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Resumo 

Vias de Permeabilização da Membrana Plasmática Ativadas pelo ATP Extracelular 

Dinarte Neto Moreira Ferreira 

O ATP, encontrado em altas concentrações dentro das células, pode ser liberado para o meio 
extracelular através de vesículas, proteínas formadoras de canal ou devido ao 
comprometimento da membrana plasmática. Em tecidos inflamados e no microambiente 
tumoral sua concentração pode elevar cerca de 100 vezes em comparação a tecidos saudáveis. 
No meio extracelular, o ATP exerce a função de mensageiro e ativa receptores denominados 
receptores P2. Estes são subdivididos em P2Y, metabotrópicos associados a proteínas G, e P2X, 
formadores de canal catiônico não seletivo. A ativação do subtipo P2X7 (P2X7R) pelo ATP produz 
uma corrente não dessensibilizante, levando a despolarização da membrana plasmática e 
elevação do Ca++ intracelular. Contudo, quando exposto de maneira prolongada a altas 
concentrações de ATP (>300 uM) ocorre um progressivo aumento da permeabilidade da 
membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular, como o Yo-Pro-1 e o iodeto de 
propídio. Existem duas possíveis explicações para esse fenômeno: o canal iônico entraria em um 
estado dilatado permitindo assim a passagem de moléculas de alto peso molecular ou sua 
ativação desencadearia sinais intracelulares que ativariam uma segunda proteína formadora de 
poro na membrana plasmática. Evidências recentes apontam que é possível que o próprio canal 
se dilate, contudo, o bloqueio gênico ou farmacológico da proteína formadora de poro panexina 
diminui a permeabilização de moléculas de alto peso molecular em alguns tipos celulares e sob 
certas condições experimentais. Assim, esse trabalho tem como objetivo investigar a capacidade 
de dilatação do canal do P2X7R. Para tanto, propomos que resíduos no segundo domínio 
transmembrana no receptor P2X7R (presumivelmente na luz do canal iônico) estariam acessíveis 
ao composto metanotiofulfonado MTSEA-Biotina. Utilizamos mutagênese sítio dirigida para 
inserir um resíduo de cisteína na região transmembrana 2 do P2X7R (G345C), uma vez que esse 
resíduo possui a capacidade de se ligar covalentemente ao MTSEA-biotina e assim bloquear 
parte da permeabilização. Para esse fim, criamos um método de evidenciar a permeabilidade da 
membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular, como o Yo-Pro-1 e o iodeto de 
propídio, em um leitor de placas. O método se mostrou reprodutível e possui passos de 
normalização dos resultados que permitem comparar corantes diferentes e evitar artefatos 
devidos a variações entre os poços. Além disso, o método usado nesse trabalho evita passos de 
lavagem do poço, uma possível problemática em certos tipos celulares. Adicionalmente foi 
criado um sistema de expressão heteróloga do P2X7R para ser aplicado nos ensaios com o 
mutante G345C e determinadas as melhores condições de expressão tanto pela atividade, 
quanto pela imunodetecção do P2X7R. Durante o desenvolvimento desse trabalho, foi 
observado que o tratamento com 5 mM de ATP aumenta a permeabilidade da membrana ao 
iodeto de propídio nas células HEK293T que não expressam o P2X7R. Quando essa célula é 
transfectada com o P2X7R a permeabilização aumenta cerca de duas vezes, sugerindo haver 
duas vias distintas: uma dependente e outra independente do P2X7R. A via independente do 
P2X7R também promove a abertura de um canal iônico e a permeabilidade da membrana 
plasmática ao iodeto de propídio pode ser bloqueada parcialmente com probenicida, um 
antagonista da panexina. A via dependente do P2X7R parece envolver a dilatação do canal, uma 
vez que nossos experimentos sugeriram a acessibilidade do resíduo G345C ao composto MTSEA-
biotina. Contudo, ajustes no protocolo são necessários para se obter uma evidência mais clara 
quanto a acessibilidade desse resíduo. 
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Abstract 

ATP-activated plasma membrane permeabilization pathways 

Dinarte Neto Moreira Ferreira 

ATP molecule, found at high concentration within cells, can be released to extracellular milieu 
through: vesicles, membrane channels or due plasma membrane rupture. In inflammation 
tissues and tumors microenvironment, ATP concentration can change 100-fold in comparison to 
health tissues. At extracellular environment, ATP acts as a chemical messenger leading to the 
activation of membrane proteins known as P2 receptors.  There are two classes of P2 receptors: 
metabotropic P2Y receptors or ionotropic P2X receptors. P2X7 subtype opens a non-
desensitized cationic channel, when activated by ATP, leading to plasma membrane 
depolarization and intracellular calcium increase. However, prolonged exposition to high ATP 
concentrations leads to progressive increase in membrane permeability to large weight 
molecules such as propidium iodide and Yo-Pro-1. There are two major explanations to this 
phenomenon: P2X7 ion channel dilates by itself, allowing the entrance of high weight molecules 
or P2X7 activation triggers intracellular signalization acting on another pore forming protein on 
plasma membrane. Recent evidence shed light on the possibility to P2X7 ion channel dilation, 
however, pharmacological or genetic block of pannexin (a pore forming protein) decrease 
membrane permeability to large weight molecules on specific cell types and under certain 
experimental conditions. In this way, our work aim to investigate the possibility of P2X7 channel 
dilation by itself. We propose that residues in the second transmembrane domain (presumably 
at the channel lumen) could be accessible to high weight methanethiosulfonate compound 
MTSEA-Biotin. So, we use site-directed-mutagenesis to create the single mutant G345C, once 
cysteine residues could bind covalently to MTS-biotin and it can block (at least in part) ATP-
induced membrane permeabilization. To this end, we created a method to access plasma 
membrane permeabilization to fluorescent dyes, such as Yo-Pro1 and propidium iodide, on a 
plate reader. The method presented here showed good reproducibility and has normalization 
steps that allow comparison among different dyes and avoid artifacts due variations among 
different wells. Moreover, the method used in this work avoids washing steps which could be 
problem to certain cell types. In addition, we created a heterologous expression system for P2X7 
receptor on HEK293T cells, in order to express WT and G345C mutants during accessibility 
experiments. In this way we established the best condition to P2X7 heterologous expression 
either by P2X7 permeabilization activity or immunodetection. During the course of this work, 
we observed that 5mM ATP treatment on HEK293T cell, that do not express P2X7 receptor, 
results on plasma membrane permeabilization to propidium iodide.  When HEK293T cells 
presents P2X7 receptor heterologously expressed and is challenged with 5mM of ATP, the 
permeabilization increased about two fold in comparison with non-transfected HEK293T cells, 
indicating at least two different pathways for plasma membrane permeabilization: a P2X7-
dependent and a P2X7-independent pathway. The last one is associated to an ion channel e and 
can be partially blocked by probenecid treatment, a pannexin antagonist. The P2X7 dependent 
pathway seems to involve P2X7 channel dilation, since our results suggests that G345C residue 
is accessible to MTS-Biotin, once its treatment blocks part of permeabilization induced by ATP. 
However, adjusts on protocol are necessary to obtain a clear picture of this residue accessibility.  
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1- Introdução 

 

