ao ATP somente seria inibida em 

condições de ausência de a cálcio extracelular, mostrando que a 100 µM os receptores 

responsivos ao cálcio seriam de subtipo P2X (DEL REY E COLS, 2006). As curvas de 

resposta de cálcio entre células infectadas tratadas com UTP ou ATP apresentam padrões de 

resposta completamente diferentes, permitindo a dissociação dos dois agonistas e sugere que 

pelo menos dois receptores diferentes, um para cada nucleotídeo estar atuando. Comparando-

se as respostas de cálcio obtidas entre macrófagos infectados ao UTP ou UDP, nota-se que 
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também apresentam padrões diferentes e EC50 diferentes permitindo também sugerir uma 

dissociação de receptores para cada nucleotídeo. Portanto, os receptores responsivos a UTP e 

UDP são dois receptores diferentes com características P2Y2 – like e P2Y6 – like. 

A resposta obtida na variação de cálcio intracelular na presença de ATP, a confirmação 

obtida através da técnica de western blotting da presença ampliada do receptor P2X7 na 

infecção, os ensaios de perfusão contínua com ATP a 37oC mostram que de fato, o receptor 

envolvido pelo menos em parte, na resposta ao ATP é o receptor P2X7, com ampliação de 

20% da resposta em platô mantido na infecção. Estes dados se somam aos dados de Chaves e 

foram organizados na forma de artigo científico a ser submetido (VER ANEXO 3). 

O papel dos receptores P2 em infecções com parasitas intracelulares vem sendo descrito 

tanto em modelos de infecção bacterianos quanto por protozoários. Ao receptor P2X7 em 

especial, vem sendo atribuído um papel muito importante na eliminação dos parasitas 

intracelulares. Sabe-se que a ativação deste receptor através do ATP promove a inibição da 

atividade infectiva com conseqüente morte de células infectadas com Chlamydia psittaci e 

Chlamydia trachomatis (KUSNER E COL, 2000; COUTINHO-SILVA E COLS, 2001; 

COUTINHO-SILVA E COLS, 2003; SAUNDERS E COLS, 2003). Muitos parasitas como 

Mycobacterium bovis BCG, Vibrio cholerae, M. tuberculosis, T. cruzi e Leishmania também 

secretam ou expressam ecto-nucleotidades que degradam ou sintetizam nucleotídeos (HARB 

E COLS, 2000; COUTINHO-SILVA E COLS, NO PRELO).  

Neste aspecto, o presente trabalho vem a mostrar a modulação positiva do receptor P2X7 

e de pelo menos dois receptores P2Y pirimidinérgicos na infecção com Leishmania 

amazonensis, o que representaria através da ativação destes receptores com nucleotídeos 

extracelulares a morte da célula hospedeira e conseqüente eliminação parasitária. 
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6. CONCLUSÕES 
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1. Os nucleotídeos ATP, UTP e UDP induzem alterações morfológicas em macrófagos 

2. O tratamento com os nucleotídeos ATP, UTP e UDP parece induzir diminuição de 

amastigotas de Leishmania amazonensis viáveis em macrófagos. 

3. A infecção com Leishmania amazonensis promove alterações na mobilização de cálcio 

intracelular em resposta aos nucleotídeos ATP negativamente, UTP positivamente e 

UDP negativamente. 

4. Macrófagos não-infectados entram em apoptose apenas na presença de ATP, enquanto 

macrófagos infectados com Leishmania amazonensis entram em apoptose quando 

tratados com nucleotídeos ATP, UTP e UDP. 

5. O receptor P2X7 se encontra modulado positivamente na infecção com L. amazonensis. 

6. Receptores com algumas características de receptores P2Y2 e P2Y6 ainda não 

completamente identificados também são modulados positivamente na infecção com 

Leishmania amazonensis. 

7. Os receptores P2 modulados na infecção induzem apoptose em macrófagos infectados, 

o que culminaria na morte dos parasitas. 
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7.PERSPECTIVAS FUTURAS 
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Este trabalho veio a mostrar a modulação positiva de receptores P2 durante a infecção com L. 

amazonensis. Entretanto, novos experimentos devem ser realizados na identificação dos 

receptores modulados e a forma de eliminação parasitária induzida pela ativação dos 

receptores modulados através de : 

• Estudos de quantificação da liberação de espécies reativas de oxigênio 

• PCR em tempo real para caracterização dos receptores modulados positivamente 

durante a infecção. 

• Preparações de western blot para identificação dos receptores P2Y e P2X modulados, 

identificando também, se fosfolipases A, C e D estariam na sinalização destes 

receptores. 

• Análises ultraestruturais com diferentes tempos de tratamento com nucleotídeos 

visando melhor definição da seqüência envolvida na eliminação do parasita. 
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