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RESUMO

Os receptores para nucleotideos P2 encontram-se relacionados a diversos fendmenos
fisiol6gicos como agregacdo de plaquetas, quimiotaxia, liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, morte celular por apoptose e necrose € morte de patdgenos intracelulares.
Neste trabalho, utilizamos técnicas bioquimicas e funcionais para avaliar a expressao
funcional de receptores P2 em macrofagos infectados com L. amazonensis. Observamos
que a infeccdo modifica a resposta padrdo de variagdo de célcio intracelular para ATP,
UTP e UDP. O ECs, encontrado para cada nucleotideo sugere a modulagdo de receptores
P2 pirimidinérgicos adicionais. Ensaios de variacdo de calcio demonstraram que, durante a
infecgdo dos macrofagos com L. amazonensis o receptor P2X; encontra-se mais expresso o
que foi confirmado pelo aumento de proteina por western blot e apoptose induzida por
ATP. Em micrografias de microscopia eletronica observou-se durante a infeccdo, aumento
de vactolos citoplasmaticos e vacuolos parasitoforos alterados na presenca dos
nucleotideos ATP e UTP. Através de microscopia Optica de fluorescéncia observamos
macrofagos apresentando nucleos condensados com caracteristicas apoptdticas quando
tratados com ATP e UTP, além da diminui¢do da carga parasitaria em tratamento com os
mesmos. Estes achados foram confirmados por ensaios de citometria de fluxo.
Observamos também que a infec¢@o torna os macrofagos sensiveis a apoptose induzida por
UTP e UDP. Portanto, na infecgdo de macrofagos com L. amazonensis, o receptor P2X; e
dois receptores P2Y, com caracteristicas de P2Y, e P2Ys sdo modulados positivamente,

promovem a morte celular por apoptose e podem possuir papel fisioldégico na infecgao.
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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 ECsy 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, P2X; 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. INTRODUCAO



1.1 PARASITAS INTRACELULARES

Organismos como virus, bactérias, protozoarios e fungos, utilizavam em tempos remotos a
vida livre no substrato competindo com organismos vizinhos pelo alimento. Com o advento da
compartimentalizacdo 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 especificas, de modo a interferir nos
mecanismos de sinalizagdo e desenvolvimento do hospedeiro (GRUENHEID E COLS, 2003).
Os parasitas atuam a nivel intracelular no hospedeiro ou sobrevivem nos fluidos
extracelulares, podendo produzir infecgdes cronicas duradouras de forma a maximizar as
chances de transmissdao 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 secrecao (TTSS), que ativa GTPases
do tipo Rho ou alteram fosfatidilinositois. Esta ativagdo remodela a membrana plasmatica,
produzindo assim ondula¢des que facilitariam sua entrada no hospedeiro (GRUENHEID E
COLS, 2003).

J& os protozoarios, utilizam mecanismos muito variados de entrada no hospedeiro através
de segundo mensageiros, fatores de transcri¢do, e interagdo com uma grande variedade de
receptores de superficie cuja transdugdo de sinal induz a modulagdo da expressdao génica da
célula hospedeira e liberagio de Ca®" para remodelamento de membrana (BURLEIGH E

COLS, 2002).



Uma vez dentro do hospedeiro, os patégenos intracelulares utilizam diversas estratégias de
sobrevivéncia, sendo uma delas, a alteragdo e/ou interrup¢do do trafico de vesiculas
intracelulares (Tabela 1). Alguns se adaptaram para resistir ao indspito ambiente
fagolisossomal, enquanto outros lisam a parede do vacuolo, escapando para o citoplasma,
e/ou alterando de modo ativo as caracteristicas vacuolares para que suas necessidades sejam
atendidas. Este mecanismo de sobrevivéncia também ¢ mediado por alteracdo, paralisagdao ou
remodelamento de moléculas de citoesqueleto, ja que este se encontra diretamente relacionado
com o trafego de vesiculas (Tabela 1). Todavia, os parasitas que utilizam o escape
citoplasmatico como modo de sobrevivéncia também utilizam interagdes com o citoesqueleto

do hospedeiro, mas poucos trabalhos abordam o tema (SACKS E COL, 2002).



Tabela 1- Estratégias de sobrevivéncia de patogenos intracelulares.

Estratégia Pat6genos

Mecanismo de sobrevivéncia intracelular

Atraso da maturacdo Salmonella enterica sv.

Typhimurium

Mycobacteria

Neisseria gonorrhoeae

Leishmania donovani

Escape para o citoplasma  Shigella flexneri
Listeria

Monocytogenes

Rickettsia prowazekii

Trypanosoma cruzi

Formagéo de inclusdes Chlamydia trachomatis
citoplasmaticas
Legionella pneumophila

Toxoplasma gondii

Inibigdo da fusdo de vesiculas mediada por SPI-2
Remodelamento do vactiolo de Salmonella via SifA
Actmulo de colesterol no vactiolo

Modulagdo de proteina SNARE

Inibicdo da aquisicdo fagossomal de EEA1 por
ManLAM

Expressdo de porina PorB permeabiliza o fagossomo
e inibe maturagao

Inibicao da despolimerizacdo de actina do fagossomo
Alteragdo direta da fusdo fago-endossomo por
lipofosfoglicano (LPG)

Rompimento do vactiolo por IcsB, IpaB, IpaC.

A expressdo de Listeriolisina permeabiliza o vacuolo
A entrega de PI-PLC e ativagdo de PLC e¢ PLD
rompem o vacuolo

O fagossomo ¢é desestabilizado pela secrecdo de
fosfolipase A2

Direciona o recrutamento de lisossomos durante/apds
invasao

Répida lise do vactiolo por Tc-TOX

Interrupgao e atraso da fusdo fago-endossdmica

Associagdo com vesiculas do reticulo endoplasmatico
Forma vacuolos nao fusogénicos que se associa com

mitocondria e reticulo endoplasmatico

Adaptado de SCOTT, 2003.



1.1.1 Protozoarios

As infecgdes por protozoarios afetam meio bilhdo de pessoas no mundo, suas doencas
relacionadas (malaria, Doenga de Chagas e leishmaniose visceral) sdo a maior causa de
mortalidade em paises tropicais, representando entdo, um grande impacto no desenvolvimento
economico (SACKS E COLS, 2002). A inexisténcia de vacinas efetivas para tais doengas ¢
atribuida a complexidade dos patogenos e suas complicadas estratégias de evasdao do sistema
imune (SACKS E COLS, 2002). Dentre tais estratégias estdo o escape da resposta humoral e
celular, regulando a resposta de células T e suprimindo a resposta efetora. Da mesma forma,
diversas adaptacdes permitem a evasdo da resposta imune inata, como transposicao da barreira
epitelial, cascata complemento, hidrolases lisossomais e metabdlitos de oxigénio toxicos,

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

1.1.2 Leishmaniose

A doenca leishmaniose € causada por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastidae,
familia Trypanosomatidae, género Leishmania. O protozoario apresenta duas formas em seu
ciclo de vida: promastigota, de estrutura fina e alongada nas dimensdes 10-20 uM de
comprimento por 2uM de largura possuindo um longo flagelo localizado na regido anterior
podendo estar na fase prociclica (ndo infectiva, replicativa) ou metaciclica (infectiva nao

replicativa); ou na forma amastigota, de formato oval de 2-5 uM de comprimento, ndo moveis.



1.1.3 Ciclo de vida

A transmissdo do parasita se da através do repasto sangiiineo do inseto da familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, do género Phlebotomus (Africa, Europa e Asia) ¢ do
género Lutzomyia (Américas). No intestino do inseto vetor, os parasitas permanecem na forma
promastigota. Os promastigotas nao infectivos em replicacdo (prociclico) se encontram
aderidos ao epitélio do intestino e se transformam na forma infectiva ndo replicativa
(metaciclica). Os parasitas metaciclicos se soltam do epitélio e migram ao final do trato
digestivo. A transmissdo dos promastigotas ao hospedeiro vertebrado ocorre na inoculagao dos
mesmos no momento do repasto sangiiineo. Ao entrarem em contato com o sistema sangiiineo
do hospedeiro, os promastigotas infectam fagdcitos mononucleares, resistindo a acao litica do
sistema complemento. Uma vez internalizados, estes se transformam em amastigotas que
proliferam por divisao binaria (RUSSEL & TALAMAS-ROHANA, 1991). A proliferacao dos
parasitas pode vir a causar o rompimento das células fagociticas mononucleares liberando-os
ao ambiente do entorno onde podem infectar os macréfagos vizinhos.

Ao se alimentar em um mamifero, o vetor pode ingerir fagocitos contendo amastigotas. Na
digestdo do sangue, os amastigotas sdo 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 inospitos de ambos
hospedeiros, como enzimas digestivas do intestino do vetor e atividade lisossomica do
hospedeiro. Para isto utiliza seu lipofosfoglicano (LPG) de superficie para transformar a

situacdo a seu favor, conforme explicado mais adiante (MAIOLLI E COLS, 2004).



1.1.4 A Doenga

As leishmanioses sao doengas que apresentam um largo espectro de manifestacdes clinicas

que vao desde lesdes cutaneas auto-regenerativas a doenga visceral severa e morte. Apesar de

diferentes manifestagdes clinicas, todas as leishmanioses sdo causadas por espécies do

protozoario parasita do género Leishmania (BULLEN E COLS, 2002). As espécies de

leishmania sdo distinguidas através de sua localizacdo geografica, técnicas bioquimicas,

biomoleculares e caracteristicas clinicas. As formas clinicas mais comuns sdo:

Leishmaniose visceral (calazar) - geralmente provocada pelas espécies L. donovani, L.
chagasi e L. infantum podendo ser endémica, epidémica ou esporadica. Pode haver
infeccao do figado, baco, e medula dssea. Os sintomas incluem febre noturna, diarréia,
febre, taquicardia, esplenomegalia, hepatomegalia, caquexia e em casos mais severos,
pode haver o desenvolvimento de leishmaniose dérmica, com formagdo de nodulos
faciais.

Leishmaniose cutinea - pode ser provocada pelas espécies L. tropica, L. major, L.
mexicana, L. braziliensis e L. amazonensis. Caracterizada inicialmente por lesdes
unicas nas extremidades do corpo, que em casos mais graves se espalham em areas
expostas do corpo, geralmente chegando a ulceracdo. O periodo de incubagao varia de
duas a seis semanas.

Leishmaniose mucocutanea - causada pela espécie L. braziliensis, provocando lesdes
nas extremidades corporais que apds alguns meses atingem a regido nasofaringeal,

causando obstrucao nasal e epistasia.



A leishmaniose humana ¢ distribuida por todo o mundo, principalmente nos tropicos e
subtropicos com uma prevaléncia de 12 milhdes de casos sendo 0,5 milhdo na forma visceral e
11,5 milhdo da forma cutdnea (OMS, 2005). A leishmaniose ¢ considerada endémica em 88

paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento (Figura 1) (OMS, 2005):

e 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil, india, Nepal
e Sudio;

e 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil ¢ Peru;

® 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, Brasil, Ira, Peru,

Arabia Saudita e Siria.

Leishmaniose Cutanea. Paises altamente
endémicos (90% dos casos)

| )
Paises altamente endémicos

Figura 1- Mapa indicando os paises em que a leishmaniose cuténea ¢ altamente

endémica. Adaptado do site da OMS, 2005.



1.1.5 Evasao do Sistema Imune

As espécies de Leishmania ndo apenas escapam da lise mediada por proteinas 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 flebotominio, o promastigota
prociclico se transforma em metaciclico, sua membrana se altera, exibindo LPG, o que previne
a inser¢ao do complexo de ataque a membrana (MAC) C5b-C9 quando o protozoario entrar
em contato com o hospedeiro vertebrado. Além disso, aumenta-se a expressao de gp63, que
cliva o componente C3 em C3bi, evitando também a deposi¢do do C5b-C9. Adicionalmente,
C3bi opsoniza o parasita tornando-o alvo de fagocitos profissionais, o que facilitaria sua
entrada na célula hospedeira (SHER E COLS, 2002). Desta forma, o uptake de Leishmania
depende da espécie, presenga de soro, e estagio de desenvolvimento do parasita.

Os promastigotas quando ja no organismo do vertebrado, se ligam a algumas moléculas
receptoras de complemento como CR1 e CR3. O receptor CR1 ¢ o maior ligante de
macrofagos para promastigotas maduros (DA SILVA E COLS, 1989). A ligacdo do
promastigota com os receptores do complemento (CR) pode ocorrer de trés formas: soro-
dependente ativando o componente C3 através do fragmento C3bi; através de ligagdo soro-
independente se ligando a protease de superficie gp63 ao CR3; através da ligacdo do
lipofosfoglicano do parasita ao epitopo lectina-like do CR3 e CR1 (BULLEN E HANDMAN,
2002).

A Leishmania possui um denso glicocalice que recobre toda sua superficie de membrana,
formado por uma familia 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 invasdo por amastigotas ocorre independente de LPG, exceto em L.major. Em L.
amazonensis, a invasdo se da através do ligante de heparina, receptor Fc para imunoglobulina
G, além de ligagdo a glicoesfingolipidios (DESCOTEAUX E COLS, 2005).

Sabe-se que espécies de Leishmania possuem receptores de superficie ancorados a GPI
com duas por¢des sinalizadoras responsaveis pela produg¢do de citocinas em células de
mamiferos como interleucina 12 (IL-12) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) além de sintese
de 6xido nitrico (NO). Além disso, a ativagao de receptores do tipo Toll induzem a morte da
Leishmania (AKIRA, 2003). A eliminagdo bem-sucedida da Leishmania requer a participagdo
de células imunes e citocinas envolvidas em resposta do tipo Thl. Tal resposta envolveria a
secrecao de IL-12 em macréfagos e células dendriticas nos estagios iniciais de infec¢dao. A IL-
12 induz secrecdo de IFN-y em linfocitos T e natural killers, além de induzir secregdo
autdcrina de TNF-a, o que ativaria sinergisticamente a transcri¢do de fatores microbicidas. Os
mecanismos de evasdo do protozoario incluem inibigdo da secrecdo de IFN-y e IL-12,
supressdo da produgdo de NOS (Oxido Nitrico Sintase), e expressdo de iNOS (Indutor de
Oxido Nitrico) impedindo a via oxidativa, supressio da expressio de complexo de
histocompatibilidade principal classe II (MHC classe II), dentre outros (STAFFORD E COLS,
2002). A indugio de apoptose em células CD4" ¢ 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 participacao de fosfolipase C como um importante
mediador do reconhecimento e sobrevivéncia no hospedeiro de L. amazonensis. A fosfolipase
C encontra-se presente em interagdes parasito-hospedeiro e na sobrevivéncia na maioria dos
tripanossomatideos, demonstrando a relevancia da ativacao das fosfolipases nas infecgdes por

protozoarios (SOARES E COLS, 2003).
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1.1.6 Ciclo de Vida Intracelular

Assim que o parasita se liga a0 macrofago, a membrana do primeiro apresenta marcagao
de proteinas (por microscopia de fluorescéncia) constituintes de vesiculas da via endocitica da
célula hospedeira (HENRIQUES E COLS, 2000). Tal fato indica a existéncia de um processo
dindmico de transito de lipidios e glicoproteinas associadas @ membrana entre o parasita ¢ a
célula hospedeira. Apds a internalizagdo em fagossomos, os vacuolos contendo parasitas se
fundem a lisossomos secundarios para completar o vactolo parasitoforo (VP) (em até 30
minutos) e os parasitas promastigotas na forma metaciclica se transformam em amastigotas

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

Lelshmanla promastigote
LPG+
=
Phagocytic cup s
Early endosomes
Phagosome O
Lysosomes
Inhibitlon of phagesome
maturation
(LPG-clspandant)
F-actin \
Amastigote
No LPG
Phagolysosome

Figura 2- Esquema ilustrando a inibicdo da maturacdo do fagossomo em um macrofago
que internalizou um promastigota de L. donovani. Tais fagossomos ndo interagem com
endossomos tardios ou lisossomos até que os promastigotas se diferenciem totalmente em

amastigotas (DESCOTEAUX E COLS, 2005).
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O vacuolo parasitéforo mantém o pH écido e atividade hidrolitica através de constante
fusdo com organelas da via endocitica (DE SOUZA, 2005), fato confirmado através da
utilizagdo de marcadores como LAMP-1 e 2, rab7, moléculas envolvidas na apresentacao de
antigenos via MHC II e proton ATPases.

A morfologia do vacuolo parasitéforo (VP) ¢ muito variada dependendo da espécie de
Leishmania e do estagio de desenvolvimento. Em L. amazonensis e L. mexicana os vactiolos
sdo largos, com o parasita aderido parcialmente 8 membrana enquanto L. major e L. donovani
produzem pequenos VPs com justaposicdo quase total de membranas (BULLEN E COLS,
2002). A diferenca entre os VPs pode ser também atribuida a presenca de LPG em sua
superficie. O LPG do parasita migra para a superficie do macréfago através do sistema de
fusdo de vesiculas (AWASTHI E COLS, 2004). Tal molécula interferiria nas propriedades
fusogénicas do VP e a transformacdo de promastigotas em amastigotas (RASMUSSON E
COLS, 2004). A transformagdo de promastigotas em amastigotas ainda ¢ assunto obscuro, mas
diversos autores correlacionaram a atividade de serino-, aspartico-, € metaloproteinases nesta
transformacao (ALVES E COLS, 2005).