Purinas e pirimidinas são moléculas extremamente importantes na manutenção da vida, 

fazendo parte da estrutura molecular de nucleosídeos e nucleotídeos (1). Estes últimos são as 

unidades monoméricas do DNA e do RNA, macromoléculas que carregam a informação genética 

que vão determinar o padrão de produção de proteínas de uma célula ou organismo. Além disso, 

os nucleotídeos têm funções fundamentais na sua forma monomérica, como a estratégia dos 

seres vivos de armazenar partes menores de energia, retiradas de monossacarídeos, em ligações 

químicas na molécula de ATP (trifosfato de adenosina). Dessa maneira, o ATP tem um papel 

central no fornecimento de energia para inúmeras reações químicas nos seres vivos. Dado ao 

número e a complexidade de reações químicas no ambiente intracelular, o ATP é encontrado em 

altas concentrações (na faixa de milimolar) dentro das células (2). Por outro lado, os nucleotídeos 

presentes no espaço extracelular, embora em baixas concentrações (entre nano em milimolar), 

desempenham a função de mensageiros extracelulares (3). Essas funções se estendem 

virtualmente para todas as células em vertebrados (3) e, além disso, diversos papéis dos 

nucleotídeos extracelulares vem sendo recentemente descritos em eucariotos inferiores (4) e em 

plantas (5). 

As ações dos nucleotídeos extracelulares decorrem da sua ligação em receptores 

específicos denominados receptores purinérgicos (3). Esses receptores estão presentes na 

membrana plasmática podendo, em alguns casos, ser encontrados funcionais na membrana de 

organelas (6), e são bem descritos em mamíferos. A sua classificação é determinada de acordo 

com os seus agonistas e mecanismos de transdução de sinal. Os receptores denominados P1 são 

ativados por nucleosídeos e tem a adenosina extracelular como principal agonista fisiológico, 

tendo a associação com a proteína G como mecanismo de transdução de sinal (7). Os receptores 

P2 são ativados por nucleotídeos e tem o ATP extracelular como principal agonista fisiológico e, 

ainda, são subdivididos de acordo com seu mecanismo de transdução de sinal: os receptores P2Y 

são acoplados à proteína G (8) e os receptores P2X (9) são canais iônicos.  
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O subgrupo P2X abre um canal catiônico não seletivo quando ativado pelo agonista, 

promovendo o influxo de Na+ e Ca++ e o efluxo de K+ (10). Entretanto, alguns subtipos quando 

ativados por altas concentrações do agonista fazem com que a célula fique permeável a moléculas 

de alto peso molecular (até cerca de 1kDa) (11). Neste caso, não parece haver seletividade quanto 

a carga da molécula em questão, uma vez que a célula pode se tornar permeável tanto para 

moléculas catiônicas, como o NMDG+ (N-metil-D-glucamina) (12) e o brometo de etídeo (13), 

quanto para moléculas aniônicas, como o FITC (13) e o Lucifer Yellow (14). O mecanismo de 

entrada das moléculas de alto peso molecular ainda não foi totalmente elucidado, contudo, 

basicamente duas teorias surgem baseadas nos dados publicados: a primeira seria que os 

próprios canais iônicos mudariam sua conformação e dilatariam até se formasse uma passagem 

larga o suficiente para a permeabilização das moléculas de grande volume molecular, e a segunda 

sugere que a ativação dos receptores P2X desencadearia reações de segundos mensageiros 

ativando uma segunda proteína, de identidade ainda debatida, presente também na membrana 

plasmática,  que abriria um poro ou ativaria um transportador que permitiria a entrada das 

moléculas de grande volume molecular (11). 

O fenômeno de permeabilização celular induzida pelo ATP extracelular, no contexto 

fisiológico, permite a liberação de mais ATP para o meio extracelular causando uma 

retroalimentação positiva da ativação dos receptores purinérgicos (15). Além disso, algumas 

moléculas como a espermidina também podem ser liberadas para o meio extracelular (16), 

ressaltando a relevância desse fenômeno de permeabilização no contexto de transporte através 

da membrana. Entretanto, pouco mais se sabe sobre a participação desse fenômeno no contexto 

fisiológico, devido ao desconhecimento da entidade molecular permeabilizante. O subtipo P2X7 

é o subtipo mais estudado no contexto de permeabilização celular e sua ativação é relacionada 

com diversos mecanismos patológicos, desde transtornos psicológicos (17) até crescimento 

tumoral (18), sendo a participação no processo inflamatório (19-21) seu papel melhor elucidado. 

Diante disso, o receptor P2X7 se configura como um promissor alvo terapêutico para diversas 

patologias (22). 
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1.1 Receptores Purinérgicos 

Em 1929, Drury e Szent-Gyorgyi observaram que a injeção intravenosa de extratos de 

músculo produzia diversos efeitos cardiovasculares em cachorros, como a diminuição da 

frequência cardíaca e fibrilação dependendo da dose. Após testar diversas substâncias isoladas 

desse extrato foi constatado que a adenosina produzia tais efeitos, uma vez que a mesma extraída 

de leveduras ocasionava um efeito idêntico (23). Essa foi a primeira descrição do papel 

extracelular das purinas. Em 1959, Holton observou que o ATP era liberado por neurônios na 

orelha de coelhos e causava vasodilatação (24). Entretanto, ainda era desconhecida a entidade 

molecular sob o qual o ATP ou a adenosina atuava. Em 1972, Burnstock baseado em suas 

observações em terminações nervosas de porquinhos-da-índia, cunhou o termo “nervos 

purinérgicos”, mostrando que diferentes terminações nervosas eram responsivas a aplicação de 

ATP, que cumpria todos os requisitos para ser classificado como um neurotransmissor, como 

liberação vesicular sináptica dependente de Ca++ e inativação por ectoenzimas (25). Desde então 

começaram a surgir evidências que os efeitos da adenosina e do ATP atuariam em classes distintas 

de receptores e finalmente, em 1985, foram formalmente classificados as duas principais classes 

de receptores purinérgicos, baseado em suas propriedades farmacológicas (26). 

 Agonista fisiológico 

Nucleosídeos (Adenosina) Nucleotídeos (ATP) 

Mecanismo 

de 

Transdução 

Associado à 

Proteína G 

Receptores P1 (A1, A2A, A2B, 

A3) 
Receptores P2Y (P2Y1-11) 

Canal 

Iônico 
-̶ Receptores P2X (P2X1-7) 

Tabela 1.1 – Classificação dos receptores purinérgicos. A nomenclatura proposta para a classificação dos 

receptores purinérgicos foi inicalmente baseada em seus agonistas naturais: P1 para os receptores de 

adenosina e P2 para os receptores de ATP. Todos os subtipos de receptores P1 são associados a proteína 

G. Os receptores P2, por sua vez, são classificados de acordo com seu mecanismo de transdução de sinal, 

sendo os P2Y metabotrópicos e os P2X iontropicos. 
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1.1.1 Receptores P1 

Os receptores de adenosina são chamados de receptores P1 e, até o momento, 4 subtipos 

foram clonados (A1, A2A, A2B e A3), todos eles são associados a proteínas G (7). Suas funções 

melhor esclarecidas são no sistema nervoso central (SNC), devido a descoberta de que os efeitos 

estimulatórios da cafeína (Figura 1.1) se dão pelo bloqueio de receptores de adenosina no cérebro 

(27) e grande parte dos antagonistas desenvolvidos para os receptores de adenosina são 

derivados sintéticos da cafeína (28). Além disso, a adenosina já é empegada na prática clínica 

devido a sua capacidade de diminuir a taquicardia supraventricular (29). Os receptores de 

adenosina são amplamente distribuídos no organismo e diversas outras funções já foram 

descritas, como o seu papel no metabolismo de lipídeos (30), fluxo sanguíneo renal (31), 

angiogênese (32) e sua ação predominantemente anti-inflamatória no sistema imune (com 

exceção do subtipo A2B, que exerce ação pró-inflamatória) (33). 

Os receptores P1 possuem 7 domínios transmembrana com os domínios N- e C-terminais 

voltados para a face citoplasmática e uma alça extracelular que interage com o seus agonistas. 

Até o momento, já foram publicadas as estruturas cristalográficas do receptor A1 (34) e A2A (35). 

Além disso, alguns antagonistas já vem sendo desenhados racionalmente para o receptor A2A, 

empregando a abordagem de docking molecular baseado nas estruturas publicadas (36). Esses 

estudos tem sido importantes para a aplicação clínica do bloqueio ou estimulação dos receptores 

de adenosina, devido à grande promiscuidade dos agonistas e antagonistas disponíveis aliado a 

sua ampla distribuição dos 4 subtipos no organismo, que dificulta o desenvolvimentos de terapias 

farmacológicas que minimizem os efeitos colaterais (28). 

 

 

 

 

Figura 1.1 -  Estrutura molecular da adenosina e da cafeína. (a) O nucleosídeo adenosina é formada pela 

purina adenina ligada a uma ribose, sem a presença de grupamentos fosfato. (b) A cafeína, amplamente 
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conhecida por seu uso tanto na clínica quanto como droga recreativa, é um dos antagonistas naturais dos 

receptores de adenosina.  

1.1.2 Receptores P2  

Os receptores P2 são os receptores para nucleotídeos e são classificados de acordo com 

seu mecanismo de transdução de sinal. Os receptores P2Y são acoplados a proteína G (8) 

enquanto os receptores P2X formam um canal iônico (9). O ATP é agonista de ambas as famílias, 

enquanto o ADP (difostato de adenosina), UTP (trifosfato de uridina) e UDP (difosfato de uridina) 

são capazes de ativar apenas alguns tipos de receptores P2Y (8). Virtualmente todas as células de 

mamíferos possuem pelo menos um subtipo de receptores P2, os quais participam de uma grande 

variedade de papéis fisiológicos (3, 37, 38). 

1.1.2.1 - Receptores P2Y  

Até o momento, 8 subtipos de receptores P2Y foram clonados: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e 

P2Y11, P2Y12 P2Y13 e P2Y14 (8). A numeração dos receptores foi baseada na ordem em que eles 

foram clonados e os números que estão faltando (3, 5, 7, 8, 9 e 10) se referem a subtipos não 

pertencentes a mamíferos ou ortólogos que, embora tenham semelhança na sequência de 

aminoácidos, não respondem a nucleotídeos extracelulares (8). Os subtipos de receptores P2Y 

podem ser classificados pela homologia de suas sequências de aminoácidos (Figura 1.2) e pelo 

mecanismo de transdução de sinal (8). Os 5 subtipos semelhantes ao receptor P2Y1 (P2Y1, P2Y2, 

P2Y4, P2Y6 e P2Y11) são acoplados a proteína Gq  (39), levando a ativação da PKC (proteína cinase 

C) e consequentemente elevando os níveis de Ca++ intracelular. Os demais 3 subtipos, 

semelhantes ao receptor P2Y12 (P2Y12 P2Y13 e P2Y14) são acoplados a proteína Gs levando ao à 

ativação da enzima adeniliato ciclase (40).   



6 
 

Figura 1.2 – Árvore filogenética dos receptores P2Y. Baseado na homologia da sequência de 

aminoácidos foi possível dividir os receptores P2Y entre os semelhantes ao P2Y1 (com fundo amarelo) e os 

receptores semelhantes ao P2Y12 (com o fundo em azul). As semelhanças entre cada grupo também é 

refletida no mecanismo de transdução de sinal, sendo os semelhantes ao receptor P2Y1 acoplados a 

proteína Gq e os semelhantes ao P2Y12 acoplados a proteína Gq. Adaptadp de (8). 

A sequência de aminoácidos que compõem os receptores P2Y os coloca na classe A de 

receptores acoplados à proteína G (ou semelhantes a rodopsina) no ramo δ juntamente com os 

receptores de trombina, leucotrienos, receptores olfativos e diversos outros receptores ainda 

sem função definida (41). Contudo, a sequência de aminoácidos entre os dois principais grupos 

de receptores P2Y (semelhantes ao P2Y1 e semelhantes ao P2Y12) possuem apenas cerca de 19% 

de identidade (8), embora sejam semelhantes nas características farmacológicas (discutidas 

abaixo). Recentemente foram publicadas as estruturas 3D, determinadas por experimentos de 

cristalografia de raio-x dos receptores P2Y1 ligado aos antagonistas MRS2500 e BPTU (42) e as do 

receptor P2Y12:  ligado ao antagonista AZD1283 (43) e aos agonistas MeSADP (metiltio-adenosina 

difosfato, análogo do ADP) e meSATP (metiltio-adenosina trifosfato, análogo do ATP) (44) (Figuras 

1.3 e 1.4). A estruturas confirmaram que estes receptores seguem o padrão bem conhecido dos 

demais receptores associados à proteína G: a forma monomérica com sete domínios 

transmembrana com 3 alças extracelulares e 3 alças intracelulares (41). Essas estruturas também 

confirmam, assim como esperado para todos os outros subtipos de receptores P2Y, duas pontes 

de dissulfeto: entre o N-terminal e alça intracelular 3 e entre as alças intracelulares 1 e 2. 

Entretanto, na estrutura ligada ao agonista AZD1283 (43) a ponte dissulfeto entre as alças 1 e 2 

não estava presente, indicando que modificações estruturais induzidas pela ligação do 

antagonista possam desfaze-la, sugerindo seu caráter dinâmico. Além disso, duas alças 

intracelulares não puderam ser modeladas, provavelmente devido ao seu caráter flexível. 
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Figura 1.3- Modelo estrutural do receptor P2Y12 ligado a análogos do ADP e ATP. Esse modelo estrutural 

foi baseado nos dados obtidos por cristalografia de raios-x. Em (a) podemos ver a estrutura ligada ao 

MeSADP (metiltio-adenosina difosfato, análogo do ADP) e em (b) ligada ao agonista MeSATP 

(metiltio-adenosina trifosfato, análogo do ATP). As regiões transmembrana aparecem como numerais 

romanos (I-VII). As alças extracelulares estão indicadas como ECL1-3 (extracelular loop). O receptor P2Y12 

está representado como cartoon e os agonistas como esferas. “N” e “C” indicam os domínios N- e C-

terminais. EL: extracellular loop. Adaptado de (44).  