Resultados sugerem que para a saida da célula, os vactiolos parasitéforos se acumulam na
periferia da célula, saindo horas depois por via exocitica (BULLEN E COLS, 2002).

As células hospedeiras transportam os parasitas dos sitios de infeccdo para os linfonodos
drenantes, onde apresentam os antigenos destes parasitas as células T imaturas e onde os
parasitas persistem indefinidamente (AWASTHI E COLS, 2004).

As diferentes espécies de Leishmania utilizam como alvo principal os macrofagos, mas
jé foram relatados outros alvos de infeccdo como células da glia, neutrofilos, monocitos e

células dendriticas (BAETAS-DA-CRUZ E COLS, 2004).
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Por utilizar o macréfago como hospedeiro preferencial, a Leishmania promove
alteragdes no hospedeiro para evadir de seus efeitos microbicidas. Macrofagos ativados
utilizam como sistema microbicida perdxido de hidrogénio e oxido nitrico. Macrofagos

secretam citocinas como TNF-a, /IL-6, IL-18, IL-12 e IFN-y quando em infec¢des parasitarias.

Sabe-se que leishmania inibe a produgdo de IL-12, conseqiientemente IFN-y, que ativaria

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

Nucleotideos e nucleosideos sao parte de uma familia bem estabelecida de
mensageiros extracelulares. Em 1929 Drury e Szent-Gyorgyi evidenciaram pela primeira vez o
papel fisiologico dos nucleotideos extracelulares ao perfundir ATP no sistema cardiovascular
de cobaia (DRURY & SZENT-GYORGYI, 1929) gerando bradicardia e hipotensdo. Os
nucleotideos encontram-se presentes em altas concentragdes no citoplasma (ATP 5-10mM e
UTP 0,5-1mM) enquanto no compartimento extracelular sua concentra¢do ¢ mantida na ordem
de nanomolar (ATP 1-10 nM) (DI VIRGILIO, 2005). Uma vez no meio extracelular, o ATP
pode atuar sobre receptores para nucleotideos ou ser metabolizado para suas formas di- ou
monofosfato, ativando diferentes receptores (Figura 3).

O principal mecanismo responsavel por controlar a concentragdo do ATP extracelular é
a acdo de um grupo de enzimas denominadas ecto-nucleotidases. Estas enzimas podem ser
encontradas associadas ao lado extracelular da membrana plasmatica, podendo também estar
presentes no meio intersticial ou nos fluidos corporais (ZIMMERMANN, 2001). Estas
enzimas sao responsaveis pela clivagem do ATP em suas moléculas relacionadas, pela retirada
do fosfato inorgénico até a molécula de adenosina (ZIMMERMANN, 2000; ZIMMERMANN,
2001). Além das ecto-nucleotidases, existem também outras enzimas que sdo capazes de
promover a troca do fosfato inorganico entre os nucleotideos, como ¢ o caso do nucleosideo
difosfocinase que pode fazer a fosforilagdo 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 ¢ capaz de gerar uma de ATP e uma de

AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) (NOVAK, 2003).



emx?r:celular ATP AMUDO 1
1 B 'I.’ ® Hﬁnﬂ i
i | H “ | u. .
miein CD39 5'-Nucl.
intracelular P2Y P2X P1

Figura 3- Acdo das ecto-nucleotidases sobre o ATP extracelular. O esquema ilustra
uma situacdo hipotética de liberacédo de ATP, onde uma vez no meio extracelular este
pode atuar em receptores proprios, 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 proprios. (DI

VIRGILIO E COLS, 2001)
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A identificacdo de receptores para ATP ¢ AMP em organismos unicelulares e
invertebrados permitiu notar a importancia destas moléculas como sinalizadoras (GERISH E
COLS, 1975; SMALL E COLS, 1987). Neste contexto, no curso da evolucao celular, o ATP e
outros nucleotideos podem ter sido moléculas quimiotaticas indicando a posi¢do de células
danificadas ou mortas. Entdo, as células que tinham receptores para tais moléculas devem ter
sido positivamente selecionadas, determinando sobrevivéncia e sucesso reprodutivo.

O ATP ¢ um pequeno soluto (650 Da) podendo apresentar de 2 a 4 cargas negativas
que dependem do pH e da concentragdo de Ca ** ¢ Mg **, sendo um importante mediador nos
sistemas nervoso (HOLTON E COLS, 1953) e cardiovascular (BANGA E COLS, 1951).
Células como neurdnios, plaquetas, macrofagos, linfécitos T, endoteliais e epiteliais liberam
ATP através de vias ndo-liticas tanto em condig¢des fisiologicas quanto patoldgicas
(SABIROV E COLS, 2005), em casos de estimulagdo por endotoxina, agregacao de plaquetas,
etc. Sua liberagdo pode se dar através de via exocitica e de granulos de células secretorias. O
ATP também modula respostas imunes em linfocitos T e B, em mastdcitos € em macrofagos,
nestes ultimos induzindo liberagao de IL1-f (FERRARI E COLS, 2006).

Sabe-se atualmente que os nucleotideos também podem atuar como moléculas
mensageiras de perigo, induzindo células apresentadoras de antigenos (APCs) a iniciar a
resposta imune com a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como IL1-B, IL-6,
cyclooxigenase-2 e producdo de superdxidos, o que promoveria a morte de patdogenos. Em
eosinofilos, o ATP induz a produgdo de metabolitos de oxigénio, ativa Ca>" transiente e regula
positivamente a integrina CD11b (DICHMANN E COLS, 2000).

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

diversos critérios, tais como seqiiéncia protéica, vias de transducdo de sinal, farmacologia e etc
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(DI VIRGILIO, 2005). Os P1 sao receptores associados a alguns tipos de proteina G, ativados
por adenosina sendo subclassificados através de diferengas estruturais e farmacoldgicas em
Al, A2a, A2b, e A3. O receptor Al transduz sinal através da proteina G;j, sua ativagdo inibe a
adenilato ciclase e diminui os niveis de AMPc. O receptor A2a estd associado a proteina G, € a
unido com o ligante estimula a adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMPc. A ativagao
do receptor A2b, associado as proteinas G. e G4, aumenta os niveis de AMPc e de IPs através
da ativacdo da fosfolipase C. Finalmente, o receptor A3 estd associado as proteinas Gi e Gq €
através delas a sua ativagdo inibe a adenilato ciclase e ativa a fosfolipase C (KLOTZ E COLS,
2000).

Os receptores P2 participam de varios processos de indugdo de vias de sinalizagdo
principalmente através da ativagdo de MAPKs (DA CRUZ E COLS, 2005). Estdo divididos
em duas familias P2X e P2Y. Os receptores P2Y sdo metabotropicos, possuem N-terminal
extracelular e C-terminal intracelular que apresenta regido de ligagdo a proteinas kinases.
Possuem de 328 a 379 aminoacidos (41 a 53 Kd), sete dominios transmembrana, sendo as
alcas extracelulares ligadas por pontes bissulfeto (Figura 4) (DI VIRGILIO E COLS, 2001).
Esta familia de subtipo de P2 possui oito membros (P2Y 1 2 4 6 11, 12, 13 ¢ 14) OS quais
encontram-se distribuidos em uma grande variedade de tecidos, sendo riquissimo no sistema

nervoso (Figura 5) (BURNSTOCK, 2006).
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P2Y receptor
(P2Y; 2,4.6.11—14)

Figura 4- Esquema da estrutura dos receptores P2Y e sua inser¢do na membrana

plasmatica (KUGELGEM & WETTER, 2000)

Figura 5- Distribuicdo de receptores P2Y em sistema nervoso central de ratos adultos.
O receptor P2Y1€ mostrado em células de Purkinje no cerebelo (amarelo); O receptor
P2Y, é observado em substancia branca(vermelho); O receptor P2Y, é expresso em
astrécitos (amarelo); O receptor P2Y¢ esta presente na substancia negra compacta
(amarelo); O receptor P2Y1; é encontrado nas células de Purkinje no cerebelo
(vermelho); O receptor P2Y1, é localizado em oligodendracitos (amarelo) ( VOLONTE

E COLS, 2006).
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Os nucleotideos UTP e UDP sdo conhecidos por serem as principais moléculas
sinalizadoras ativadoras de receptor P2Y, mas a baixa homologia geral entre os membros da
familia P2Y proporciona farmacologia variada (Tabela 2). Os receptores P2Y; P2Ys P2Y,
sao ativados por nucleosideos difosfatados, enquanto os receptores P2Y, e P2Y4 por
nucleosideos trifosfatados (ABBRACCHIO E COLS, 2006).

Os receptores P2Y, P2Y,4 e P2Y, sdo ativados por purinas e pirimidinas enquanto P2Y
P2Y 1, P2Y; sdo ativados apenas por purinas (BURNSTOCK, 2004). Cada receptor P2Y faz
ligagdes com uma proteina G heterotrimérica, sendo que cada subtipo pode formar associagdes
homo- e heteromultiméricas, o que promoveria de maneira geral a geracao de 1,4,5 inositol e
liberagdo dos estoques da célcio intracelular (LA SALA E COLS, 2006). Estes podem ser
agrupados em: receptores ligados a proteina Gq (P2Y, P2Y, P2Y4, P2Ys . P2Y)) que ativam
fosfolipase C f; e ligados a proteina G; (P2Y 2, P2Y 3, P2Y14) que inibem adenilato ciclase
(INOUE, 2005; DI VIRGILIO, E COLS, 1996; ABBRACCHIO E COLS, 2006). O principal
agonista para os receptores P2Y; e P2Y; e P2Y 3 ¢ 0 2-MeSADP, sendo seus antagonistas o
PPADS (P2Y,) e o Clopidogrel (P2Y,) respectivamente, nao tendo sido identificados ainda
antagonistas para o receptor P2Y;3. Os receptores P2Y, e P2Y4 possuem o UTP como
principal agonista e como antagonistas a suramina e o PPADS respectivamente. J& o UDP ¢ o
agonista principal do receptor P2Y¢ que ¢ antagonizado por PPADS e suramina. O receptor
P2Y, possui como agonista principal o ARC67085 e como antagonista a suramina, enquanto
o receptor P2Y 4 ¢ ativado por UDP- glucose e ndo possui antagonistas conhecidos (Tabela 2)

(KUGELGEN, 2005).



20

Os receptores P2Y acoplados a proteina de tipo Gq sdo ligados a sinalizagdo via
fosfolipase C, aumento de Ca *" intracelular e ativacio de proteinas kinase C. J4 os receptores
acoplados a proteina Gi, promovem acimulo de AMPc.

Os receptores P2Y encontram-se expressos em macrofagos humanos participando da
sinalizagdo de morte celular (OSHIMI E COLS, 1999), em membrana basolateral de tubulos
proximais de rato (P2Y;, P2Y, e P2Y,4 ) onde o receptor P2Y, quando inativado pode ser
substituido pelo receptor P2Ys (BAILEY E COLS, 2001). Em adigao, foi demonstrado que a
expressao dos receptores P2Y4 e P2Y, oscila de acordo com o tempo de cultura em células
epiteliais (OKUDA E COLS, 2003). Além disso, o receptor P2Y, participa ativamente da
ativacao e diferenciagdo de células promonociticas humanas (SANTIAGO-PEREZ E COLS,
2001), sendo seu mRNA detectado em rins, bago, pulmao, figado e coragdo. Este receptor
exibe 89% de homologia na seqiiéncia de aminodcidos entre camundongos e humanos. A
dessensibilizacdo do receptor P2Y, ocorre 5 minutos apds a exposicdo ao UTP pela
fosforilagdo do seu C-terminal por proteinas kinases, e sua recuperacdo ¢ observada 5-10
minutos apds a remocio do agonista (BRUNSCHWEIGER & MULLER, 2006).

O receptor P2Y, foi originalmente clonado de placenta humana e cérebro de rato. Este
receptor ¢ mais relacionado ao subtipo P2Y; que ao P2Ys, apresentando 83% de homologia na
seqiiéncia de amino4cidos entre rato e humano (KUGELGEN, 2006). Nio apresentam
antagonistas especificos, sendo fracamente responsivos a suramina e sensiveis a PPADS em
células murinas.

O receptor P2Y¢ foi clonado em ratos, camundongos e humanos. Este receptor em
humanos apresenta homologia de 37% na seqiiéncia de aminoacidos com o receptor humano

P2Y, e 40 % com o receptor P2Y4 humano. Foi demonstrado que o receptor P2Y, se encontra
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expresso em doengas intestinais inflamatorias, sua ativagdo em monocitos medeia a produgao
de IL-8 e, ¢ alvo na terapéutica de fibrose cistica (BRUNSCHWEIGER & MULLER, 2006).
O receptor P2Y exibe dessensibilizagdo lenta apos 30 minutos de exposi¢do ao seu agonista.

O receptor P2Y; encontra-se envolvido na maturagdo induzida por ATP em células
dendriticas (TANG E COLS, 1999).

O receptor P2Y 14 apresenta como seu principal agonista o UDP-glucose, sendo clonado
de tecidos de humano, camundongo e rato. Ainda ndo foram descritos antagonistas a este
receptor (ABBRACHIO E COLS, 2003).

Os receptores P2Y podem ser estudados em contextos fisiologicos através de andlises do
acumulo de fosfolipase C, diacilglicerol (DAG), inositol trifosfato (IP3) e calcio intracelular
utilizando agonistas e antagonistas (P2Y,, P2Y4 e P2Yy). Ja o receptor P2Y 4 pode ser
estudado através do acumulo ou inibi¢cio de AMP ciclico (BRUNSCHWEIGER & MULLER,

2006).



Tabela 2- Distribuig@o e principais agonistas/antagonistas de receptores P2Y
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Tipo  Espécie Tecido Agonista principal Antagonistas
P2Y, Humano Amplo: plaquetas, coragdo,  (N)-me-2-MeSADP>ADP=ADPBS> MRS 2179
musculo esquelético, tecidos  ATP PPADS
neuronais, trato digestivo
Rato 2-MeSADP=2-MeSATP>ADP
Camundongo 2-MeSATP>2CI-ATP>ATP
P2Y, Humano Amplo: pulmdes, coragdo, UTP=ATP>INS37217>Ap4A>ATPyS  Suramina
musculo esquelético, bago,
rim
Rato UTP=ATP>CTP>GTP
Camundongo UTP=ATP>Ap4A
P2Y, Humano Placenta, pulmdes, masculo  UTP> UTPyS PPADS
liso vascular, cérebro e
figado
Rato UTP=ATP=Ap4A
Camundongo UTP=ATP
P2Ys Humano Pulmio, coragdo, aorta, bago, UDP=5Br-UDP>>UTP>2-MeSADP PPADS
placenta timo, intestino e Suramina
cérebro
Rato UDP>UTP>ADP>2-MeSADP
Camundongo UDP>UTP>ADP>2-MeSADP
P2Y,;; Humano Baco, intestino ARC67085> ATPyS=BzATP>ATP Suramina
RB-2
P2Y;, Humano Plaquetas, tecidos neurais 2-MeSADP>ADP>>(N)-me-2- Clopidogrel
MeSADP
Rato 2-MeSADP>ADP,ATP
Camundongo 2-MeSADP>ADP>ADPfS
P2Y,; Humano Bago, leucécitos, medula 2-MeSADP>ADP>ADPS -
oOssea, figado e cérebro
Rato ADP> 2-MeSADP >>ATP
Camundongo ADP=2-MeSADP = ADPfS
P2Y,; Humano Placenta, tecido adiposo, UDP-glucose>UDP-galactose -
intestino, cérebro e bago
Rato UDP-glucose
Camundongo UDP-glucose

Adaptado de KUGELGEN, 2005.
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Os receptores P2X sdo ionotropicos formadores de canais i6nicos, sendo seus terminais
amino- e carboxi- localizados do lado citoplasmatico, apresentando regides de ligacdo a
proteinas kinases. Possuem de 379 a 595 aminoacidos, apresentando dois dominios
transmembrana hidrofobicos, sendo que o primeiro (TM1) esta envolvido na ligagdo com o
canal e o segundo (TM2) ao poro i6nico (RALEVIC, 1998).

O dominio extracelular apresenta-se em alca constituida de 10 residuos de cisteina
conservados formando uma série de ligacdes do tipo pontes bissulfeto (Figura 6). Através da
ativacao de receptores P2X, o gradiente de concentragdo de ATP extracelular promove atragao
de células dendriticas imaturas, bloqueia a sintese de citocinas pro-inflamatorias e a
capacidade de promover resposta Thl, favorecendo a resposta Th2 nestas células (LA SALA
E COLS, 2003).