Figura 1.4- Modelo estrutural do receptor P2Y1 ligado aos antagonistas MRS2500 e BPTU. Esses modelos 

estruturais foram baseados nos dados obtidos por cristalografia de raios-x. O modelo está representado 

como cartoon em verde e os antagonistas como esferas em magenta.  Adaptado de (42). 
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Como citado anteriormente, podemos subdividir a família de receptores P2Y em dois 

grupos baseados na identidade da sequência primária de aminoácidos: os semelhantes ao P2Y1 e 

os semelhantes ao P2Y12 (8). Consequentemente, essa característica leva a uma diferença na 

estrutura terciária entre as duas famílias. O modelos estruturais, baseado em dados de 

cristalográfica do receptor P2Y1 ligado ao antagonista competitivo MRS2500 e o antagonista 

alostérico BPTU, mostraram diferenças marcantes no arranjo das hélices transmembrana em 

relação a estrutura do receptor P2Y12 (42). O final extracelular da hélice transmembrana III está 

em uma orientação diferente no modelo estrutural do receptor P2Y1 em comparação as 

estruturas do receptor P2Y12. A hélice VI no receptor P2Y1, que aparece em posições diferentes 

na estrutura do receptor P2Y12 ligado ao agonista (MeADP) e ao antagonista (AZD1283), aparece 

em uma posição intermediária entre essas duas estruturas do receptor P2Y12. Além disso, a hélice 

5 do receptor P2Y1 apresenta uma prolina altamente conservada na classe A dos receptores 

associados à proteína G o que proporciona uma dobra na hélice transmembrana (42). Esse 

resíduo não está presente na posição análoga no receptor P2Y2 (44), fazendo com que as posições 

dessa hélice, tanto na face intracelular quanto extracelular da proteína sejam diferentes em 

relação ao receptor P2Y1 e P2Y12. Interessantemente, as maiores diferenças podem ser notadas 

na extremidade extracelular da proteína (Figura 1.5), embora a principal diferença entre as 

subfamílias (semelhantes ao P2Y1 e semelhantes ao P2Y12) seja o mecanismo de transdução de 

sinal que, naturalmente, ocorre via interações na face citoplasmática da proteína que, por sua 

vez, é muito similar entre as subfamílias.  

Figura 1.5 - Comparação entre os modelos estruturais dos receptores P2Y1 e P2Y12. As cadeias principais 

dos modelos estruturais do receptor P2Y12, ligado ao agonista MeADP (verde) e ao antagonista AZD1283 
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(cinza), e do receptor P2Y1 ligado ao antagonista competitivo MRS2500 (azul) e ao antagonista alostérico 

BPTU (laranja) apresentam suas diferenças mais marcantes na face extracelular (a). Por outro lado, com 

exceção da hélice 5, a face intracelular (b) é bastante semelhante. (42) 

Os receptores P2Y são fisiologicamente ativados por mononucleotídeos di- ou 

trifosfatados baseados em adenina e uracila podendo, ainda, serem ativados por dinucleotídeos 

polifosfatados (45). Os subtipos diferem bastante entre si em relação a farmacologia. 

Nucleotídeos baseados em adenina, ATP e ADP, podem ativar a maioria dos subtipos (46), com 

exceção do receptores P2Y4, P2Y6 e P2Y14, que são ativados exclusivamente por nucleotídeos 

baseados em uracila UTP, UDP, além do UTP conjugado a glicose (UTPG) (47, 48). O ATP é um 

agonista completo dos subtipos P2Y2 (49) e P2Y11 (50), entretanto ainda é capaz de ativar os 

subtipos P2Y1 (39) e P2Y13 (51) como agonista parcial. Por outro lado, o ATP atua como 

antagonista nos subtipo P2Y4 (52) e P2Y12 (53). Além disso, o análogo sintético do ATP MeSATP é 

capaz de ativar os receptor P2Y1 (39), enquanto o ATPγS é capaz de ativar os receptores P2Y2(54) 

e P2Y11 (55). O Bz-ATP, um análogo do ATP normalmente usado para o estudo de receptores P2X 

é capaz de ativar o receptor P2Y11 (56). O ADP, assim como seu análogo sintético MeSADP, atua 

como agonista completo nos subtipos P2Y1 (57), P2Y12 (40) e P2Y13 (58). Entretanto, existem 

diferenças entre espécies, por exemplo o receptor canino P2Y11 responde ao ADP da mesma 

maneira que responde ao ATP (55). O UTP ativa principalmente o receptor P2Y4 (59), com a 

exceção do de rato, mas também é capaz de ser ativado pelo ATP (60). Além disso, o UTP é capaz 

de ativar o receptor P2Y2 (54), fazendo desse o único capaz de se ligar a mononucleotídeos de 

adenina e uracila. O UDP, por sua vez, ativa os receptores P2Y6 (59) e P2Y14 (61). A UTPG foi 

identificada como outro ligante natural do receptor P2Y14 e também pode atuar como agonista 

parcial do subtipo P2Y2 (62). Além disso, as ações fisiológicas de dinucleosídeos polifosfatados 

parecem ocorrer, pelo menos em parte, pela sua interação com os receptores P2Y (46). Foi 

demonstrado que a uridina/adenosina tetrafosfato (Up4A) é capaz de ativar os receptores P2Y1 

humano (63) e P2Y2 de rato (64). Além disso, a diadenosina tetrafosfato (Ap4A)é também capaz 

de ativar o receptor P2Y2 humano (65). Interessantemente, o NAD+ (dinucleotídeo de 

nicotinamida) extracelular é capaz de ativar o subtipo P2Y11 (66). Devido a essa relativa 

promiscuidade de ligantes (Tabela 2), diversos ligantes sintéticos vem sendo usados para o estudo 

dos receptores P2Y (45). Nesse sentido, agonistas como MRS2365 (67), PSB1114 (68), MRS4062 
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(69), 5-OMe-UDP (70), NF546 (71) e MRS2690 (62) foram desenvolvidos e se ligam de maneira 

específica aos receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 e P2Y14, respectivamente. 

A suramina, um medicamento utilizado em infecções parasitárias, é um importante 

bloqueador dos receptores de receptores associados a proteína G (72), incluindo os receptores 

P2Y (46). Levando em consideração que o mecanismo de ação da suramina nas infecções 

parasitárias seja pela ligação a proteínas do próprio parasita, muitos dos seus efeitos adversos 

provavelmente derivam do bloqueio cruzado de receptores associados a proteína G. A suramina 

bloqueia principalmente os receptores P2Y1 (55), P2Y2 (73), P2Y11 (74) e P2Y12 (47). Contudo, em 

altas concentrações de suramina (>10µM) ainda podem bloquear o receptor P2Y13 (51). O PPADS 

(ácido piridoxalfosfato azofenil disulfônico) também é um importante antagonista dos receptores 

P2Y (75), embora também bloqueie os receptors P2X (10).  

 P2Y1-like P2Y12-like 

Base 

Nitrogenada 
Nucleotídeo P2Y1 P2Y2 P2Y4 P2Y6 P2Y11 P2Y12 P2Y13 P2Y14 

 

ATP Parcial Completo Antagonista S.E. Completo Antagonista Parcial S.E. 

ADP Completo S.E S.E. S.E N.D. Completo Completo S.E 

 UTP S.E Completo Completo Completo S.E. S.E. S.E. S.E 

UDP S.E Completo S.E. Completo N.D. S.E. S.E. Completo 

UTPG S.E. Parcial S.E. S.E. S.E. S.E. S.E. Completo 

Tabela 1.2. Principais agonistas fisiológicos dos receptores P2Y humanos. A: adenina, U: uracila, ATP: 

trifosfato de adenosina, ADP: difosfato de adenosina, UTP: trifosfato de uracila, UDP: difosfato de uracila, 

UTPG (UTP-glicose), S.E.: sem efeito, N.D.: não determinado. 

As tienopiridinas foram usadas de maneira empírica como agente antitrombótico por 

muitos anos (76). Contudo, em 2001 foi demonstrado que sua ação ocorria pelo bloqueio 

irreversível do receptor P2Y12 (77). Tienopiridinas de uso clínico, como o Clopridogrel® (Figura 

1.6), são pró-drogas e seu metabólito ativo (78) se liga covalentemente, por um grupamento tiol-

reativo a cisteínas, na alça extracelular II do receptor P2Y12 (79). Os receptores P2Y12, antes 

organizados como oligômeros na membrana, são dissociados em formas mono- e diméricas que 

não conseguem mais se ligar ao seu principal agonista endógeno, o ADP (80). Dessa maneira, o 

ATP e o ADP não são mais capazes de induzir a agregação plaquetária via receptor P2Y12. O 
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análogos do ATP como o cangrelor, atuam como antagonista alostérico reversível no receptor 

P2Y12 e também tem ação antitrombótica (81). Sua ação não depende de metabolização hepática 

e ocorre de maneira mais rápida do que as tienopiridinas (82). Devido à baixa biodisponibilidade, 

o cangrelor é administrado de maneira intra-venosa (76). Nesse sentido, foi desenvolvido o 

ticagrelor, que também é um análogo do ATP que exerce um bloqueio alostérico reversivel no 

receptor P2Y12, contudo, devido a sua boa disponibilidade, pode ser administrado pela via oral 

(76). 

Figura 1.6. Clopidogrel® e seu metabólito ativo. (a) Estrutura química da droga antitrombótica 

cropidogrel que é inativa in vitro, entretanto, após a metabolização hepática, transforma-se no 

seu metabólito ativo (b) que é capaz de formar uma ligação dissulfeto com cisteínas na alça 

extracelular II do receptor P2Y12 através de seu grupamento tiol reativo e promover seu bloqueio 

de maneira irreversível. 

Os receptores P2Y possuem ampla distribuição em mamíferos, podendo ser encontrado 

no cérebro, próstata, placenta, pulmões, coração, fígado, rim, pâncreas medula óssea, células do 

sistema imune, musculatura lisa e esquelética, pituitária, timo, baço, adipócitos, megacariócitos 

e, naturalmente, em plaquetas (8). Dessa maneira, diversos processos fisiológicos são mediados 

por esses receptores fazendo que sua ativação ou bloqueio possam funcionar como estratégias 

terapêuticas em algumas patologias (76). O papel mais bem conhecido dos receptores P2Y é no 

processo de agregação plaquetária (83). A agregação plaquetária é um processo complexo e 

dinâmico que precisar se iniciado, por diversos fatores já bem estabelecidos, e posteriormente 

amplificado e sustentado. Após a lesão de um vaso sanguíneo, há a exposição de camadas do 

vaso que antes eram protegidas pelo endotélio, logo diversos fatores que ativam receptores na 

superfície de plaquetas são expostos. Por exemplo, o fator de von Willebrand das plaquetas se 

liga ao colégeno na camada do vaso exposta (84). Após a aderência a camada subendotelial, as 

plaquetas interagem com diferentes moléculas, como o colágeno, através diversos receptores na 

membrana e se tornam ativadas fazendo com que adote uma forma oval e com múltiplos 
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prolongamentos de membrana (84). Nesse momento, diversos fatores são liberados pelas 

plaquetas como o tromboxano A2, ADP e ATP. Logo, o tromboxano A2 estimula receptores 

específico na superfície das plaquetas (85) e o ADP, por sua vez, vai ativar receptores P2Y1 e P2Y12 

(86). Ambas as vias, as dos receptores purinérgicos e do tromboxano, vão convergir na conversão 

da integrina αIIbβ3 para a sua forma ativa, a qual é capaz de se ligar ao fibrinogênio, promovendo 

e sustentando a agregação plaquetária (83). O ATP ainda pode ser convertido a ADP por 

ectonucleotidades (87), contribuindo para a amplificação do sinal. A ativação do receptor P2Y1 

leva ao aumento do cálcio intracelular levando a mudanças na morfologia das plaquetas (88) e a 

uma fraca resposta de agregação quando comparado à ativação do receptor P2Y12 (89). O papel 

do receptor P2Y1 é atribuído no processo de iniciação da agregação plaquetária (86), por outro 

lado, a ativação do receptor P2Y12 está envolvida na amplificação e manutenção. A sua ativação 

é capaz de amplificar o sinal de todas as moléculas conhecidas por induzir agregação plaquetária 

(90). Como citado anteriormente, bloqueadores reversíveis e irreversíveis do receptor P2Y12 são 

efetivos agentes antitrombóticos e são aprovados para o uso clínico (91). 

A secreção de íons por células epiteliais também é modulada pelos receptores P2Y (92) 

(Figura 1.7). No epitélio respiratório, o receptor P2Y2 tem um papel importante na regulação do 

transporte de Cl- para o lúmen do pulmão (93).  O aumento do Ca++ intracelular subsequente a 

ativação do receptor P2Y2 resulta em (1) o bloqueio de canais epiteliais de Na+ (ENaCs) e (2) 

abertura de canais de Cl- sensíveis ao Ca++ intracelular (94). O primeiro efeito ajuda a criar um 

gradiente eletroquímico para a secreção do Cl- e o segundo efeito leva a secreção propriamente 

dita do Cl-. Em pacientes com fibrose cística, o CFRT (regulador transmembrana da fibrose cística), 

um canal de Cl- não ativado por Ca++ intracelular, não se dobra corretamente e acaba não sendo 

endereçado para a membrana apical da célula epitelial pulmonar, onde deveria ocorrer a 

secreção de Cl- (92). Dessa maneira, a deficiência na secreção de Cl- afeta a consistência do muco 

pulmonar levando a um prejuízo na capacidade respiratória (95) e o aumento da frequência de 

infecções (96). Nesse sentido, vem sendo proposto que a ativação do receptor P2Y2 pode ser útil 

nesses casos. Neste contexto, o agonista específico do receptor P2Y2 Denufosol foi submetido a 

testes clínicos para o tratamento de fibrose cística (97). A ativação do receptor P2Y2 por essa 

droga levaria a um aumento da secreção de Cl- para a mucosa pulmonar através dos canais de Cl- 
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sensíveis ao Ca++ intracelular, compensando a secreção deficiente de Cl- nesses pacientes (95). 

Além disso, ele bloqueia os ENaC impedindo a absorção de Na+ pela célula, o que ajudaria a criar 

um gradiente que ajuda na secreção de Cl- (98). Embora estudos in vitro sustentassem a potencial 

eficácia do Denufosol (95, 97), os testes foram suspensos na fase III devido à ausência de melhora 

significativa dos pacientes (99). O ATP, assim como seu produto de degradação ADP, pode ainda 

ser liberado no trato gastro intestinal (100) e ativar receptores P2Y modulando a secreções no 

lúmen por um mecanismo similar ao discutido no epitélio pulmonar (101).A ativação dos 

receptores P2Y ainda são relacionadas com a embriogênese (102), proteção em processos de 

isquemia cardíaca (103), quimiotaxia (104), diferenciação de linfócitos em Th17 no instestino 

(105), dor neuropática (106) e atividade fagocítica da micróglia (107). Esse último parece ter um 

papel importante no desenvolvimento do mal de Alzheimer (76).  Futuramente, novas 

abordagens terapêuticas visando os receptores P2Y devem ser incorporadas na prática clínica. 