Até o momento foram clonados sete subtipos de receptores P2X (P2X;7) em
mamiferos que apresentam ampla distribuicdo em diferentes tecidos (Figura 7). Os receptores
P2X; e P2X; formam heteromultimeros em ganglios, P2X4/s em neurdnios do sistema nervoso
central, P2X;;5s em células sangiiineas e P2X,, em células do cérebro (NORTH, 2002). O
receptor P2X5 apresenta o terminal carboxi 100-200 aminoacidos mais longo, o que lhe
confere sitios de ligagdo para sinalizagdes diferentes das outras 6 subunidades de receptores

P2X.
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P2X P2X7
A P2X receptor

(P2X-7) B

Na"~ Ca*

Figura 6- (A)Esquema da organizacgdo dos receptores P2X. (B)Note na figura da
direita o C-terminal alongado caracteristico do receptor P2X; se comparado com

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

Figura 7-Distribuicdo dos receptores P2X em tecidos de sistema nervoso central de ratos
adultos. O receptor P2X; é mostrado em neurénios corticais (vermelho); O receptor P2X;
presente no striatum (vermelho e amarelo); P2X3; em neurdnios (vermelho); O receptor P2X,4
¢ observado na substancia branca (amarelo); Os receptores P2Xs e P2Xs; em
neurbnios(amarelo); O receptor P2X; se localiza em microglia de cortex

(vermelho)(VOLONTE E COLS, 2006)
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O receptor P2X; foi inicialmente clonado a partir de preparagdes de vasos deferentes de
ratos, de humanos e da bexiga urinaria de camundongos. A dessensibilizacao do receptor P2X;
ocorre quando a aplicagdo do agonista ¢ superior a 100 milisegundos (NORTH E COLS,
2002).

O receptor P2X, foi clonado a partir de células PC12 de ratos (BRAKE E COLS, 1994;
RALEVIC & BURNSTOCK, 1998) e possui 41% de homologia com o receptor P2X,
entretanto nao ha antagonistas seletivos para os receptores P2X,. Estes receptores apresentam
dessensibiliza¢ao baixa ou nula (NORTH, 2002).

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

1995 (Apud (RALEVIC E BURNSTOCK, 1998)) e possui 43% de homologia com o
receptor P2X; e 47% com o receptor P2X,. Os antagonistas para este receptor sao a suramina
e o trinitrofenil- ATP (TNP-ATP), entretanto tais antagonistas ndo sdo capazes de distinguir
entre os receptores P2X; e P2Xj3. Sob concentragdes de ATP (30kM), a dessensibilizagdo do
receptor ocorre em um tempo menor que 100ms (NORTH E COLS, 2002).

O receptor P2X4 foi o primeiro da familia de receptores P2X a ser identificado no cérebro
(SOTO E COLS, 1996; RUBIO & SOTO, 2001); contudo, foi mostrado recentemente que ele
¢ largamente expresso em tecidos periféricos incluindo pancreas, ductos biliares, orgaos
reprodutivos femininos, trato gastrintestinal, arvore pulmonar , em macrofagos e em células
dendriticas (COUTINHO-SILVA E COLS, 1999;BO E COLS, 2003; COUTINHO-SILVA E
COLS, 2005).

O receptor P2Xs ¢ largamente expresso em tecidos periféricos incluindo pancreas, ductos
biliares, 6rgaos reprodutivos femininos, trato gastrintestinal e arvore pulmonar (BO E COLS,

2003). O receptor P2Xs foi clonado a partir de ganglio celiaco de ratos, sendo seus
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antagonistas a suramina ¢ o PPADS (COLLO E COLS, 1996). Este receptor, contudo, ndo se
dessensibiliza (NORTH E COLS, 2002).

O receptor P2X, foi isolado do ganglio cervical superior de ratos, sendo parcialmente
inibido pelo PPADS ou suramina (COLLO E COLS, 1996; RALEVIC & BURNSTOCK,
1998; NORTH E COLS, 2002).

O receptor P2X; quando ativado por ATP ou 2,3 -(4-benzoil)-benzoil ATP (Bz-ATP) (seu
agonista mais potente), em células HEK 293 transfectadas, induz perturbagdes de membrana
plasmatica denominadas blebs, com protusdes semiesféricas de 1 a 10 uM de didmetro, sendo
geralmente precedida do aparecimento de pequenas vesiculas (MACKENZIE E COLS, 1999).
Adicionalmente, quando ativado por periodos maiores que 20 minutos causa apoptose
(MACKENZIE E COLS, 2005).

Os receptores P2 sdo ativados por uma ampla variedade de nucleotideos extracelulares em

diferentes tecidos (Tabela 3).



Tabela 3- Distribuicdo e principais agonistas/antagonistas de receptores P2X
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Tipo  Espécie Tecido Agonista principal Antagonistas
P2X; Humano Plaquetas, bexiga, musculo liso, tecidos -2-MeSADP>a,[3- Suramina
neuronais, intestino. meATP?ATPySfAtHf PPADS
Dessensibilizacdo rapida
Rato -2-MeSADP>q,3-
meATP>ATPyS=ATP
Camundongo -2-MeSADP=0,3-
meATP>ATPyS=ATP
P2X, Rato Sistema nervoso central, periférico, -2-MeSADP=q,f- Suramina
medula, epitélio, esqueleto e musculo meATP>ATPyS=ATP PPADS
cardiaco
P2X, Rato Ganglio de raiz dorsal e nodosa, pele, ATP>-2-MeSATP>>> qo,- TNP-ATP
juntas, pulmdes, ureteres e trato meATP
gastrintestinal
P2Xs Rato Pulmaio, coragdo, aorta, baco, placenta, ATP>-2-MeSATP> ADP PPADS
timo, intestino e cérebro Suramina
P2Xs Rato Baco, intestino ATP>-2-MeSATP> ADP PPADS
P2X,; Humano Plaquetas, tecidos neurais, células Bz-ATP>ATP>2-MeSATP
apoptoticas no sistema imune, pele e
pancreas
Rato 2-MeSADP>ADP,ATP KN-62
BBG, ATPo

Subtipos de receptores P2X expressos em tecidos de mamiferos. Adaptado de BURNSTOCK,

2006
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O receptor P2X; em especial, possui papel importantissimo no sistema imune inato
mediando inflamagdo e eliminacdo de patogenos 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 reversivel na
membrana permeavel a pequenos cations (Na’, Ca®", K*) (COUTINHO-SILVA E COLS,
1996). O receptor P2X; se distingue dos demais receptores P2X devido a sua habilidade de
aumento progressivo de resposta se mantido sob constante estimulo, gerando um poro de
membrana reversivel, ndo seletivo e permeavel a solutos hidrofilicos de baixo peso molecular.
Tal fato ¢ confirmado pela permeabilidade a corantes fluorescentes como YO-PRO e Brometo
de Etidio, o que facilita o fluxo bidirecional de cétions, gerando despolarizagdo e massivo
influxo de Ca ** (DI VIRGILIO E COLS, 2001). O dominio carboxi-terminal mais longo do
receptor P2X5 confere controle sobre a formagao do poro e transdugao de sinal (SUPRENANT
E COLS, 1996; WORTHINGTON E COLS, 1998). Este receptor apresenta diversos sitios que
sdo homologos a sitios de outros receptores envolvidos em interagdes proteina-proteina e
ligagdao a LPS (DELINGER E COLS, 2001).

O receptor P2X; pode ser encontrado em diferentes tipos celulares como neurdnios,
macréfagos, células dendriticas e da microglia, fibroblastos, linfocitos e células endoteliais
(SUPRENANT E COLS, 1996; DI VIRGILIO E COLS, 2001; KNIGHT & BURNSTOCK,

2004).
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O receptor P2X; quando ativado, promove a produgdo e liberacdo de ILI-f em
microglia, mondcitos e macrofagos via fusdo de vesiculas (FERRARI E COLS, 1997;
MACKENZIE E COLS, 2001) e, em macrofagos ativados por LPS, o processamento e
liberagao de tal citocina pro-inflamatoria ocorre com a formagdo de blebbing de membrana via
P2X5, fato confirmado com a utilizagdo de célula HEK transfectada (MORELLI E COLS,
2003). Adicionalmente, este receptor medeia a apoptose em diversos tipos celulares
(COUTINHO-SILVA E COLS, 1999; GROSCHEL E COLS, 1999; COUTINHO-SILVA E
COLS, 2001; MORELLI E COLS, 2001).

O receptor P2X; encontra-se associado a vias classicas de ativacdo de kinases/JNK,
caspase 3, ativacdo de fosfolipase D e A, (PFEIFFER E COLS, 2004). O receptor P2X5
promove apoptose induzida por ATP em células dendriticas (COUTINHO-SILVA E COLS,
1999) e em células epiteliais cervicais humanas, onde envolve a ativacdo de caspase 9
(WANG E COLS, 2004). Estudos utilizando camundongos deficientes em receptores P2Xy
comprovaram seu envolvimento na inflamac¢do. O silenciamento do gene do receptor P2X;
promove inflamagdo cronica e dor neuropatica atenuados (LABASI E COLS, 2002;
CHESSELL E COLS, 2005). Adicionalmente, este receptor também esta envolvido em
processos de fusdo celular, proliferagdo, formacao Ossea, reorganizagdo dos filamentos de
actina de forma direta, comprovado pela utilizagao 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 fendmeno de pseudoapoptose em células HEK quando ativado brevemente
(MACKENZIE E COLS, 2005). Em 1995, Falzoni sugeriu o possivel envolvimento do

receptor P2X; em formacao de células multinucleadas em situagdes de infeccdo (FALZONI E
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COLS, 1995). O receptor P2X; como descrito acima, desempenha papéis importantissimos na
imunidade inata mediando principalmente mecanismos de inflamacgdo. Apesar do destaque
dado ao receptor P2X7, o ATP extracelular no sistema imune, também ¢ capaz de ativar outros
receptores P2, que podem atuar em conjunto, apesar do mecanismo ainda nao estar muito claro

(LA SALA E COLS, 2003).

1.3. Papel de Receptores P2 na Morte Celular

Apoptose ¢ um processo homeostdsico regulado, orquestrado pelo genoma do
hospedeiro, de delecao especifica de células sem indugdo de resposta inflamatoria (WANG E
COLS, 2004). Diversos trabalhos documentam que as vias intrinseca e extrinseca da apoptose
resultam em alteragdes celulares tanto morfologicas quanto bioquimicas.(SAUNDERS, 1966;
TWOMEY & MACCARTHY, 2005). A apoptose inicia-se com vias de sinalizacdo que
incluem de modo geral estresse oxidativo, injuria, e niveis altos de fatores troficos
extracelulares (TWOMEY & MACCARTHY, 2005).

Em 1987 Steinberg e Silverstein demonstraram que a exposi¢do prolongada de
macrofagos de linhagem de camundongo J774, a altas concentracdes de ATP acarretava na
morte da maioria das células; enquanto as células restantes se apresentavam insensiveis aos
efeitos permeabilizantes do ATP (STEINBERG, E COLS 1987). Di Virgilio nos anos 90
demonstrou que células natural killers de linhagem (P-815 ¢ YAC) apresentavam morte
induzida por ATP com caracteristicas como fragmentacdo de DNA e externalizagdo de

fosfatidilserina (PS). Desde entdo diversos autores reportaram os efeitos citotoxicos do ATP
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via ativagdo de receptores purinérgicos utilizando agonistas e antagonistas especificos
(FERRARI E COLS, 2005).

A citotoxicidade do ATP em macrofagos se encontra diretamente relacionada a presenga
do receptor P2X7, confirmado com o uso de seus antagonistas especificos como oxATP
(MELO E COLS, 2001) e brilliant blue G (BBG), além da utilizagdo de macréfagos
provenientes de animais P2X; ™, os quais nfo entram em morte celular quando na presenca de
ATP (COUTINHO-SILVA E COLS, 2003). De modo geral, o receptor P2X; ¢ capaz de
promover a exteriorizagdo de fosfatidilserina (MACKENZIE E COLS, 2005) apesar de
evidéncias que, o receptor P2X; seja capaz de realizar a alteragdo da posi¢ao da
fosfatidilserina sem comprometer a célula com apoptose (ELLIOTT E COLS, 2005).
Adicionalmente, o receptor P2X; se encontra associado as cascatas classicas de ativacao de
kinases JNK e caspase 3 ativadas por estresse oxidativo (HUMPHREYS E COLS, 2000).

Em macréfagos, o acoplamento de ATP no receptor P2X; gera um poro de membrana
reversivel que permite o influxo e efluxo de moléculas de at¢ 900Da (COUTINHO-SILVA E
COLS, 1997). Particularmente, a exposi¢do intermitente do macréfago ao ATP a
concentracdes milimolares, promoveria um programa de suicidio que inevitavelmente seria
sucedido de apoptose, mesmo que o ATP nao esteja mais presente (DI VIRGILLIO, 1995; DI
VIRGILLIO E COLS, 1998). Macrofagos de linhagem J774 apresentam morte celular
induzida por ATP de duas formas: rapida, com caracteristicas de lise coldide-osmética, rapida
retracao citoplasmatica ou liberacdo do conteudo citoplasmatico, caracterizando uma morte
tipicamente necrotica (MURGIA E COLS, 1992). O mecanismo de apoptose neste sistema se
daria pela ativacdo de caspases 1 e 3 (LE FREUVE E COLS, 2003), exposicao de

fosfatidilserina , blebbing de membrana, fragmentacdo de DNA e liberacdo de TNF-a em
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microglia (FERRARI E COLS, 2005). Tal aparato constituiria uma via cléssica de ativagdo e
sensibilizagdo dos macrofagos aos efeitos liticos do ATP (BOURS E COLS, 2006).

O mesmo mecanismo de inducdo de morte apos prolongada exposicdo ao ATP em
concentracdes milimolares se repete em células dendriticas (COUTINHO-SILVA E COLS,
1999; SLUYTER E COLS, 2004), o que contribuiria com a remogado destas células apos a
apresentacdo de antigenos, auxiliando na manutencao da homeostase. Os efeitos citotoxicos do
ATP se dariam através do receptor P2X; e ativagdo 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 P2X; seria
revertida quando da ativagao do receptor P2Y4 com UTP, e que nas mesmas células o processo
de morte via ativagdo do receptor P2X; seria exacerbada pela abertura de canais de calcio
dependentes de alta voltagem (VDCCs) (SUGYIAMA E COLS, 2005).

Suprenant e colaboradores demonstraram que a ativacdo do receptor P2X; induz
microvesiculagdo 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 rapida
exposi¢ao do receptor P2X; ao ATP promoveria o fendmeno de pseudoapoptose ja que apesar
de apresentagdo dos sinais de morte classicos, a célula conseguiria se recuperar evitando a
morte. Adicionalmente, Verhoef demonstrou que o ATP induziria o bebbling de membrana
através da ativacdo de kinases efetoras do tipo Rho, promovendo alteragdes dramaticas na

membrana plasmatica caracteristicas de vias de apoptose (VERHOEF E COLS, 2003).



time in BzZATP (in normal physiological solution)

unstimulated 2 min in BzATF

10 um

Figura 8- AlteracGes morfologicas e lise celular em células HEK 293 expressando
receptor P2X; de rato, apds exposicdo de 40s a 30 uM de BzATP (A) e apos
melhoramento digital da imagem (B). A ruptura da membrana é evidente a partir de

30s. Em (C), deteccdo imunohistoquimica para P2X7R (VIRGINIO E COLS, 1999).
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A morte celular ativada por ATP também pode se dar através de liberagdo espontanea de
ATP através de ativagdo autdcrina/paracrina. In vitro, macréfagos murinos que expressam
altos niveis de receptor P2X; apresentam niveis mais altos de apoptose basal (ADINOLFI E
COLS, 2005). Células cervicais humanas utilizam mecanismos autocrinos-paracrinos de
controle do receptor P2X; no calcio citosolico utilizando a via mitocondrial na inducao da
apoptose em situacgdes de injuria celular (WANG E COLS, 2004).

No que concerne a relagao entre receptores P2Y e a apoptose, trabalhos recentes reportam
apoptose induzida pelo receptor P2Y; em célula de astrocitoma (SELLERS E COLS, 2001;
MAMEDOVA E COLS, 2006). Adicionalmente, confirmou—se a apoptose induzida por P2Y,
via ativagdo com ADP, e ndo P2Y, (que se torna responsivo a 2-MeSADP), antagonizando a
apoptose induzida por TNF-a, via modulagao da fosforilagio de ERK Y2, Akt e c-Jun N-
terminal kinase (SELLERS E COLS, 2001). O receptor P2Y, também ¢ capaz de induzir
apoptose em células de carcinoma intestinais através da ativacdo com ADP (COUTINHO-
SILVA E COLS, 2005).

Os receptores P2Y, conferem resisténcia a morte por hipoxia em hepatocitos (CARINI E
COLS, 2006) e também a neurénios (ARTHUR E COLS, 2006). Em contrapartida, este
receptor possui efeitos anti-proliferativos e apoptoticos em células de carcinoma humano,
células epiteliais, coloretais e esofageais (HOLLOPETER E COLS, 2001; HOPFNER E
COLS, 2001; INOHARA E COLS, 2003).