Figura 1.7. Papel do receptor P2Y2 na secreção de Cl- no pulmão. Desenho esquemático da ação do 

receptor P2Y2 nas células epiteliais pulmonares. O Cl- é cotransportado da corrente sanguínea na face 

basolateral juto Na+ e K+ na célula epitelial por através do co-transportador NKCC1. Após a ativação dos 

receptores P2Y2, a elevação do Ca++ intracelular leva a abertura de canais de Cl- dependentes de Ca++, 

secretando o cloreto na mucosa pulmonar. Esse mecanismo tem o potencial de compensar o defeito no 

transporte de Cl- pelo CFTR. Adaptado de (92). 
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1.1.2.2 - Receptores P2X  

Diferentemente dos receptores P2Y metabotrópicos, os receptores P2X abrem um canal 

catiônico não seletivo quando ativado pelo agonista (108). Além disso, os receptores P2X são mais 

restritivos do que os receptores P2Y quanto aos agonistas fisiológicos, somente sendo ativado 

fisiologicamente pelo ATP extracelular (10). Até o momento, 7 subunidades já foram clonadas: 

P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 e P2X6 e P2X7 (Figura 1.8a). Essas subunidades se organizam 

principalmente como homotrímeros podendo ainda se organizar como heterotrímeros. Até o 

momento, todos os heterotrímeros dos receptores P2X descritos possuem duas subunidades 

idênticas associadas a uma terceira diferente (109), nenhum heterotrímero com 3 subunidades 

diferentes foi documentado até o momento. A maioria dos estudos com heterotrímeros é feita 

em sistemas de expressão heteróloga (em ou oócitos de X. laevis ou em células HEK293), dessa 

maneira, a sua presença natural nos tecidos biológicos ainda é motivo de controvérsia (109), por 

outro lado, a presença e a relevância biológica dos homotrímeros em mamíferos vem sendo 

amplamente documentada (3). Dessa maneira, vamos nos referir aos homotrímeros P2X pela 

subunidade em questão (ex. receptor P2X7 – homotrímero P2X7). A subunidade P2X6 é incapaz 

de formar homotrímeros (10). Além disso, a maior parte da população humana possui um 

polimorfismo de um nucleotídeo (SNP – single-nucleotide polymorphism) na sequência do exon 

10 do receptor hP2X5 (110) que resulta em um receptor não funcional, destinado a degradação 

(111). Por outro lado, o P2X5 murino (mP2X5) resulta em receptores funcionais e parece exercer 

importantes funções em camundongos (112). Embora tenham pouca semelhança na sequência 

primária dos aminoácidos (~21-46% Figura 1.8b), as subunidades P2X possuem a mesma 

organização básica: dois domínios transmembrana (TM1 e TM2) conectados por uma grande alça 

extracelular, além disso, os domínios N- e C-terminais estão voltados para a face citoplasmática 

da membrana (Figura 1.8c) (10). A porção citoplasmática C-terminal, que parece interagir com 

componentes intracelulares (113, 114), varia de tamanho entre as subunidades, de 26 (P2X6) a 

239(P2X7) aminoácidos (115), e parece estar relacionada com diferenças na atividade de cada 

subunidade, como será discutido posteriormente.  
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Figura 1.8 – Características básicas das subunidades P2X - (a) Árvore filogenética das diferentes 

subunidades P2X. Em (b) podemos ver a (%) de semelhança entre as diferentes subunidades P2X. Todas 

essas subunidades de organizam da mesma maneira (c), com dois domínios transmembrana (TM) 

conectados por uma grande alça extracelular com as regiões N- e C-terminais voltadas para o citoplasma. 

Adaptado de (9). 

Assim que ativados, os receptores P2X rapidamente abrem um canal iônico cátion seletivo 

(Figura 1.9), permitindo a entrada de Na+ e Ca++ e a saída de K+, onde a maior parte da corrente é 

atribuída ao Na+, uma vez que o gradiente eletroquímico da célula em repouso favorece a entrada 

de cátions, logo, a entrada de Na+ leva a despolarização da membrana (10). Egan e Khakh 

mostraram, ao combinar ensaios de eletrofisiologia à fluorimetria de Ca++, a pequena 

contribuição do Ca++ no total da corrente observada após a ativação de diferentes receptores P2X 

(116). Logo, foi possível observar que os receptores hP2X1 e hP2X4 possuíam a maior fração 

relativa de Ca++ da corrente (Pf% - patch-clamp photometry ~ 10 e 15 %, respectivamente) quando 

comparado aos receptores P2X3 e P2X7, que apresentaram a Pf%= ~3 e 5%, respectivamente 

(116). O subtipo P2X2 apresenta uma permeabilidade intermediária de Pf% =~7% (116). A 

ativação dos receptor P2X envolve basicamente 3 fases: (1) ativação, onde ocorre o rápido 

desenvolvimento da corrente, (2) dessensibilização, onde há um decaimento da corrente mesmo 

em presença do agonista e (3) a desativação do canal, quando ele se fecha após a retirada do 

agonista (10). Assim que sensibilizado pelo agonista, os receptores P2X desenvolvem a corrente 

em poucos µs (117). A cinética de ativação e de dessensibilização variam de acordo com a 



16 
 

concentração do agonista, em contraste com a taxa desativação, após a retirada do agonista, que 

é constante em todos os subtipos (10). Logo, a taxa de dessensibilização consiste na principal 

diferença observada na corrente gerada pelos subtipos P2X (10, 118). Eles podem ser classificados 

como os de dessensibilização rápida (P2X1:τdes ~ 64 ms e P2X3: τdes ~ 78 ms) e os de 

dessensibilização lenta P2X2 (τdes ~ 5 ms) e P2X4 (τdes ~ 10 ms) (10). O subtipo P2X7 pode ter dois 

comportamentos distintos em relação a cinética de dessensibilização: formando um canal de 

dessensibilização lenta em baixas concentrações do agonista e um canal não dessensibilizante em 

altas concentrações (119). A ativação dos subtipos de dessensibilização lenta P2X2 e P2X4, além 

do subtipo não dessensibilizante P2X7, acontece concomitantemente com a captação de 

moléculas de alto peso molecular (13, 120). Ainda não se sabe se tais moléculas entrariam 

diretamente pelo canal iônico (possivelmente em um estado dilatado) ou se sua ativação está 

associada a uma segunda proteína, capaz de formar um poro na membrana plasmática (11). Esse 

fenômeno será discutido em detalhes adiante. 

Figura 1.9 – Ativação, dessensibilização e desativação dos receptores P2X. Correntes produzidas por 

concentrações saturantes de ATP nos subtipos P2X utilizando a técnica de patch-clamp modalidade whole-

cell. O tempo de aplicação do ATP é indicado pelas barras pretas. Note que cada subtipo é ativado de 

maneira semelhante, com exceção do receptor P2X7 em exposição prolongada ao ATP. Cada subtipo tem 

um padrão próprio de dessensibilização, enquanto a desativação, após a retirada do agonista, é similar. 

Adaptado de (118).  
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A ativação dos receptores P2X no contexto fisiológico é desencadeada principalmente 

pelo ATP (10, 118, 121). Entretanto, eles ainda podem ser ativados, assim como os receptores 

P2Y, por dinucleotídeos polifosfatados (122). O ATP é um agonista completo para todos os 

subtipos, atuando com potência similar em todo os subtipos (pEC50: ~5,8 - 6,5), com exceção do 

subtipo mais sensível P2X1 (pEC50:  ~7,2) e do menos sensível P2X7 (pEC50: ~4-3) (122). Dessa 

maneira, não é possível identificar os diferentes subtipos P2X em função apenas do seu agonista 

fisiológico. Entretanto, os subtipos P2X respondem de maneira diferente a análogos do ATP 

(Tabela 1.3). O αβ-MeATP é um potente agonista dos subtipos P2X1 e P2X3 (pEC50: ~6), 

entretanto, não tem efeito ou age como agonista parcial nos demais subtipos (10, 122, 123). O 

2me-S-ATP também é um potente agonista do receptor P2X1 (pEC50: 7,2) e ainda age como 

agonista completo em todos os subtipos (pEC50: 5,7-6,6), com exceção do receptor P2X7 (122, 

123). O Bz-ATP age como agonista completo nos receptores P2X1 (pEC50: 8,3) e P2X7 (pEC50: 5,3) 

enquanto atua como agonista parcial nos demais subtipos (10, 122, 123). O ATPγS atua como 

agonista completo em todos os subtipos com potência similar pEC50: 5,6 – 6,1) (122, 123). O 

trinitrofenil-ATP (TNP-ATP) age como antagonista entre todos os subtipos, sendo bastante 

potente nos subtipos P2X1 e P2X3 (IC50: ~6 e 1 nM, respectivamente) (123, 124) enquanto nos 

demais subtipos o TNP-ATP age com IC50 na faixa de micromolar (123, 124). Outros antagonistas, 

não derivados do ATP também são empregados nos receptores P2X. O PPADS, que como citado 

anteriormente, também bloqueia os receptores P2Y, é bastante inespecífico nos receptores P2X 

podendo bloquear todos os subtipos com potência similar (IC50: ~ 0.1-5 uM), com exceção do 

subtipo P2X7, que é insensível ao PPADS (122, 123). A suramina por sua vez também atua de 

maneira bem inespecífica nos receptores P2X, podendo bloquear as correntes de todos os 

subtipos P2X, com exceção do subtipo P2X4 (122, 125). Devido à grande promiscuidade desses 

antagonistas, diversos esforços vem sendo empregados no desenvolvimento de ligantes 

específicos para cada subtipo. Nesse sentido, os derivados da suramina NF449 (126) e NF770 

(127) são potentes bloqueadores que agem especificamete nos receptores P2X1 e P2X3, 

respectivamente, em concentrações nanomolares. O pepídeo spinorfin, é capaz de bloquear o 

receptor P2X3 em concentrações picomolares, sendo um dos antagonistas mais específicos para 

os receptores P2X (128). Não há antagonistas tão potentes para o receptor P2X4, e dentre eles se 
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destaca o PBS12054, que possui um IC50: ~200 nM (129). Por outro lado, diversos antagonistas 

específicos para o receptor P2X7 foram desenvolvidos como o A438079 (130), A740003 (131) e o 

AZ11645373 (132) e possuem o IC50 da faixa de nanomolar. Esses e outros antagonistas tem sido 

testados como tratamento em diversas condições patológicas (45), devido à grande distribuição 

dos receptores P2X em diversos tecidos (3). Essas possíveis aplicações serão discutidas mais 

adiante. 

 hP2X1 hP2X2 hP2X3 hP2X4 hP2X7 

ATP completo completo completo completo completo 

αβ-MeATP completo S.E. completo parcial completo 

2meS-ATP completo completo completo completo S.E. 

Bz-ATP completo parcial parcial parcial completo 

Tabela 1.3 – Resposta dos principais subtipos P2X encontrados em humanos a derivados sintéticos do 

ATP. Dados baseados em experimentos de patch-clamp modalidade whole-cell utilizando receptores 

recombinantes expressos heterologamente em HEK293 (122). S.E.: sem efeito. 

Até o momento, 3 subtipos tiveram a sua estrutura determinada por cristalografia de 

raios-X em diferentes condições: o P2X4 de peixe-zebra (zfP2X4) (133, 134), o P2X3 humano 

(hP2X7) (135) e as variantes do receptor P2X7 de panda (pP2X7) (136) e galinha (ckP2X7) (137). 

Os modelos estruturais confirmaram a topologia básica esperada dos receptores P2X (Figura 1.8c 

e 1.10): como dois domínios transmembrana, um grande domínio extracelular e as regiões N- e 

C-terminais voltadas para o lado citoplasmático da membrana. Os receptores zfP2X4 (134) e 

hP2X3 (135) puderem ser cristalizados na presença de ATP, e revelaram informações sobre essa 

molécula consegue se ligar a esses receptores e induzir o mecanismo de abertura do canal. As 

variantes do receptor P2X7 (137), por outro lado, não puderam ser cristalizados na presença de 

ATP, logo, até o momento, não temos modelos cristalográficos deste receptor ativado publicados. 

O subtipo de rápida dessensibilização hP2X3 (Figura 1.9) foi também cristalizado no estado 

dessensibilizado, ou seja, ligado ao ATP mas com o canal fechado. As estruturas dos receptores 

hP2X3 (135) e ckP2X7 (137) ainda foram determinadas na presença dos antagonistas 

competitivos TNT-ATP e A317491 (esse último apenas na estrutura da variante hP2X3) enquanto 

a variante pdP2X7 (136) pode ser cristalizada também na presença dos antagonistas alostéricos 
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A740003, A804598, AZ10606120, GW791343 e JNJ47965567. A obtenção desses modelos 

estruturais só foi possível utilizando os receptores com os domínios intracelulares N- e C- 

terminais truncados. Nesse sentido, os modelos estruturais dos receptores zfP2X4 (134), ckP2X7 

(137) e pP2X7 (136) aparentam mostrar somente até o limite das regiões transmembrana, 

definido pelos domínios em hélice dessa região (Figura 1.10). Em relação ao receptor hP2X3 (135), 

embora ele tenha sido truncado na mesma região aproximadamente, foi possível observar parte 

do domínio intracelular transientemente estruturado durante a abertura do canal, como será 

discutido a frente. De uma maneira geral, os modelos estruturais revelaram que os receptores 

P2X se organizam da seguinte maneira: os domínios transmembrana configurados em hélice, 

sendo que o TM2 forma a luz do canal enquanto o TM1 fica posicionado de maneira periférica, 

provavelmente ancorando o receptor na membrana plasmática. A porção extracelular logo 

adjacente aos domínios transmembrana está configurada como folhas-β rígidas enquanto a 

região mais distante da membrana possui domínios flexíveis compostos por múltiplas alças, onde 

vai ocorrer a ligação do agonista. Os modelos estruturais também confirmaram a presença de 5 

pontes de dissulfeto intra-subunidades que mantém a compactação da porção extracelular dos 

receptores P2X, o que já era esperado devido ao fato dos receptores P2X correrem como 

monômeros em um SDS-PAGE mesmo em condições não redutoras (138). Quando os modelos 

estruturais do receptor zfP2X4 foram publicados (134) foi observado que o arranjo estrutural das 

subunidade se assemelhava a um golfinho (Figura 1.10), onde os domínios intracelulares seriam 

a cauda e a porção extracelular seria a cabeça e o corpo do golfinho, incluído pequenos domínios 

denominados  nadadeiras direita e esquerda além da barbatana dorsal. Desde então, esses 

diferentes domínios estruturais dos receptor P2X, vem sendo nomeadas na literatura segundo 

essa classificação e ela será usada aqui. 
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Figura 1.10 – Modelos estruturais dos receptores P2X – Visão lateral dos modelos estruturais dos 

monômeros (a-d) e dos trímeros (e-h) dos receptores P2X determinados por cristalografia de raios-x. (a) 