O receptor P2Y, foi associado com o comprometimento de vias de morte em células de

neuroblastoma humano (CAVALIERE E COLS, 2005).
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O receptor P2Y, encontra-se superexpresso em coragdes transplantados, promovendo
maior integragdo com TNF-a potenciando a morte de cardiomiocitos (BANFI E COLS, 2005).
Em contrapartida, este receptor expresso em astrocitomas humanos previne a apoptose

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

1.4. Papel de Receptores P2 na Infeccéo

Os parasitas intracelulares, conforme ja descrito anteriormente, provocam mudancas
moleculares e morfoldgicas na célula hospedeira, gerando também, injurias teciduais
culminando em sitios de inflamagdo. Sabe-se que os nucleotideos possuem papel chave nestes
sitios, sendo secretados ou liberados através de lise (ABBRACCHIO E COLS, 2006). Células
infectadas podem vir a liberar ATP como tentativa de inibigdo da replicagdo parasitaria, ou
liberar apos o ciclo de infecgdo com a subseqiiente lise do hospedeiro (SIKORA E COLS,
1999). Desta forma, a liberagao local de ATP, por exemplo, promove a sinalizagdo de injuria e
infeccdo as células adjacentes (Figura 9). O ATP extracelular induz tanto apoptose quanto
necrose em células infectadas, enquanto outros estimulos conhecidos de apoptose niao o
fazem; a morte de bactérias intracelulares através da fusdo fagolisossomica ativada por ATP ¢é

de modo geral, via ativagao de fosfolipase D (COUTINHO-SILVA E COLS, NO PRELO).
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Figura 9- Efeito direto dos parasitas e seus produtos na morte celular do hospedeiro

(LUDDER E COLS, 2001).

Adicionalmente, alguns parasitas intracelulares como M. bovis, Vibrio cholerae, M.
tuberculosis, T. cruzi e Leishmania secretam ou expressam enzimas que degradam ou
sintetizam nucleotideos em sua superficie (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 interagdo entre os promastigotas e macrofagos peritoneais
(PINHEIRO E COLS, 2006). Sabe-se também que tais enzimas sdo consideradas fator de
viruléncia destes patdgenos, demonstrando assim, a importancia de nucleotideos na
sobrevivéncia 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 hidrolise de ATP através de ATPases dependentes de Mg (2+), apresentaram-se

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



Tabela 4- Efeito do ATP extracelular em patogenos extracelulares
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Tipo Celular Patoégeno Efeito descrito Subtipo de receptor P2
envolvido
Macroéfagos BCG Clearance mycobacteriano Indeterminado
humanos
Macrofagos BCG Clearance micobacteriano P2X;, P2Y
humanos -M. Acidificagdo dos fagossomos P2X;
tuberculosis
H37Ra
Macrofagos BCG Produgdo de NO e ROI P2Y ?
murinos
Macrofagos M. Clearance micobacteriano; ativagdo de fosfolipase P2X;
humanos tuberculosis D P27
H37Rv
Macroéfagos BCG Clearance micobacteriano;ativagdo de fosfolipase = P2X;
murinos e D; fusdo fagossomo-lisossomo
Linhagem J774
Macrofagos BCG Clearance micobacteriano e aumento de mRNA P2X;
bovinos de P2X;,
Linhagem J774  C. caviae Clearance de Chlamydia P2X;
Inibicdo da apoptose mediada por P2X;
Macroéfagos C. Clearance de Chlamydia; ativacdo de fosfolipase  P2X;
murinos trachomatis D;fusdo fagossomo-lisossomo
Timocitos T. cruzi Modulagao da morte de timdcitos P2X;?
murinos
Macrofagos T. cruzi Inibi¢do da permeabiliza¢do mediada por P2X, P2X;
murinos
Macroéfagos L. Aumento da permeabilizagdo mediada por P2X; P2X;
murinos amazonensis;
L.donovani
Abreviaturas: NO- 6xido nitrico; ROI- intermedidrios reativos de oxigénio. Adaptado de

COUTINHO-SILVA e colaboradores revisao no prelo.
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Sabe-se que a atividade bactericida dos macrofagos se da através de algumas vias
incluindo a apoptose (DI VIRGILIO, 2005). A apoptose ¢ um tipo de morte celular
programada, caracterizada por ser um fendomeno fisioldgico para manutengao da homeostase, e
também como fator chave no auxilio a contencdo de doencas infecciosas humanas. Desta
forma, muitos dos parasitas apresentam adaptacdes que interferem nas vias de morte,
modulando assim o adiantamento ou atraso da morte do hospedeiro (BOCCHINO E COLS,
2005). Durante a infeccdo aguda com Plasmodium falciparum, diversas células imunes do
hospedeiro entram em vias de apoptose induzida pelo parasita modulando a fisiologia
linfocitaria e conseqiiente diminuicdo de resposta proliferativa a antigenos da malaria
(TOURE-BALDE E COLS, 1995; TOURE-BALDE E COLS, 1996). J& organismos
infectados com Toxoplasma gondii, apresentam inibicdo da apoptose em macrofagos

infectados, de modo a prolongar o periodo de resisténcia parasitaria (NASH E COLS, 1998).

1.4.1 Na Infeccdo Bacteriana

A micobactéria Mycobacterium tuberculosis é causadora da tuberculose, doenga que atinge
as vias respiratorias, amplamente disseminada no mundo. Na infec¢do por Mycobacterium
tuberculosis, a bactéria utiliza como estratégia de sobrevivéncia o adiamento da maturagdo
endocitica. O ATP extracelular ¢ capaz de levar a morte mycobacteriana em macrofagos
murinos, bovinos ¢ humanos infectados com o bacilo BCG através da aceleragdao da fusao
lisossdmica (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 ¢ conhecida como molécula envolvida em diversas rotas de eliminagdo

parasitaria, incluindo acelerac¢ao da fusao lisossdmica, 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 ¢ ativada gragas a fosforilagdo 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 ¢ regulada pelo patdogeno, podendo este ser um mecanismo
que interfira da eliminacdo bacteriana (KRAWCZYK-BALSCA E COLS, 2004). Em
comparacdo com outros ligantes que possam induzir a lise em macréfagos, incluindo citélise
mediada por complemento, ligante de Fas, e a ativagdo 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 género Chlamydia sdo parasitas intracelulares obrigatorios, agente etiologico de
ampla variedade de doengas incluindo tracoma, infertilidade e aborto, além de progressao de
algumas doencas como aterosclerose, artrite ¢ Alzheimer (RUDEL E COLS, 2001). Estas
bactérias sobrevivem no hospedeiro macréfago em inclusdes envoltas por membrana. Assim
como as micobactérias, este patogeno utiliza como estratégia de sobrevivéncia o retardamento
da via lisossdmica; Coutinho-Silva e colaboradores demonstraram que o ATP extracelular,
ativando fosfolipase D, induz a fusdo fago-lisossomica em macrofagos infectados com
Chlamydia trachomatis, culminando na morte bacteriana. Experimentos com animais
deficientes do receptor P2X; comprovaram a necessidade deste receptor para a ativagdo com
ATP extracelular (COUTINHO-SILVA E COLS, 2003). Experimentos com outras espécies de
Chlamydia demonstraram que estas podem inibir a apoptose induzida por diferentes estimulos

inclusive modulando negativamente o receptor P2X; (COUTINHO-SILVA E COLS, 2001).
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1.4.2 Na Infeccéo por Protozoarios

A doenca de Chagas ¢ causada por um protozodrio intracelular facultativo denominado
Trypanosoma cruzi. Tal doenga ¢é caracterizada por uma condi¢do inflamatoria cronica com
cardiomiopatias e desordens digestorias.

O protozoario Trypanosoma cruzi, utiliza o ATP extracelular como via sinalizadora na
fase aguda da infeccdo, causando atrofia timica (LEITE-DE-MORAES E COLS, 1992). Na
fase aguda de infecgdo, os timdcitos, especialmente a populagio CD4"/CDS8" duplo positiva, se
encontram mais sensiveis ao ATP apresentando alta permeabilizagdo de membrana e morte do
hospedeiro. A utilizagdo de inibidores do receptor P2X; como o ATP, Mg”" e agonistas mais
potentes como Bz-ATP, demonstraram a importancia deste receptor no clearance de timoécitos
e seu papel na atrofia timica (MANTUANO-BARRADAS E COLS, 2005). Por outro lado,
macrofagos infectados com T. cruzi permeabilizam menos, sugerindo a regulagido negativa do
receptor P2X5 nos mesmos (Tabela 4).

Torres-Santos em 2002 sugeriu a regulacdo positiva do receptor P2X; durante a infeccao
com L. amazonensis in vivo e in vitro, gerando respostas funcionais quando da sua ativagao,
como maior permeabilidade plasmatica ao Lucifer yellow através do ATP. Tal permeabilidade
aumentada também foi observada em células de bago infectadas com L. donovani. A presenca
de ATP extracelular durante a infecgdo com L. amazonensis parece nio interferir na invasao,
mas macrofagos tratados com este nucleotideo apresentam taxa parasitaria diminuida
(TORRES-SANTOS E COLS, 2002). Também foi observado que o ATP ndo possui efeito
direto na viabilidade de promastigotas. Corroborando com Torres-Santos, Chaves em 2005,
demonstrou in Vvivo e in vitro diminui¢do da taxa parasitaria em animais infectados com L.

amazonensis, quando tratados com ATP e UTP (CHAVES, 2005).
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Ainda nao ¢ conhecido o mecanismo de acdo dos nucleotideos para culminar na
diminui¢do da carga parasitaria de Leishmania, provavelmente se daria de forma diferenciada
das infecg¢Oes bacterianas. Visto que os parasitas de Leishmania necessitam do pH acido dos
fagolisossomos para replicagdo e sobrevivéncia no hospedeiro, utilizando um mecanismo
muito peculiar que interfere no tempo de maturagdo do fagolisossomo (Figura 2). Enquanto
nas inclusdes bacterianas, o ATP propicia a morte do patéogeno induzindo acidificagdo das
inclusoes utilizando a fosfolipase D. Portanto, como o ATP e o UTP atuariam nas infecgoes de
Leishmania? A possivel regulagdo positiva do receptor P2X5 na infecgdo com L. amazonensis
(proposto anteriormente) abre a possibilidade a questionamentos como: quais mecanismos
estariam envolvidos na reducdo da taxa parasitaria; se estariam sendo modulados diferentes
receptores P2; se estes receptores seriam funcionais; se sim, qual o papel dos mesmos na

infeccao; O que significaria a regulacdo destes receptores na infec¢ao?
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a modulagdo funcional de receptores P2 na infecgdo in vitro com Leishmania

amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

1. Detectar alteragdes morfologicas em células infectadas com L. amazonensis quando

tratadas com agonistas para receptores P2X e P2Y.

2. Avaliar a modulagdo de receptores P2X e P2Y na infecgdo de macréfagos com

Leishmania amazonensis através de técnicas de medidas de calcio intracelular.

3. Avaliar se hd morte de macrofagos infectados em resposta a ativagao dos receptores P2
modulados. Examinando o tipo de morte (necrose x apoptose) e se células de
camundongos P2X5 " infectadas apresentam morte com a utilizacdo de diferentes

agonistas para receptores P2.
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3. Materiais e Métodos
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3.1 NUCLEOTIDEOS

Foram utilizados como agonistas dos receptores P2 os nucleotideos: 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, acido pirodoxalfosfato-6-azofenil-2", 4 -dissulfonico (PPADS). Todos os materiais

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

3.2 CAMUNDONGOS

Os camundongos utilizados das linhagens BALB/c e C57BL/6, foram mantidos em
biotério climatizado com agua, maravalha e ragdo comercial esterilizada. Também foram
utilizados camundongos deficientes para o receptor P2X; (P2X; 7) gentilmente cedidos pelo
Doutor James Mobley (PGRD, Pfiser Inc., Groton,CT) e mantidos no biotério de animais
Transgénicos do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho. Foram utilizados animais de

ambos sexos, com idades entre 10 a 15 semanas para extracdo de macrofagos peritoneais.

3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS PERITONEAIS

Os animais foram sacrificados por asfixia em camara de CO,, seguido de deslocamento
cervical, seguindo condutas de bioética de acordo com as normas do Instituto de biofisica. A

extragdo de macrofagos residentes foi realizada por inje¢do de 10 mL de meio
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DMEM/BIC/HEPES (Dubelco’s Modified Eagle's Medium, 3,7g/L de bicarbonato de sodio e
5g/L de HEPES) (Invitrogen) gelado no peritoneo dos animais, seguindo-se de massagem e
aspiracao das células. Entdo, apds centrifugacao, as células foram ressuspendidas em meio
DMEM/BIC/HEPES e contadas através de exclusdo por Azul de Tripan em cdmara de
Neubauer. Em seguida, as células foram ajustadas a uma concentragdo de 2 x 10° células por
50pL. Cada placa, pogo ou laminula recebeu 50 pL de células, permanecendo em repouso por
1 hora na estufa a 37°C em atmosfera umidificada e 5% de CO,, Em seguida, todos os pogos
foram lavados 2 vezes com PBS estéril a 37°C, de modo a selecionar positivamente as células
aderidas. Finalmente, todos os pocos 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 (designagdo
MHOM/BR/Josefa), transfectadas com GFP através de eletroporacdao. Os protozoarios foram
obtidos com a Dr” 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 26° C. Repiques
periddicos foram feitos a partir da fase estacionaria da cultura até no maximo a 4" passagem.

Os parasitas sdo contabilizados ap6s fixa¢do com formalina a 4% e contagem direta em

camara de Neubauer, com auxilio de microscopio 6ptico.
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3.5 INFECCAO

Para a infeccdo, as células obtidas do lavado intraperitoneal foram plaqueadas a uma
concentragdo de 2 x 10° células por pogo, placa ou laminula (de acordo com o experimento) e
deixadas para aderir por 1 hora a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, para selegdo positiva das
células, foram lavadas duas vezes com PBS estéril, descartando-se as células ndo aderentes.
As células aderentes foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis (10
parasitos/macrofago) por 4 horas. Os parasitos ndo internalizados foram entdo, removidos
lavando-se com PBS pré-aquecido, e os macrofagos infectados, mantidos em meio
DMEM/BIC/HEPES suplementado ¢ mantido a 37°C em atmosfera umidificada e 5% de CO,

por 48 horas, quando os diferentes tratamentos serdo realizados.

3.6 MICROSCOPIA OPTICA

3.6.1 Contraste de fase

Apbs o plaqueamento e a infec¢@o ou ndo em placas de cultura estéreis de 35mm por 36
horas, cada placa recebeu seu respectivo tratamento com nucleotideos diluidos em PBS por 40
minutos a 37° C em atmosfera umidificada ¢ 5% de CO,. Entdo, os pogos foram incubados
com DMEM/ HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37°C em atmosfera
umidificada e 5% de CO,. Apos o periodo de incubacdo, estas foram levadas ao microscopio

optico 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 Fluorescéncia

Ap6s o plaqueamento e a infec¢do ou ndo em placas de cultura estéreis de 35mm por 36
horas, cada placa recebeu seu respectivo tratamento com nucleotideos por 40 minutos a 37° C
em atmosfera umidificada e 5% de CO,. Entdo, as placas foram incubadas com DMEM/
HEPES suplementado e mantidas por mais 8 horas a 37°C em atmosfera umidificada e 5% de
COs,. Logo ap0s, as células receberam o tratamento com o corante Hoescht ( excitacdo 350 nm
e emissdo 461nm ) na concentragdo de 1:1000 por 10 minutos de incubagdo a 37° C em

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

3.7 ENSAIOS DE APOPTOSE

Para medidas de apoptose celular, foram realizados ensaios de citometria de fluxo
baseados na analise da formagao de nucleos hipo-diploides.
Apo6s plaqueamento e infec¢do ou ndo em placas de 24 pogos por 36 horas, cada pogo foi
incubado com seu respectivo tratamento com nucleotideos diluidos em PBS por 40 minutos a
37°C em atmosfera umidificada ¢ 5% de CO,. Em seguida, os pogos foram suplementados
com DMEM/ HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37°C em atmosfera
umidificada e 5% de CO,. As células foram removidas por raspagem e ressuspendidas em

tampao de ciclo celular (50 pg/mL de brometo de etideo, 0,01g de citrato de sodio, 0.1% de
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Triton X-100) por pelo menos 15 minutos. O tampao de ciclo celular permite determinar a
porcentagem de nucleos hipo-dipléides.

Foram coletados 5000 eventos por amostra sendo sua aquisi¢do no programa Cellquest,
no equipamento FACScalibur (Becton Dickinson) equipado com um laser de argonio
(excitagdo a 488nm) avaliando-se: o espalhamento de luz frontal (foward scatter), o
espalhamento de luz lateral (side scatter), a emissao de fluorescéncia a 575nm na escala
logaritmica (FL2) e a 633nm na escala linear (FL3), além de area sobre a curva de
fluorescéncia a 633nm (FL3 area). Avaliando a relagao entre FL3, na abscissa, e FL3 area, na
ordenada, fomos capazes de excluir os eventos que ndo se encontravam dentro da diagonal,
que representa a relagdo direta entre a quantidade de luz detectada pelo fotodetector FL3 e o
"tamanho" do evento avaliado (FL3 area). O evento dentro deste espalhamento obedece a uma
relacdo direta entre tamanho e quantidade de material genético, onde tragdvamos uma regiao
para analise. Assim, se qualquer evento fora desta regido (R1 na Figura 10) ndo era analisado,
podendo corresponder a nucleos grumados, tamanho pequeno e muito material genético,
representando falsos resultados que poderiam comprometer a qualidade da anélise (Figura 10).
O equipamento utilizado se localiza no Instituto de Microbiologia, CCS, UFRJ. Para analise
dos resultados, utilizou-se o programa WinMDI (Multiple Document Interface Flow
Cytometry Application, versdo 2.8), desenvolvido por Joseph Trotter, The Scripps Research

Institute (La Jolla, E.U.A.).
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Figura 10: Graficos ilustrativos do método de analise da fragmentacdo do DNA de

macrdfagos. A regido R1 representa uma relacdo direta entre intensidade de brilho do DNA

ligado ao BE, avaliada pelo fotodetector FL3 e a quantidade de material genético avaliada

pela &rea de FL3. Os dados dentro deste grupo foram reavaliados quanto ao de fragmentacéo

através da intensidade de brilho na escala logaritmica, onde determinamos o valor de 10°

como o0 ponto de nossos nicleos 2n integros, os valores abaixo até 10° foram considerados

nucleos hipo-diploides, estando dentro da regido M1. Em A temos 0s macréfagos controle, em

B o0s macrofagos incubados com 3mM de ATP extracelular.
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3.8 ENSAIO DA LIBERACAO DE LDH

A enzima lactato dehidrogenase (LDH), constitutivamente expressa em altas
concentracdes em todas as células estudadas ¢ altamente estavel e muito utilizada como
marcador de lise celular, pelo comprometimento da membrana plasmatica, caracterizado como
morte por necrose.

Apo6s plaqueamento e infec¢do ou ndo em placas de 96 pogos por 36 horas, cada pogo
recebeu seu respectivo tratamento com nucleotideos diluidos em PBS por 40 minutos a 37°C
em atmosfera umidificada e 5% de CO,. Entdo, os pogos foram incubados com DMEM/
HEPES suplementado e mantidos por mais 8 horas a 37°C em atmosfera umidificada e 5% de
COs,.

A avaliacdo do LDH liberado durante a indu¢ao de morte por ATP, UTP e UDP foi
realizada com o auxilio de kit comercial (Doles Reagentes, Goids, Brasil) e mensurado em
leitor de microplacas Elisa no comprimento de 490nm. O total de LDH liberado quando todas
as células sdo rompidas com triton X-100 0.1% foi considerado como 100% de liberagao da

enzima.

3.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Os macréfagos obtidos através de lavado intraperitoneal foram plaqueados e infectados

(conforme descrito no item 3.5) e tratados com nucleotideos por 30 minutos a 37°C em
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atmosfera umidificada e 5% de CO,. As c¢lulas foram fixadas 2, 4, 6, e 8 horas apos o
tratamento com os nucleotideos, para emblocamento em resina hidrofobica EPON (Sigma)
com Glutaraldeido 2,5% (Sigma), paraformaldeido 4% (Reagen) em tampao Cacodilato de
sodio ImM 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
auxilio de um rodo de células. Estas foram peletadas, lavadas duas vezes em PBS e pos-
fixadas com tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio (Sigma). Seguida da pos-
fixagdo, as amostras foram novamente lavadas em PBS, endurecidas, cortadas em pequenos
pedagos e desidratadas por 10 minutos em graus crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 100% e 100% super seca). Entdo, infiltradas em resina hidrofobica EPON em
concentracdes crescentes (acetona: epon): 2:1, 1:1, 1:2, puro 2X.

As amostras foram entdo, emblocadas e polimerizadas a 60 °C por 48 horas, o bloco
cortado em fatias ultrafinas através de um ultramicrétomo (Leica) e coletados em grades
(cobertas com formvar) de cobre previamente tratadas com acido nitrico fraco.

As grades contendo os cortes foram contrastadas com 2% Acetato de Uranila e Citrato de
chumbo (Sigma). O material foi observado no Microscopio eletronico de transmissao ZEISS,

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

3.10 MEDICAO DE CALCIO INTRACELULAR

As células infectadas ou ndo, foram plaqueadas (descrito no item 3.3) em laminulas de

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

atmosfera umidificada e 5% de CO,. Para a medi¢ao de calcio, as células foram incubadas



53

com o fluorocromo FURA-2-AM a 4uM (Molecular Probes) e Probenicide (Sigma) a SmM
em meio DMEM/BIC/HEPES suplementado a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 40
minutos. As laminulas foram entdo, lavadas por duas vezes com PBS e montadas em camara
de perfusdo de trés compartimentos no microscépio NIKON Diaphot 300. A camara central,
contendo as células, permanece com volume de 200uL, sendo sua velocidade de vazao de
ImL min™. A perfuséo foi feita com solugio de PBS suplementada com CaCl, (Sigma) a ImM
pH 7.4 a 23 °C ou 37 °C. Os nucleotideos (Sigma) (diluidos em PBS/Ca*" ImM) foram
aplicados em pulsos na forma de bolus a diferentes concentragdes ou perfundidos
constantemente por 500s. Os nucleotideos sao aplicados cinco vezes mais concentrados que na
concentracdo final desejada na pré-camara de perfusdo. Para a realizagdo de curva dose-
resposta, concentragdes crescentes dos nucleotideos foram aplicados em pulsos seqiienciais
com intervalos fixos de 5 minutos.

A captacdo da alteragdo de calcio foi feita através do sistema de aquisicdo de um
fotometro de fluorescéncia Photon Technology, Princetown, NJ. O fluorocromo de escolha,
FURA-2 AM (Molecular Probes) ¢ excitado alternadamente a 340-380nm e sua emissdo a
510nm ¢ medida. A taxa de medida que ¢ proporcional a variacdo da concentracdo de célcio

intracelular sera determinada a cada 100ms. A escala de variacao de emissao ¢ arbitraria.

3.11 WESTERN BLOTTING

Os macrofagos obtidos através de lavado intraperitoneal foram plaqueados, infectados
(conforme descrito no item 3.5) e mantidos por 48 horas a 37°C em atmosfera umidificada e

5% de CO,. Apds as 48 horas, as células eram transferidas para o gelo € com o auxilio de um
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rodo de cultura eram homogeneizadas em tampao 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 entdo submetidas de 25 a 30 passagens pela
agulha de seringa de insulina. Este procedimento cria as condi¢des de pressdo necessarias para
causar o rompimento da membrana plasmatica. As amostras foram submetidas a dosagem
protéica pelo método de Bradford (DA CRUZ E COLS, 2006), seguido por adi¢cdo de tampao
de amostra cinco vezes concentrado (60 mM Tris-HCI, 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 98°C para
subseqiiente separagdo por eletroforese SDS-PAGE.

Entre 20 — 40pg de proteina total das amostras foram submetidas a eletroforese SDS-
PAGE de 10% de acrilamida. As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose com o auxilio de um aparato de transferéncia (Bio Rad) a 90mA por 75 minutos.
A membrana contendo as proteinas foi tratada com tampao de bloqueio (5% de leite em po
desnatado em solucdo de Tris-HCl 20mM, Tween20 0,05%, pH 7,4 [TBS-T]) por 2 horas a
temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C. A membrana foi incubada com TBS-T por 2
horas em temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Foram utilizados anticorpos contra
P2X7, P2Y3, 46 (Alomone, Jerusalém-Israel) nas diluigdes de recomendadas pelos fabricantes.
Ao término da incubag@o a membrana foi lavada por 3 vezes com TBS-T de 10 a 30 minutos a
temperatura ambiente e incubada por 2 horas com anticorpo secundario especifico conjugados
a peroxidase diluido 1:2000 (Amersham Biosciences, Sdo Paulo, Brasil) em TBS-T, seguindo
as recomendagoes do fabricante. Finalmente, a membrana foi lavada conforme descrito acima
e tratada para revelagdo por quimiluminescéncia com o kit ECL Plus (Amersham Biosciences,

Sao Paulo, Brasil) de acordo com instrugdes do fabricante. A aquisi¢do da imagem final da
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revelacdo foi feita pela utilizagdo do scanner para luminescéncia de géis STORMS60 e o

software ImageQuant versao 5.2 (Molecular Dynamics).

3.12 ANALISES ESTATISTICAS
As analises dos dados foram realizadas com Student’s t test two tailed.

A significancia * p< 0,01 ** p<0,05 *** p<0,0001.
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4. RESULTADOS
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4.1 Alteragdes morfologicas em macrofagos infectados com L. amazonensis tratados com

nucleotideos

4.1.1 Microscopia Optica

Devido a agao anti-leishmania do UTP e ATP observada por Chaves em 2005 ¢ aumento
de permeabilizagao de células infectadas com L. donovani por Torres-Santos em 2003,
decidimos verificar se o tratamento com nucleotideos induziria altera¢cdes morfoldgicas em
células infectadas e em células ndo infectadas. Para tanto, macrofagos residentes foram
infectados ou nao e deixados em repouso por 48 horas. Apds este periodo, as células foram
tratadas com os nucleotideos ATP, UTP e UDP por 40 minutos em PBS e 6 horas apos o
tratamento, as células foram fotografadas em contraste de fase em microscopio Optico de
fluorescéncia Zeiss LCM 10.

Observamos que macrofagos nao infectados (Figura 11A) apresentam estrutura espraiada
e alongada. A membrana plasmatica se encontra continua, células confluentes caracteristico de
culturas “sauddveis” e com alguns granulos citoplasmaticos. As células infectadas com L.
amazonensis (Figura 11B) apresentam-se aumentadas se compararmos com os nao infectados.
Algumas destas mudaram de formato tornando-se mais expandidas, com presenca de granulos
citoplasmaticos e vacuolos parasitoforos. Os macrofagos também apresentaram-se com
caracteristicas de culturas “saudaveis” apesar da infecgao.

J& os macrofagos 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 plasmaticas dos macréfagos estavam onduladas, caracterizando-
se os blebs de membrana. Os macréfagos infectados tratados com ATP (Figura 11D) também
se apresentavam grumados, ¢ membranas com blebs assim como na situagdo anterior (Figura
11C).

Os macrofagos nao infectados tratados com UTP 100uM (Figura 11E) também apresentavam-
se de formato mais arredondado que o ndo infectado (Figura 11A) mas seu citoplasma se
encontrava ainda denso e a membrana plasmatica aparentemente integra. Entretanto, as células
infectadas que receberam o mesmo tratamento (Figura 11F) estavam grumadas, arredondadas
e de citoplasma com pouca densidade, além disto, membrana plasmatica com ondulacdes
(blebs de membrana).

No tratamento de macrdéfagos nao infectados com UDP 100uM (Figural 1G), observou-se
c¢lulas menos espraiadas que as ndo infectadas (Figura 11A) mas de densidade citoplasmatica
normal e membrana sem perturbagdes. J& as células infectadas que receberam este tratamento
(Figura 11H), apresentavam morfologia caracteristica de morte celular como citoplasma pouco

denso e blebs de membrana. As observagdes morfologicas se encontram resumidas na Tabela

5.



Figura 11- Microscopia de contraste de fase, macrofagos em cultura. (A) (C) (E) (G) nédo
infectados, (B) (D) (F) (H) infectados com L. amazonensis. (C e D) ATP 3mM; (E e F) UTP
100uM; (G e H) UDP 100uM. __ representa 10 um. A setas pretas e finas apontam os VPs,
as setas pretas e grossas apontam para irregularidades na membrana plasmética, enquanto as

setas brancas apontam alteracdes citoplasmaticas. Experimento em triplicata
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Situacao Disposicao Citoplasma Membrana
Macrofagos nao | espraiada -denso Lisa e continua
infectados -com poucos granulos
Macrofagos Esticadas, mas | -denso Lisa e continua
Infectado alargadas -com poucos granulos

-presenca de vacuolo

parasitoforo bem

definido
Macrofagos ndo | -arredondadas -pouco denso -ondulada com
infectados + ATP -grumadas formagéo de blebs
Macrofagos -arredondadas -pouco denso -ondulada com
infectados+ATP -grumadas formagdo de blebs
Macréfagos ndo | -arredondadas -densidade normal -ondulada
infectados + UTP
Macrofagos -arredondadas -pouco denso -ondulada com
infectados + UTP -grumadas formagéo de blebs
Macrofagos ndo | -pouco esticadas | -densidade normal -lisa e continua

infectados + UDP

Macrofagos

infectados+UDP

-grumadas

-pouca densidade

infectadas e infectadas devido a acdo do ATP, UTP e UDP.

-ondulada com

formagéo de blebs

Tabela 5- AlteracGes morfoldgicas observadas através de microscopia Optica em células ndo
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4.1.2 Microscopia Eletrénica

Para verificar as alteragdes morfoldgicas ultraestruturais sofridas pelo macréfago
hospedeiro e pelos parasitas, os macrofagos foram infectados conforme ja descrito, e tratados
com ATP a 500uM, UTP a 100uM por 30 minutos, sendo sua fixagdo 8 horas apods o
tratamento com os nucleotideos. O periodo de 8 horas foi o de escolha para verificar os passos
iniciais de alteragdo morfologica induzida pelos nucleotideos. As células fixadas foram entdo
processadas para microscopia eletronica em resina hidrofobica (buscando melhor preservagao
da morfologia), cortadas em cortes ultrafinos e visualizadas no microscopio eletronico de
transmissao.

Os macréfagos nao infectados (Figura 12A) apresentam forma e granulosidade tipicas de
quando presentes em boas condi¢des de cultura, como: presenga de filopodios, nucleo bem
definido ocupando aproximadamente 2/3 do volume celular, rico em mitocondrias no
citoplasma com proximidade a figuras de reticulo endoplasmatico.

Os macrofagos infectados (Figura 12B) com L. amazonensis apresentavam forma esticada,
contendo algumas vesiculas proximas ao vactolo parasitéforo (VP), que se fundem entre si e
com os VPs. Foi encontrado apenas um parasita por vactolo parasitoforo nas células
observadas, exceto em duas células que continham duas Leishmanias em seus vacuolos. Estes
parasitas se apresentavam na forma amastigota, aflagelados, arredondados com nticleo integro,
o citoplasma granulado e membrana plasmatica integra intimamente proxima a membrana do
VP. Os vactiolos parasitoforos de alguns macroéfagos se apresentam rompidos para o meio

extracelular. Ndo foram observadas Leishmanias livres.
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Macrofagos infectados tratados com ATP 500uM (Figuras 12C e 12E) ainda
apresentavam a forma espraiada, citoplasma muito granuloso, contendo muitas vesiculas.
Presenga de muitas figuras reticulares no citoplasma especialmente préximas ao VP. Foram
observadas algumas células sem parasitas em seu interior. A membrana plasmatica se
apresenta integra com filopddios. Os VPs se apresentam integros com algumas vesiculas em
seu interior talvez originadas do citoplasma do hospedeiro, estando os VPs localizados bem
proximos da membrana plasmatica do hospedeiro. A membrana dos VPs se encontra
justapostas as membranas dos parasitas. Os parasitas presentes nos VPs de células tratadas
com ATP apresentam vesiculas eletrondensas em seu citoplasma. Também foram encontrados
macréfagos em apoptose tardia (Figura 12H).

Macrofagos infectados tratados com UTP a 100uM (Figura 12D) apresentam-se
espraiados, com citoplasma rico em vesiculas. Estas vesiculas encontram-se em fusdo umas
com as outras. As células possuem mais de um VP que possuem de 1 a 3 parasitas cada um.
Este VP ¢ maior que os VPs das situacdes citadas anteriormente, possuindo parasitas de forma
um pouco mais alongada. Os parasitas possuem vesiculas eletrondensas como as encontradas
no tratamento com ATP (Figura 12C), e estdo com lesdes na forma de vesiculas
citoplasmaticas (Figuras 12F e G) além de alteragdes na estrutura nuclear. Em algumas
imagens foram necessarios maiores aumentos para verificar a presenga dos microtubulos
submembranares caracteristicos de Leishmania, ja& que esta encontrava-se em estagio de
processamento. Os VPs se encontram bem proximos a membrana plasmatica do hospedeiro.
Foram observados muitos parasitas livres e alguns macréfagos integros sem presenca de
infeccdo além de sinais de autofagia nestas células como aumento de vesiculas de forma

membranar (Figura 12F).
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A andlise ultraestrutural da infec¢do nos revela alguns pontos em comum: A infec¢do
promove a maior vesiculagdo citoplasmatica da célula hospedeira, sendo que estas vesiculas
parecem fundir-se com os VPs; células infectadas apresentam um formato espraiado assim
como em células ndo infectadas, aparentando estarem saudaveis; o tratamento com
nucleotideos promove maior vesiculagdo citoplasmatica do hospedeiro; O tratamento com
ATP ¢ o tinico que mantém a justaposi¢cdo 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 liberag¢do de parasitas,
em contradicdo com células tratadas com ATP apresentando parasitas ainda em VPs integros
nos sugerem que o periodo de eliminagdo induzido pelo ATP pode ser mais lento ou por
mecanismos diferentes que dos outros nucleotideos. Adicionalmente, o ATP poderia estar
promovendo um maior periodo de contencdo do parasita dentro da célula hospedeira,
exatamente para uma tentativa de eliminagdo por vias de apoptose do macrofago. As vesiculas
eletrondensas, vacuolos e alteracdes nucleares observadas no tratamento com ATP e UTP
podem indicar injiria no parasita, mas andlises mais detalhadas seriam necessarias para
elucidar o teor de tais vesiculas.

O tratamento com UTP induziu a formag¢dao de VPs largos com pouco contato com o
parasita, que sugere um momento proéximo a tentativa de eliminacdo do parasita, em seguida,
rompendo a integridade da membrana como observado. A fusdo de VPs observada nestes
tratamentos pode indicar tanto a liberagdo da Leishmania para que infecte macrofagos

vizinhos perpetuando a infec¢do, quanto a fusdo para eliminacao direta de todos os parasitas.
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Figura 12 -Micrografia eletronica de macrofago controle e infectados tratados com
diferentes nucleotideos. Pranchal (A) Macréfago controle (B)Macrofago infectado com L.
amazonensis (C) Macrofago infectado tratado com ATP 500uM (D) Macrofago infectado
tratado com UTP 100uM. A Barra ___ =0,5uM. Prancha 2 Macrofago infectado com L.
amazonensis (E) e (H) tratado com ATP 500uM (F) e (G) tratado com UTP 100uM. A Barra
____ =2uM. L- Leishmania, N- ndcleo do macrofago, VP- vacuolo Parasitéforo, RE- Reticulo

endoplasmatico. As setas apontam os vacuolos em fusao
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4.2- Microscopia Optica de Fluorescéncia

Para observar os fendmenos envolvendo as altera¢cdes morfologicas apoptosis-like e a
presenca do amastigota de L. amazonensis nos macrofagos tratados com os nucleotideos,
foram realizados experimentos com o corante Hoescht. Este corante fluorescente entra
passivamente pela membrana plasmatica devido a seu pequeno tamanho e possui afinidade
com moléculas de DNA, corando os nticleos. Para este experimento, também foi utilizada a
fluorescéncia emitida pela molécula GFP (green fluorescent protein) transfectada aos
promastigotas de L amazonensis utilizados neste trabalho.

As células ndo infectadas ndo tratadas apresentaram a marcacdo azul do corante Hoescht na
forma tipica “bean-shape” de nucleo dos macrofagos, em tamanhos tipicos (aproximadamente
3um)(Figura 13A), enquanto os macrofagos nao infectados tratados com ATP a 3mM
apresentaram marcag¢do nuclear arredondada, retraida e pontual (0,5 a 1um de diametro), tipico
de agregacdo nuclear apoptotica (Figura 13C). Os macrofagos ndo infectados tratados com
UTP (Figura 13E) e UDP (Figura 13G), apresentaram nucleos tipicos de macrofagos em
cultura, no formato “bean-shape” similares aos ndo tratados (Figura 13A). Os macréfagos
infectados com L. amazonensis (Figura 13B) apresentaram a marca¢do nuclear com as
mesmas caracteristicas dos macrofagos ndo infectados (Figura 13A), mostrando que a infecgdo
ndo alteraria por si s6 o nucleo celular. Entretanto, macréfagos infectados com L. amazonensis
tratados com ATP (Figura 13D), UTP (Figura 13F) e UDP (Figura 13H) apresentaram a
marcac¢ao para Hoescht (em azul na foto) pontual e retraida assim como em células nao

infectadas tratadas com ATP (Figura 13C).



Figura 13- Microscopia dptica de fluorescéncia. Em azul marcagéo de nucleo com Hoescht.
Macrofagos néo 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 __ =10uM
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4.2- Microscopia Optica de Fluorescéncia com Sobreposicdo de GFP

Baseando-se nas alteragdes nucleares observadas anteriormente entre macrofagos nao
infectados e infectados com L. amazonensis nos diferentes tratamentos (Figuras 13 A, C, E ¢
G) e (Figuras 13 B, D, F, H) respectivamente, decidimos verificar se tais alteragdes estariam
ligadas a presenca ou ndo de Leishmanias viaveis. Para este experimento, foi utilizada a
fluorescéncia emitida pelo parasita transfectado com GFP, excitado em luz ultravioleta, além
da marcacao com Hoescht em azul, dos ntcleos dos macrofagos hospedeiros.

Os macrofagos infectados ndo tratados apresentaram a marcacdo de parasitas na
maioria dos macréfagos do campo sendo de aproximadamente 24% das células ndo marcadas
para Leishmania (Figura 14A). Ja as células tratadas com ATP, apresentaram 57% das células
sem marcagdo de Leishmania (Figura 14B). As células infectadas tratadas com UTP e UDP
apresentaram uma reducao de 86, 9% e 73% respectivamente na marcagdo GFP (Figuras 14C
e D).

Note, que em todos os tratamentos as células em que os nucleos se encontravam
retraidos ndo foi possivel identificar a fluorescéncia emitida pelo GFP da Leishmania
transfectada. Sabe-se que a perda de fluorescéncia do GFP poderia se dar por varios fatores,

dentre eles a morte do parasita.



Figura 14- Microscopia Optica de fluorescéncia. Em azul marcacdo de nucleo com
Hoescht, em verde marcacdo GFP L. amazonensis.(A) Macrofagos Infectados, (B), (C) e
(D) sdo macrofagos infectados tratados com os nucleotideos (B) ATP; (C) UTP e
(D)UDP. Note que com os tratamentos diminuiram as células contendo Leishmania GFP.
As setas brancas apontam Leishmanias fluorescentes em verde ___=10pM.

Experimento em triplicata
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4.3 Apoptose Induzida por Nucleotideos em Macrofagos Infectados com L.
amazonensis

4.3.1 Em Camundongos BALB/c

A diminuicdo da taxa parasitaria no tratamento com ATP e UTP observada por Torres em
2003 e Chaves em 2005 vai de encontro com nossos achados em microscopia de
fluorescéncia, com reducdo da marcagdo para Leishmania em macrofagos tratados com ATP,
UTP e UDP. Adicionalmente, observamos que, macrofagos infectados tratados com os
nucleotideos apresentaram nucleos com caracteristicas apoptdticas. A fim de confirmar se os
macréfagos infectados estariam de fato, entrando em apoptose, macrofagos infectados tratados
ou nao, foram tratados com ATP 3mM, UTP 100uM e UDP 100 uM por 30 minutos. Entdo, 8
horas apods o tratamento, as células foram colocadas em tampao de apoptose. O material foi
analisado por citometria de fluxo, onde os nucleos hipo-dipldides foram considerados
apoptoticos.

Macrofagos infectados com L. amazonensis (Figura 15) apresentaram inibigdo da apoptose
espontanea (7 + 2%) se comparados aos nao infectados. Tal inibi¢do seria um mecanismo de
prolongamento da sobrevivéncia parasitaria observado previamente por outros autores (LISI E
COLS 2005; NGUEWA E COLS 2004; OUAISSI E COLS 2003; DEBRABANT E COLS
2003). Por outro lado, macréfagos nao infectados tratados com ATP apresentaram (13 + 3%)
de apoptose especifica, enquanto macrdofagos infectados apresentaram uma apoptose ainda
maior, (40 + 6%) sendo 27% a mais que macrofagos ndo infectados tratados com a mesma
concentracdo de ATP.

O tratamento com UTP ndo foi capaz de induzir apoptose em macréfagos nao infectados,

mas o UTP induziu (20 + 1%) de apoptose especifica em macrofagos infectados (Figura 15).
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O tratamento com UDP, como o do UTP, ndo induziu apoptose em macréfagos nao
infectados, mas resultou também em indu¢do de (10 £ 2%) de apoptose em macrofagos

infectados com L. amazonensis (Figura 15).
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Figura 15- Apoptose Induzida por Nucleotideos em Macrofagos de Camundongos BALB/c
Infectados com L. amazonensis.Os macrofagos infectados por 30 horas foram expostos ao
ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com tampao 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 P2X;"* e P2X;"

A apoptose induzida por ATP, UTP e UDP em macrdofagos infectados sugerem que
receptores P2 estariam sendo expressos ampliadamente somente na infeccao. Sabendo-se que
o receptor P2X; encontra-se envolvido no controle da infeccdo de diferentes agentes
parasitarios (COUTINHO-SILVA, NO PRELO), realizamos ensaios de apoptose em
macrofagos de animais P2X;"" e P2X; " originados da cepa de C57BL6 infectados ou néo com
L. amazonensis. Os macrofagos peritoneais de camundongos C57BL6 P2X;"" (Figura 6)
infectados apresentaram reducao da apoptose espontanea (3 + 2%) assim como observado em
células de animais BALB/c (Figura 15). Os macrofagos tratados com ATP a 3mM
apresentaram indugdo de apoptose especifica (23,0 + 0,5%) e os macrofagos infectados que
receberam o mesmo tratamento (30 + 2%). Entre infectados e ndo infectados, observamos um
aumento de 7% da apoptose especifica. Novamente, como observado em macrofagos de
camundongos BALB/c, as células tratadas com UTP a 100 uM ndo apresentaram apoptose.
Entretanto, os macrofagos infectados quando tratados com este nucleotideo apresentam
apoptose especifica (34 + 3%) (Figura 16). O tratamento com UDP a 100uM, assim como no
tratamento com UTP, ndo induziu apoptose em células ndo 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 nio influenciaria
na inducao da apoptose por UTP e UDP em nosso modelo de infec¢do.

Nos macrofagos de camundongos P2X;” (Figura 17) infectados, houve reducio da
apoptose espontanea (3 + 2%) assim como em células de animais BALB/c e P2x;" (Figura

15 e 16). Os macrofagos tratados com ATP 3mM nao apresentaram apoptose tanto em células



78

ndo infectadas como infectadas, em oposi¢do aos resultados anteriores obtidos em
camundongos C57BL6 selvagens e BALB/c. Este resultado confirma o ATP como indutor da
apoptose exclusivamente através do receptor P2X;. Tal dado descarta a possibilidade de
outros receptores P2 responsivos ao ATP estarem atuando na apoptose induzida por ATP em
macréfagos. Entretanto, macréfagos infectados, e ndo os macrofagos nao infectados, entraram
em apoptose na presenca de UTP ¢ UDP, de forma similar ao observado previamente em
macrofagos de camundongos BALB/c e C57BL6 selvagem. Em células de camundongo P2X7
" infectadas, o UTP a 100 pM induziu apoptose especifica de 22 + 1% , enquanto no UDP a
apoptose especifica foi de 16 + 1%. Estes resultados reforcam a hipotese de que outros
receptores P2, além do receptor P2X; responsivos somente para UTP e UDP mas ndo a ATP
sdo modulados positivamente na infec¢do por L. amazonensis, contribuindo para a idéia de

receptores pirimidinérgicos.



Figura 16- Apoptose Induzida por Nucleotideos em Macréfagos de camundongos
C57BL6 infectados com L. amazonensis. Os macrofagos infectados por 30 horas foram
expostos ao ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com tampao
de apoptose. Média de 3 experimentos independentes triplicata ** p<0,001 e ***

p<0,0001.
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Figura 17- Apoptose Induzida por Nucleotideos em Macréfagos de camundongos C57BL6
KOP2X; infectados com L. amazonensis. Média de 3 experimentos independentes triplicata

*** p<0,0001.



% Apoptose especifica

82

30- _I * k%

204 = Macrofagos nédo
Infectados
Il Infectado com

104 L.amazonensis
od— ! ) i wle =
-10
QQ’% QQ’% <°® @® 0§ 0§ 0‘?@ 0§
> PO QOO
QTR VY oV N
YIS YY



&3

Os indices méaximos de apoptose obtidos com ATP, UTP e UDP em macrofagos infectados
de camundongos de diferentes cepas apresentam diferengas significativas consistentes com a
idéia de diferentes modelos de resisténcia a infec¢do (Figura 18). Andlises dos indices
maximos de morte em todos animais, mostram que macréfagos de camundongos BALB/c sao
mais sensiveis a apoptose induzida por ATP que células de camundongo C57BL6 selvagem.
Na apoptose induzida por UTP, animais C57BL6 selvagens sdo mais susceptiveis, enquanto
animais BALB/c e P2X;"" possuam a mesma sensibilidade a este nucleotideo. Na apoptose
induzida por UDP, animais C57BL6 selvagens sdo mais sensiveis que C57BL6 P2X;”", sendo

os macrofagos de camundongos BALB/c menos responsivos a este nucleotideo (Figura 18).



Figura 18- Comparacao da porcentagem maxima de apoptose induzida em macréfagos
infectados, por diferentes nucleotideos. Apoptose induzida por ATP a 3mM em BALB/c
foi a resposta méxima obtida. Nesta figura o ATP 3mM em camundongos BALB/c é
considerado como 100% para a normalizacdo dos demais pontos. N= 3 experimentos

independentes em triplicata
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4.4 Curvas Dose- Resposta na Apoptose

Na tentativa de melhor identificagcdo dos receptores P2 envolvidos no fendmeno da
apoptose induzida por nucleotideos durante a infec¢do com L. amazonensis, foram realizados
experimentos de quantificacdo de apoptose com concentragdes crescentes de ATP (1uM a
S5SmM), UTP (0,1uM a 500uM) e UDP (0,05uM a 500uM) em macrofagos peritoneais
infectados ou ndo.

As curvas dose-resposta obtidas para ATP em macrdéfagos infectados e nio infectados
foram qualitativamente diferentes. A resposta da apoptose induzida por ATP em macréfagos
nao-infectados teve seu inicio na concentragdo de S00uM e saturagdo em 3mM com EC 5y de
800 uM (Figura 19A). Por outro lado, os macréfagos infectados se mostram mais sensiveis ao
tratamento com ATP iniciando a resposta com 50uM e saturando em ImM com ECsy de
80uUM.

A curva dose- resposta de apoptose induzida por UTP mostra que macréfagos nao-
infectados nao entram em apoptose em nenhuma das concentragdes testadas deste nucleotideo
(Figura 19B). Entretanto, os macréfagos infectados apresentaram apoptose de forma dose-
dependente, sendo SuM a menor concentragdo responsiva a este nucleotideo, e seu ponto de
saturagdo em 100 uM de UTP com um ECsy de 10uM (Figura 19B).

A curva dose-resposta obtida ao UDP mostra que macréfagos nio-infectados ndo entram
em apoptose em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 19C). Contudo, como observado
para o UTP, os macréfagos infectados apresentaram apoptose de forma dose-dependente ao
UDP sendo sua resposta também iniciada na concentracdo de 10uM e saturada em 100uM
sendo seu ECsy de 20uM (Figura 19C). A comparacdo das curvas obtidas nas figuras 19B e

19C sugere que no estimulo apoptotico, os receptores envolvidos na resposta ao UTP e UDP



87

parecem agir de forma similar no que concerne a sua concentracdo de saturacdo e a

concentracdo sensibilizante inicial.



Figura 19- Curva dose-resposta na apoptose. Os macréfagos infectados por 30 horas
foram expostos ao ATP, UTP e UDP por 40 minutos. As células foram incubadas com
tampao 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 Nucleotideos

Como ja descrito, os nucleotideos ATP, UTP e UDP induzem apoptose em macrdofagos
infectados com L. amazonensis, mas os receptores P2 envolvidos neste fenomeno ainda ndo
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. Apds a infeccdo, as células
permaneceram em repouso por 36 horas, quando entdo foram pré- tratadas com os
antagonistas Suramina a 100uM, PPADS a 100uM e ATP oxidado a 300uM , quando entdo
foram tratadas por 30 minutos com os nucleotideos, lavadas e mantidas na estufa em repouso
por mais 8 horas, para entdo serem avaliadas quanto a presenca de células hipodiplides.
(Figura 20).

Em macréfagos nao-infectados (Figura 20A), a apoptose induzida por ATP nao foi
inibida pela suramina, indicando a possivel exclusdo dos receptores P2X;, P2X,, P2Xs, P2Y>,
P2Ys e P2Y | na apoptose induzida por ATP. O PPADS na presenca de ATP promoveu uma
inibi¢cdo de aproximadamente 75% da apoptose, mesmo possuindo citotoxicidade expontanea
inicial. A inibi¢do por parte do PPADS indica como responsavel pela apoptose o receptor
P2X; .

O oxATP também promoveu inibi¢do da apoptose em aproximadamente 70%,
ratificando o receptor P2X; como responsavel pela apoptose induzida por ATP. Em
macréfagos infectados, o PPADS ndo apresentou nenhum efeito de inibicdo 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 ¢ antagonista dos receptores P2X;, P2X,,
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P2Xs, P2Y,, P2Ys e P2Y, estes podem ser possiveis candidatos a apoptose em macrofagos
infectados induzida por UTP.

Entretanto, os receptores P2X;, P2X,, P2Xs . P2Y; ndo sdo ativados por UTP, restando
como candidatos a apoptose induzida por UTP em células infectadas os receptores P2Y; e
P2Ys.

Quanto a apoptose induzida por UDP em macréfagos infectados, a suramina promove
inibicdo da apoptose em 55%, apresentando um patamar diferente do UTP com o mesmo

antagonista (Figura 20C).



Figura 20- Antagonistas de receptores P2 na Apoptose induzida por nucleotideos. (A)
Macrdéfagos ndo-infectados tratados com ATP 3mM (B)Macrdéfagos Infectados com L.
amazonensis tratados com UTP 100uM (C) Macrdéfagos Infectados com L. amazonensis
tratados com UDP a 100 pM. Suramina a 100 uM, PPADS a 100 puM e ATP oxidado a
300 uM. Média S.E.M. de experimentos independentes feitos em triplicata. * p<0.05, e

*** p<0,0001.
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4.6 Avaliagdo do Possivel Efeito Indutor de Necrose no Tratamento de Macrofagos com

ATP, UTP e UDP

Os resultados obtidos nos ensaios de apoptose indicam ocorréncia de morte celular de
macréofagos 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 liberagdo 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 macrofagos foram obtidos e infectados conforme o protocolo do experimento
de apoptose e receberam exatamente o mesmo tratamento.

Os dados obtidos (Figura 21) mostram a liberacdo de LDH em células tratadas com ATP
3mM tanto em macréfagos infectados (75%) quanto em macroéfagos ndo infectados (85%).
Comparando-se com os nao infectados, o ATP induz uma liberacdo de 85 + 1% da liberagao
maxima de LDH. Os nucleotideos UTP e UDP a 100uM nao provocaram a liberagdo de LDH
tanto em macrofagos infectados como ndo infectados, sugerindo que a morte de macrofagos

induzida por estes nucleotideos seria por uma via apenas de apoptose.
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Figura 21- Ensaio de liberagdo de LDH em macréfagos infectados ou ndo com L.
amazonensis. Os macréfagos 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 Alteragdo do Recrutamento de Calcio Intracelular Induzido por Nucleotideos apos

Infecgdo por Leishmania

Devido a acdo 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 acao funcional de receptores P2 na membrana de macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c nao-infectados e infectados. Para a medi¢do de calcio foi utilizado o corante
fluorescente FURA-2, que se complexa ao calcio, e também foi utilizado Probenicide, um
inibidor de transportador de membrana, para impedir a extrusio do FURA-2 do meio
intracelular durante o tempo de incubacdo. Apos os 40 minutos de incubacdo, as laminulas
foram lavadas e transferidas para o microscopio. Entdo, as células receberam ATP ¢ UTP em
forma de bolus (100uM em um minuto), sendo os intervalos entre as aplica¢des de 4 minutos
em todas as situacoes.

Ao aplicarmos ATP a 100uM seguido de UTP a 100uM (seqiiéncia 1), foram observadas
respostas bem diferentes nos dois grupos estudados: macréfagos nao infectados responderam
ao ATP com variagdo transiente de calcio sendo que o UTP ndo induziu resposta (Figura
22A), enquanto macréfagos infectados apresentaram resposta transiente de calcio para ambos
os nucleotideos (ATP e UTP) (Figura 22B). Ao invertermos as seqiiéncias de pulsos de
nucleotideos, isto ¢, aplicacdo de UTP seguida da aplicagdo de ATP (seqiiéncia 2), a resposta
com variagdo de calcio transiente se da para ambos os nucleotideos tanto em macrofagos nao
infectados (Figura 22C) quanto em macréfagos infectados (Figura 22D). Buscando a razdo de
tal mudanga, uma hipétese seria de que a fagocitose de Leishmania fosse responsavel pelo

efeito observado. Para tanto, realizamos experimentos de fagocitose de latex beads e oleo
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mineral Nujol em macrofagos e avaliamos a modula¢do de receptores P2 por diferentes
metodologias. A fagocitose de 6leo mineral mostrou-se capaz de modular negativamente o
receptor P2X; e estes resultados sdo melhor descritos no ANEXO 1. Ja na fagocitose com
beads de latex. Os macrofagos que fagocitaram as beads de latex (Figuras 23 A e B)
apresentaram o mesmo padrao de resposta que os que nao fagocitaram, ou seja, na seqiiéncia 1
de aplicacdo a resposta transiente de calcio somente ao ATP e ndo ao UTP. Na seqiiéncia 2 de
aplicagdo, foram observadas respostas transientes a ambos nucleotideos, 0 mesmo padrao de

reposta obtido na seqii€ncia 2 de aplicagdo em células que ndo fagocitaram.
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Figura 22- Medicbes de Célcio Intracelular. As células foram infectadas por 48 horas em
laminulas de vidro, entdo incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob perfusdo. (A e
C) Macrofagos controle; (B e D) Macrdéfagos infectados com L. amazonensis. u =unidades de
fluorescéncia (escala arbitraria) seg = segundos. Tragados representativos de 5 experimentos

independentes para cada situacao experimental.
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Figura 23- MedicGes de Calcio Intracelular. (A e B) Macrofagos que fagocitaram
particulas de latex. u =unidades de fluorescéncia (escala arbitraria) seg = segundos.

Tracados representativos de 3 experimentos independentes para cada situagdo

experimental.
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O tempo entre o inicio e o pico maximo de resposta (T/2) da variagdo de calcio
intracelular por ATP e UTP foram analisados (sumarizada na Tabela 6). Observou-se que, o
T/2 (Tabela 6) do ATP na seqiiéncia 1 nos macrofagos nao infectados ¢ maior (26 + 3s) que
em macrofagos infectados (14,0 + 0.5s) p<0,05. O T/2 da resposta ao ATP (26 + 3s) na
seqiiéncia 1 em macrofagos ndo infectados, maior que em macrofagos infectados, sugere a
possivel ativagdo de tanto receptores P2X quanto P2Y igualmente responsivos a este
nucleotideo.

Nos macrofagos infectados, na seqiiéncia 1 de aplicagdo, 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
macréfagos infectados, pode-se indicar a presenga de receptores P2Y na infec¢do ndo
responsivos ao ATP.

Na seqiiéncia 2 (aplicacdo de UTP seguida de ATP) ndo se observou diferenca no T/2 da
variagdo de calcio para UTP entre os macrofagos ndo 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
nao infectados (18 £ 7s).

A amplitude de resposta nas seqiiéncias 1 e 2 em macrofagos controle e infectados nao
apresentou variagdo estatistica. Portanto, as situagdes das figuras 22A e 22B, que mostram
respectivamente a resposta somente ao ATP em células ndo infectados, e resposta a ambos nos
infectados, sugere que a situacdo de infec¢do possivelmente estaria apresentando um quadro
de receptores funcionais na membrana diferente dos ndo 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 sdo expressos tanto em macréfagos ndo infectados como em

macréfagos infectados.
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Tabela 6- Tempo de resposta aos nucleotideos. Tempo de duracdo da resposta aos
nucleotideos. Sequiéncia 1: ATP 100uM seguido de UTP100uM , Sequiéncia 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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Nucleotideos
Situacio Sequéncia 1 Seqliéncia 2

ATP 100 yM  UTP 100 pM UTP 100 uyM  ATP 100 uM
Controle () 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 variacado de calcio intracelular por ATP , UTP e UDP

Os dados até entdo obtidos neste trabalho mostram que nucleotideos extracelulares agem
de forma diferenciada em células infectadas com L. amazonensis, inclusive na dinamica de
mobiliza¢do de calcio intracelular em resposta a estes nucleotideos. Sabendo-se que mais de
um receptor P2 responde ao ATP e também ao UTP em macrdfagos, os nucleotideos ATP,
UTP, e UDP foram aplicados em diferentes concentragdes e a resposta de variagao de calcio
intracelular foi medida. Isto permitiu tragar curvas dose-resposta para aos nucleotideos nas
duas situacdes estudadas (macrofagos ndo infectados e infectados com L. amazonensis).

Como mostrado na figura 24A nado foi observada diferenca de sensibilidade entre
macréofagos ndo infectados e infectados tratados com ATP, uma vez que as curvas obtidas se
encontram na mesma faixa logaritmica, sendo o ECsy encontrado de 1uM em macrofagos
controle e infectados (Figura 24A). As curvas obtidas apresentam caracteristicas diferentes de
curvatura o que poderia indicar tanto aumento de expressdo do receptor envolvido, como a
presenga de um receptor adicional também responsivo ao ATP nestas concentragdes, ou até
mesmo, os mesmos receptores atuando de maneiras diferentes devido a interagdo com
moléculas oriundas da infec¢do com L. amazonensis. Os macrofagos infectados com L.
amazonensis apresentaram um amplitude de resposta inferior em comparagdo com macroéfagos
nao-infectados (Figura 24B) mostrando que a infeccdo inibiu o recrutamento de calcio

induzido por ATP.
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As curvas dose-respostas da variagdo de célcio para em ambas situagdes (macrofagos
ndo-infectados ¢ infectados com L. amazonensis), apresentam as mesmas inclinagdes. Isso
sugere que ambas situagdes 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 Vversus resposta nos macrofagos infectados, em relacdo aos macrofagos nao
infectados (Fig 25C). O ECs, encontrado para os macrofagos nao infectados foi de 7 uM e em
macrofagos infectados 0,7uM. Diferente do tratamento com ATP (Figura 25A), a amplitude de
resposta a liberagdo de calcio intracelular com UTP em macrofagos infectados com L.
amazonensis ¢ maior que em macrofagos nao-infectados (Figura 25B).

Na curva dose- resposta obtida com o UDP, ambas situacdes (macréfagos controle e
infectados com L. amazonensis) apresentaram curvas de inclinagdes parecidas e com a mesma
faixa de variacdo, ambas com ECsy de 4uM. Como observado no tratamento com ATP
(Figura 26A) o tratamento com UDP recrutou menos célcio nas células infectadas que nas
células nao infectadas(Figura 26 B).

A mobilizagdo de calcio maxima obtida em resposta a cada nucleotideo foi diferente
entre macrofagos infectados ou nao (Figura 27). No tratamento com ATP, a mobilizacao de
calcio maxima obtida em macréfagos infectados foi aproximadamente 50% menor que nao-
infectados. Resultado similar foi obtido no tratamento com UDP, com redu¢do de 50% da
mobilizacdo maxima de calcio em macrofagos infectados na comparagdo com nao infectados.
Entretanto, no tratamento com UTP os macrofagos infectados mobilizaram 60% a mais de
calcio que os macréfagos ndo infectados. O aumento ou diminui¢do de recrutamento de calcio
nao infectados e infectados em resposta aos diferentes nucleotideos indica que a infec¢do por

Leishmania modula receptores que respondem de maneiras diferenciadas a infecgao.



Figura 24 - (A) Curva dose-resposta da mobilizacéo de célcio ao ATP em macro6fagos
néo infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparacédo de amplitudes de
fluorescéncia na resposta ao célcio. As células foram infectadas por 48 horas em
laminulas de vidro, entdo incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob

perfusdo.N= 6 Experimentos em triplicata * p<0.05.
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Figura 25 - (A) Curva dose-resposta da mobilizacéo de célcio ao UTP em macrofagos
nao infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparacdo de amplitudes de
fluorescéncia na resposta ao calcio. As celulas foram infectadas por 48 horas em
laminulas de vidro, entdo incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob

perfusdo. N= 6 Experimentos em triplicata * p<0.05.
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Figura 26- (A) Curva dose-resposta da mobilizagdo de célcio ao UDP em macro6fagos nao
infectados e Infectados com L. amazonensis. (B) Comparacéo de amplitudes de
fluorescéncia na resposta ao calcio As células foram infectadas por 48 horas em laminulas
de vidro, entdo incubadas com FURA-2 por 40 minutos e postas sob perfusdo.. N= 6

Experimentos em triplicata * p<0.05.
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Figura 27- Comparacao da mobilizagdo méaxima de calcio entre macréfagos néo

infectadas e infectados. N=3 experimentos independentes em triplicata * p<0.05.



Mobilizac&o de Ca?*

(Normalizado)

125+

1004

75+

ATP

UTpP

UDP

116

1 Macréfago nao
infectado

I Infectado com
L.amazonensis



117

4.9 Variacdo de Célcio Intracelular em Perfusdo continua de ATP

Os macrofagos infectados ou ndo, em laminulas de vidro, foram incubados com FURA-
2 AM e Probenicide (como descrito anteriormente) e postas em perfusdo continua por 500
segundos com uma solugdo de ATP a ImM em solugio salina PBS suplementado com Ca”" a
ImM, sendo mantida a 37 °C.

Os registros obtidos nas situacdes macrofagos ndo-infectados e infectados mostraram
resposta em platd mantida pelos 500 segundos em que a solugdao contendo ATP esteve em
contato com as células. Entretanto, a amplitude de resposta foi no macréfago nao infectado
menor 0,05 (ou 50u) que aquela observada no macrofago infectado 0,06 (ou 60u) (escala
arbitraria)(Figura 28).

A resposta de mobilizacdo do calcio na forma de platd é caracteristica da ativagao do
receptor P2X7, quando estimulado por doses milimolares de ATP (COUTINHO-SILVA E
COLS, 1999). Desta forma, nossos resultados indicam ativag¢do e resposta de receptor P2X5
funcional na membrana tanto de infectados como nos ndo infectados, apresentando uma
ampliacdo de resposta em células infectadas. O aumento de resposta observado nos

macrofagos infectados pode indicar a potenciacao de resposta do receptor P2X5.
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Figura 28 - VariacOes de calcio intracelular ao constante estimulo com ATP 1mM. (A)
Macrdéfagos nao infectados (B) Macrofagos infectados com L. amazonensis. As células
foram infectadas por 48 horas em laminulas de vidro, entdo incubadas com FURA-2 por
40 minutos e postas sob perfusdo. u=unidades de fluorescéncia (escala arbitraria)

seg=segundos.N=2.
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4.10 O receptor P2X; se encontra expresso em maior quantidade em macrofagos

infectados

Os resultados dos experimentos de calcio e apoptose na presenga de ATP e dos
inibidores do receptor P2X; sugerem a modulagdo positiva do mesmo na infec¢do com L.
amazonensis. A disponibilidade de anticorpos especificos para este receptor permitem uma
busca da expressdo da proteina de interesse. Utilizando a técnica de western blot observamos
na figura 29 a presencga de uma banda de 70 KDa em macréfagos infectados e nao infectados
compativel com o esperado para o receptor P2X; Os macrofagos murinos J774 foram
utilizados como controle positivo da marcacdo. Observamos que extratos de culturas de
macrofagos, infectados e nao infectados, apresentaram a banda de 70 KDa, compativel com a
presenca do receptor P2X; entretanto, a banda obtida dos extratos de macrofagos infectados
foi muito maior e de marcagdo mais intensa. O extrato de cultura de Leishmania pura na fase
promastigota ndo apresentou marcagdo. Este resultado sugere entdo, maior quantidade de

receptores P2X; em macrofagos infectados com L. amazonensis.
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Figura 29 - Western Blotting . Marcacdo com anticorpo anti-P2X; em macroéfagos de
linhagem J774, macrofagos nédo infectados, infectados com L. amazonensis e

promastigotas de L. amazonensis livres.
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5. DISCUSSAO
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A relagdo entre mecanismos pro- e anti-inflamatorios durante respostas inflamatorias e
imunoldgicas, € critica para evitar injurias teciduais excessivas, 0 que comprometeria o
hospedeiro. A secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1 ¢ TNF-a em resposta a
agentes microbianos ¢ um mecanismo de defesa essencial durante estagios iniciais de
infecgdo.

Macrofagos e células dendriticas, possuem papel fundamental como iniciadores e
reguladores da imunidade inata e adaptativa. Estas células compdem os principais alvos de
citocinas ¢ mediadores como sdo também para agentes patologicos, além de reagirem
ativamente a danos teciduais. As regides de injuria tecidual possuem caracteristicas peculiares,
devido a liberacdo de conteudo intracelular de células lisadas, como a presenga de
nucleotideos em concentragdes milimolares. Portanto, a presenca de nucleotideos inicia o
alerta ao sistema imune de injuria celular, liberagao de citocinas pro-inflamatérias como IL-18
e IL-6, cicloxigenase-2, geracdo de superdxidos como favorecimento da morte de patdégenos
intracelulares (Tabela 7) (FERRARI E COLS, 1997;AGA E COLS, 2002). Para evitar as

atividades microbicidas dos macréfagos hospedeiros, os patdogenos intracelulares

Ligante (sinal de perigo) | Receptor (sensor de perigo)

Proteinas HSP 60, 70, 90 | CD 91, TLR4, TLR2, LOX-1

DNA TLR9
ssRNA TLR3, TLR7, TLRS
nucleotideos P2Y/P2X

Metabdlitos de agucar P2Y 14

Tabela 7- moléculas intracelulares sinalizadoras de perigo .Adaptado de DI VIRGILIO,
2005.
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desenvolveram diversas estratégias para contornar sua destruicdo, incluindo atraso da
maturagdo endocitica no modelo de Mycobacterium, atraso da fusdo fago-lisossomica em
Chlamydia, formagdo de vactiolos parasitoforos 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 infec¢do, os parasitas sdo liberados culminando na morte do
macrofago hospedeiro e liberacao de nucleotideos que induzirdo inflamagao local.

Neste sentido, o presente trabalho vem avaliar o comportamento de macrofagos infectados
com o parasita intracelular L. amazonensis em contato com nucleotideos extracelulares,
definindo assim, o papel dos receptores para nucleotideos destas células infectadas.

Torres-Santos em 2003 e Chaves em 2005 evidenciaram a importancia do receptor P2X5
em células de camundongos infectados com Leishmania, que apresentaram aumento de
sensibilidade ao ATP extracelular através de ensaios de permeabilizacdo, ¢ diminui¢do da
carga parasitaria apds o tratamento com este nucleotideo. Estes dados sugerem a modulagdo
positiva do receptor P2X5 na infecg¢do por Leishmania. Em um passo inicial foram realizadas
observagdes morfologicas associadas a presenga de nucleotideos na infecgdo. 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 sobrevivéncia do patdogeno mantendo o hospedeiro
integro até sua eliminacdo. Em contrapartida, as células infectadas apresentaram
caracteristicas de desorganizacao celular, alterando-se a estrutura de membrana plasmatica e
citoplasma na presenca dos nucleotideos ATP, UTP e UDP. As células ndo infectadas também
apresentaram alteracdes visuais ao serem incubadas com os nucleotideos, entretanto a

desestruturagdo celular ndo pareceu tdo agravada quanto em células infectadas. Dados prévios
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de nosso laboratério mostraram alteracdes morfologicas em células expostas ao ATP
(MENDES, 2006). Uma das caracteristicas mais marcantes observadas foi a retragao celular,
com perda de filopddios nos tratamentos com nucleotideos.

Verhoef em 2003 demonstrou por microscopia Optica, que macrofagos expostos a ATP e
outros agonistas de receptor P2X; apresentavam continua formacao de blebs de membrana em
curso temporal com retragdo de projecdes de membrana. Também, ja foi demonstrado que o
UTP através da ativagdo do receptor P2Y, promove alteragdo morfologica em células de
neuroblastoma, entretanto, poucos trabalhos reportam alteracdes morfologicas em resposta a
nucleotideos de uracila. Estes resultados ndo deixam claro quais os receptores responsaveis
pelas alteragdes morfologicas, ou o estado dos parasitas de Leishmania dentro dos macrofagos
tratados. Para isto, foram realizadas imagens de fluorescéncia com o corante de nucleo
Hoescht juntamente com a fluorescéncia GFP da Leishmania transfectada. As imagens obtidas
mostraram que macréfagos infectados com L. amazonensis e tratados com ATP, UTP e UDP
apresentavam diminui¢do da marcacdo GFP de Leishmania, além de marcagdo de nutcleos
apoptoticos nos macrofagos.

Estes resultados em conjunto apontam para um processamento ou morte do parasita
quando seu hospedeiro ¢ incubado com nucleotideos, tal resultado se adiciona as observagoes
feitas por Chaves em 2005 de diminuicdo de carga parasitaria em células incubadas com ATP
e UTP (VER ANEXO 3). Adicionalmente, as observagdes feitas de mudangas estruturais nos
nucleos do hospedeiro apontam para processos de morte celular, especialmente a apoptose
caracterizada por condensa¢ao do nucleo.

Ainda no contexto de alteracdes morfologicas, as imagens ultraestruturais obtidas neste

trabalho mostram alteracdes ainda mais expressivas nas células ativadas por nucleotideos. O
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ATP e UTP promovem aumento de vesiculacdo citoplasmatica e perturbagdes nos vacuolos
parasitoforos, conseqiientemente perturbando o ciclo de infecgdo de L. amazonensis. O
tratamento com UTP gera mais interesse por apresentar parasitas com sinais de morte, ou
processamento. Contudo, algumas perguntas surgem em decorréncia das diferencas
ultraestruturais observadas: estariam os nucleotideos promovendo uma aceleragdo 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 marcagao
com o corante nuclear hoescht em células infectadas) foi também testada com os mesmos
nucleotideos, utilizando a citometria de fluxo para determinacdo de células hipodipldides,
comprovando a ocorréncia de morte celular, por apoptose em células infetadas. A células
infectadas com Leishmania promoveram inibi¢cdo da apoptose espontanea dos macrofagos em
cultura (MOORE E COL, 1994; AGA E COLS, 2002; LISI E COLS, 2005; RUHLAND E
COLS, 2006). Este resultado de inibicdo de morte espontanea vai de encontro com
mecanismos de sobrevivéncia parasitaria na persisténcia da infeccdo (AGA E COLS, 2002).
Adicionalmente, sabe-se que espécies de Leishmania sdo capazes de conferir resisténcia aos
macrofagos na apoptose induzida por diversos estimulos conhecidos, através de interferéncia
na sinalizagdo enddgena mitocondrial ativando PI3K/Akt (; AGA E COLS, 2002; LISI E
COLS, 2005 ;RUHLAND E COLS, 2006). A morte celular observada em macrofagos nao
infectados em decorréncia da ativagdo por ATP ¢ conhecida através da via do receptor P2X5
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 ndo conseguiram reverter, ou inibir a morte celular induzida por ATP,
UTP e UDP assim como conseguem com diferentes estimulos (RUHLAND E COLS, 2006).
Como ja descrito, parasitas de Leishmania utilizam a via PI3K/Akt de resisténcia a apoptose
do hospedeiro, interessantemente foi mostrado recentemente que esta via também ¢ ativada na
inducdo de apoptose de macréfagos por ATP via receptor P2X; (COSTA-JUNIOR, 2006).
Nao estd claro como a mesma via de sinalizacdo estaria associada na morte de macréfagos
infectados com L. amazonensis.

As curvas dose-resposta obtidas na apoptose com ATP em macrofagos nao infectados e
infectados mostra curvas com inclinagdes diferentes em cada situacdo, sugerindo o
envolvimento de diferentes receptores para nucleotideos, 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 ¢ um efeito
atribuido a maior expressdo funcional dos receptores P2X; na infeccdo por Leishmania. E
sabido que UTP e UDP ndo tem qualquer efeito indutério sobre a apoptose em macrofagos.
(COUTINHO-SILVA E COLS, 2001). Portanto, o efeito indutor de apoptose por UTP e UDP
foi totalmente inesperado e sugere a modulagdo de um ou mais receptores pirimidinérgicos
nestas células. As curvas dose-resposta de UTP e UDP na inducao de apoptose em macrofagos
infectados foram muito parecidos o que dificulta a dissociacdo dos fendmenos observados na
apoptose por UTP ¢ UDP, mas em uma analise mais cuidadosa pode-se perceber que as
concentracdes mais baixas de sensibilizacdo sdo diferentes para UTP e UDP gerando ECs
diferentes também.

A apoptose induzida por ATP pdde ser associada diretamente ao receptor P2X; com a

utilizacdo de inibidores como ATP oxidado (comentado abaixo) além de experimentos
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utilizando macrdfagos de animais deficientes no receptor P2X,". Nestas células a apoptose
induzida por ATP foi totalmente inibida tanto nos macréfagos nao infectados como infectados.
A inibig¢ao total da apoptose na presenca de ATP em células ndo-infectadas e infectadas prova
que o fendmeno de morte seria exclusivo do receptor P2X; A apoptose induzida por UTP e
UDP em células de camundongos P2X7'/' mostra a auséncia de relagdo destes nucleotideos
com o receptor P2X;. Os experimentos de indugdo da apoptose por UTP e UDP realizados nos
animais C57BL6 P2X;"" mostram o mesmo perfil de apoptose observado no P2X;”" aos dois
nucleotideos. Por outro lado, a porcentagem de células apoptoticas em resposta ao ATP, de
macrofagos de animais C57BL6 P2X;"" foi inferior a média obtida em macréfagos de animais
BALB/c. Tal fato pode estar associado com a presenca de receptor P2X; truncado na cepa de
camundongos C57BL6, o que inibe total ou parcialmente o funcionamento do receptor
(ADRIOUCH E COLS, 2002). Além de redugao da resposta maxima a apoptose com ATP, o
mesmo foi observado em relagdo ao outros nucleotideos tanto em camundongos C57BL6
selvagens quanto em nocautes P2X,"".

A utilizagdo de antagonistas como ATP oxidado, PPADS e Suramina auxiliaram na
defini¢do de alguns receptores envolvidos nas vias de morte. A inibicdo da apoptose obtida
com o ATP oxidado em macrofagos infectados bem como nao infectados confirma que o
fenomeno ¢ de fato, devido ao receptor P2X; , enquanto células ndo infectadas ndo apresentam
inibicdo da apoptose com suramina e inibicdo parcial com PPADS o que excluiria a
possibilidade dos receptores P2Y24.11, P2X, 235 sensiveis a suramina e P2X;535¢6, P2Y14¢
¢ sensiveis 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 nucleotideos estariam induzindo a apoptose através de receptores P2Y.
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Entretanto, a suramina ¢ um antagonista pouco seletivo, sendo inibidor dos receptores P2Y>,
P2Y¢ e P2Y 1, 0 que dificultaria selecionar o receptor envolvido na resposta, adicionalmente, o
PPADS ndo inibiu a apoptose induzida por UTP em macrdéfagos infectados, dissociando a
atuacao dos receptores P2Y, P2Yse P2Ys.

Alguns trabalhos reportam a morte celular via receptores P2Y4 induzida por UTP e
também via receptor P2Y, utilizando ADP como agonista, enquanto os receptores P2Y, e
P2Y, participam da resisténcia a apoptose em diferentes tipos celulares (CAVALIERE E
COLS, 2004; MAMEDOVA E COLS, 2006; ARTHUR E COLS, 2006), apesar do receptor
P2Y, estar associado a efeitos anti-proliferativos e apoptdticos em células de carcinoma
humano, células epiteliais, coloretais e esofageais (HOPFNER E COLS, 1998). Os receptores
P2Y possuem vias de sinalizagdo via proteina G e aumento de célcio intracelular com elevagao
de PI3K, mas as vias de sinalizacdo envolvidas na morte através da ativagdo destes receptores
ainda ndo estd muito clara.

Os ensaios de liberacdo de célcio apontam para uma modulagdo positiva de receptores
além de receptores funcionais adicionais na infeccdo. Os registros de calcio apontam
receptores responsivos a ATP e UTP em amplitudes e tempos de resposta diferentes nas
situagdes nao infectados e infectado. Os receptores para nucleotideos presentes nos
macrofagos ndo infectados sdo dessensibilizados apos a aplicagdio de 100uM de ATP,
entretanto, apenas uma parte destes receptores € dessensibilizado apos a aplicagdo de 100uM
de UTP. J4 em macrofagos infectados, os padrdes de resposta a liberagdo do célcio sdo
alterados, além de receptores responsivos ao ATP, surgem receptores responsivos somente a
UTP. Tal visao aponta a modulacao positiva de um receptor responsivo somente ao UTP e ndo

ao ATP na concentracao de 100uM. Sabe-se que em camundongos, ATP ¢ UTP sdo agonistas
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equipotentes dos receptores P2Y, e P2Ys, (ABBRACHIO E COLS, 2006) e que ambos
receptores evocam a liberagdo de calcio (COMMUNI E COLS, 1999; LAZAROWSKI E
COLS, 2003).

Trabalhos recentes tem reportado a intima ligagdo entre receptores P2 e moléculas de
citoesqueleto em um sistema de inter-regulagdo (VERHOEF E COLS, 2003), podendo a
fagocitose ser modulada por receptores P2 em macrofagos peritoneais de camundongo
(ICHINOISE, 1995). Para descartar a possibilidade do fenomeno de modulagdo de resposta ao
calcio em células infectadas seja um efeito basicamente da endocitose, ou seja, da captagao de
particulas, foram realizados experimentos fornecendo esferas de latex para fagocitose. Os
resultados mostraram que a alteragdo da mobilizagdo de calcio entre macréfagos nado
infectados e infectados nao ¢ resultado da fagocitose. Neste sentido iniciou-se um estudo mais
aprofundado do efeito da fagocitose na modulagdo de receptores P2 com esferas de latex e o
efeito do 6leo mineral (VER ANEXO 1) na mesma propor¢ao de leishmanias.

Recentemente, del Rey demonstrou em camundongos nocaute para os receptores P2Y; e
P2Y4, que a liberacdo de célcio na presenca de UTP se dé& praticamente exclusivamente pela
ativacao do receptor P2Y, Enquanto o receptor P2Y seria ativado somente por UDP gerado
principalmente através da degradagdo de UTP. A resposta ao ATP somente seria inibida em
condi¢des de auséncia de a célcio extracelular, mostrando que a 100 pM os receptores
responsivos ao calcio seriam de subtipo P2X (DEL REY E COLS, 2006). As curvas de
resposta de calcio entre células infectadas tratadas com UTP ou ATP apresentam padrdes de
resposta completamente diferentes, permitindo a dissociacdo dos dois agonistas e sugere que
pelo menos dois receptores diferentes, um para cada nucleotideo estar atuando. Comparando-

se as respostas de calcio obtidas entre macrofagos infectados ao UTP ou UDP, nota-se que
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também apresentam padrdes diferentes e ECsy diferentes permitindo também sugerir uma
dissociac¢do de receptores para cada nucleotideo. Portanto, os receptores responsivos a UTP e
UDP sdo dois receptores diferentes com caracteristicas P2Y, — like e P2Yg — like.

A resposta obtida na variagdo de célcio intracelular na presenca de ATP, a confirmagao
obtida através da técnica de western blotting da presenga ampliada do receptor P2X; na
infecgdo, os ensaios de perfusdo continua com ATP a 37°C mostram que de fato, o receptor
envolvido pelo menos em parte, na resposta ao ATP € o receptor P2X;, com amplia¢ao de
20% da resposta em platd mantido na infec¢do. Estes dados se somam aos dados de Chaves e
foram organizados na forma de artigo cientifico a ser submetido (VER ANEXO 3).

O papel dos receptores P2 em infeccdes com parasitas intracelulares vem sendo descrito
tanto em modelos de infec¢do bacterianos quanto por protozoarios. Ao receptor P2X; em
especial, vem sendo atribuido um papel muito importante na eliminacdo dos parasitas
intracelulares. Sabe-se que a ativagdo deste receptor através do ATP promove a inibigdo da
atividade infectiva com conseqiiente morte de células infectadas com Chlamydia psittaci ¢
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 nucleotideos (HARB
E COLS, 2000; COUTINHO-SILVA E COLS, NO PRELO).

Neste aspecto, o presente trabalho vem a mostrar a modulagao positiva do receptor P2X5
e de pelo menos dois receptores P2Y pirimidinérgicos na infecgdo com Leishmania
amazonensis, o que representaria através da ativacdo destes receptores com nucleotideos

extracelulares a morte da célula hospedeira e conseqiiente eliminagdo parasitaria.
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6. CONCLUSOES
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Os nucleotideos ATP, UTP e UDP induzem altera¢des morfologicas em macrofagos

O tratamento com os nucleotideos ATP, UTP e UDP parece induzir diminuicdo de
amastigotas de Leishmania amazonensis viaveis em macrofagos.

A infecg¢do com Leishmania amazonensis promove altera¢des na mobilizagdo de calcio
intracelular em resposta aos nucleotideos ATP negativamente, UTP positivamente e
UDP negativamente.

Macroéfagos ndo-infectados entram em apoptose apenas na presenga de ATP, enquanto
macrofagos infectados com Leishmania amazonensis entram em apoptose quando
tratados com nucleotideos ATP, UTP e UDP.

O receptor P2X; se encontra modulado positivamente na infecgdo com L. amazonensis.
Receptores com algumas caracteristicas de receptores P2Y, e P2Y ainda ndo
completamente identificados também s3o modulados positivamente na infecgdo com
Leishmania amazonensis.

Os receptores P2 modulados na infecgao induzem apoptose em macrofagos 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 modulagdo positiva de receptores P2 durante a infec¢do com L.
amazonensis. Entretanto, novos experimentos devem ser realizados na identificagdo dos
receptores modulados e a forma de eliminagao parasitaria induzida pela ativagao dos
receptores modulados através de :

e Estudos de quantificagdo da liberagdo de espécies reativas de oxigénio

e PCR em tempo real para caracteriza¢do dos receptores modulados positivamente
durante a infeccao.

e Preparacdes de western blot para identifica¢ao dos receptores P2Y e P2X modulados,
identificando também, se fosfolipases A, C e D estariam na sinalizag¢do destes
receptores.

e Analises ultraestruturais com diferentes tempos de tratamento com nucleotideos

visando melhor defini¢ao da seqiiéncia envolvida na eliminagao do parasita.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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