Estrutura do monômero zfP2X4 (em cartoon) ligado ao ATP (como esferas). (b) Estrutura do monômero 

hP2X3 (em cartoon) ligado ao ATP (como esferas). (c) Estrutura do monômero ckP2X7 (em cartoon) ligado 

ao antagonista TNT-ATP (como esferas). (d) Estrutura do monômero pdP2X7 (em cartoon) no estado 

fechado. Note a semelhança do monômero com um golfinho e as suas respectivas partes (e) Estrutura do 

trímero zfP2X4 (em cartoon) no estado fechado onde as 3 subunidades estão em cores diferentes 

(amarelo, azul e vermelho). (f) Estrutura do trímero hP2X3 (em cartoon) ligado ao ATP (como esferas). 

Neste caso as 3 subunidades estão da mesma cor (verde). Note o domínio citoplasmático estruturado 

durante a abertura do canal. (g) Estrutura do trímero ckP2X7 (em cartoon) bloqueado pelo antagonista 

competitivo TNT-ATP (como esferas) onde as 3 subunidades estão em cores diferentes (amarelo, azul e 

vermelho) (h) Estrutura do trímero pdP2X7 (em cartoon) no estado fechado. As 3 subunidade estão em 

cores diferentes (azul, rosa e amarelo). A área destacada se refere ao sítio de interação dos antagonistas 

alostéricos A740003, A804598, AZ10606120, GW791343 e JNJ47965567. Exta e Intra indicam os espaços 

extra e intracelulares. O espaço delimitada pelas linhas representa a área esperada da membrana 

plasmática. (a e e) adaptado de (134), (b e f) adaptado de (135), (c e g) adaptado de (137), (d e h) adaptado 

de (136).  

A ativação dos receptores P2X começa com sua ligação ao agonista (139). Os primeiros 

estudos partiam da ideia que resíduos carregados positivamente poderiam participar da 

interação dos grupamentos fosfato, carregado negativamente, da molécula de ATP, assim como 
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ocorre em outras proteínas capazes de ligar ao ATP (140). Nesse sentido, Digby et al mostraram 

que havia um motivo (KxKG) altamente conservado nos receptores P2X e mutações, nos resíduos 

de lisina (carregado positivamente) por resíduos de alanina (sem carga), nesse motivo afetavam 

a sensibilidade dos receptores hP2X1, hP2X2 e hP2X3 ao ATP (141). Esses padrão ainda foi 

observado para o receptor P2X4 de rato (rP2X4) (142) e para o subtipo heteromérico rP2X2/3 

(143). Finalmente, esses resultados foram confirmados na estrutura do receptor zfP2X4 ligado ao 

ATP, onde esses resíduos estão na posição K70 e K72 (134). Além disso, a estrutura cristalográfica 

do receptor zfP2X4, ligado ao ATP, mostrou que o sítio de interação com ATP era inter-

subunidade, ou seja, quando a proteína está dobrada corretamente o sítio de interação com o 

ATP é formado na interface entre duas subunidades diferentes (134). Dessa maneira, outros 

resíduos carregados positivamente, como a K93 e K316 (numeração do zfP2X4), também 

participam da interação com os grupamentos fosfato carregados negativamente do ATP, mesmo 

estando longe na sequência primária de aminoácidos em relação as K70 e K72 (134). Posições 

análogas às lisinas K93 e K316 nos receptores hP2X1 (144), hP2X2 (145), rP2X3 (146), hP2X4 (145) 

e hP2X7 (147), também afetam a sensibilidade ao ATP quando mutadas por resíduos neutros, 

sugerindo também seu papel na interação com o ATP. Além das lisinas altamente conservadas, a 

arginina na posição R298 (numeração zfP2X4) interage com o ATP nos modelos estruturais do 

receptor zfP2X4 (134) e na sua posição correspondente no modelo estrutural do hP2X3 (135). A 

importância desse resíduo é demonstrado em estudos de mutagênese no hP2X1 (148) e rP2X2 

(149). Interessantemente, a R290 no receptor rP2X2 (análoga à R298 no zfP2X4) faz uma ponte 

salina com o resíduo E167 estabilizando essa região no estado fechado, contudo, durante a 

ligação com ATP, a R298 deixa de interagir com o E167 e participa da coordenação dos 

grupamentos fosfato no ATP (150). Os modelo estruturais dos receptores P2X ligados ao ATP nos 

permitem ver a localização de cada resíduo na interface inter-subunidade de interação com ATP 

(134, 135) (Figura 1.11). Baseado na numeração do receptor zfP2X4, as K70 e K72 se localizam na 

cabeça e a K193 no corpo de uma mesma subunidade enquanto a K316 e R298 se encontraram 

no corpo da subunidade adjacente. Os resíduos K70, K72, K316 e R298 fazem interações 

eletrostáticas com os grupametos fosfatos, que assume uma conformação em “U” quando 

interage com o seu sítio de interação, enquanto a K70 e T189 ainda formam pontes de hidrogênio 
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com a base de adenina (134) (Figura 1.11). Contudo, os estudos de mutagênese falharam em 

predizer a participação dos resíduos hidrofóbicos de leucina e isoleucina nas posições L191 e I232 

(numeração zfP2X4), respectivamente. Os resíduos L191 e I232 fazem interações hidrofóbicas a 

adenina (134, 135) (Figura 1.11). Outras mutações afetam a ação do ATP nos receptores P2X, 

entretanto, provavelmente agem perturbando a região vizinha a ligação do ATP, modificando a 

exposição dos resíduos chave para aa ligação do ATP ou afetando as modificação estruturais 

resultantes (139). Um exemplo disso são os resíduos correspondentes a T186 e F185 (numeração 

zfP2X4) no receptor hP2X1, que quando mutados afetavam a resposta ao ATP (151) contudo não 

aparecem interagindo com a molécula no modelo estrutural do receptor zfP2X4 (134) ou do 

hP2X3 (135). Nesse sentido, os modelos estruturais dos receptores P2X vem desempenhando um 

papel fundamental no entendimento da interação do ATP com os receptores ajudando ao 

confirmar, ou não, as predições baseadas em estudos de mutagênese.  

Figura 1.11 – Ligação do ATP aos receptores P2X. (a) Modelo estrutural do receptor zfP2X4 destacando os 

resíduos que interagem diretamente com o ATP. A estrutura da proteína está representada como cartoon 

e a molécula de ATP como bastões. O sítio de interação com o ATP se localiza na interface iner-subunidade, 

onde uma é mostrada em azul e outra em dourado. (b)  Esquema simplificado da estrutura do zfP2X4 no 
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estado fechado e (d) movimentos subsequentes a ligação do ATP. A e B representam duas subunidades 

distintas no arranjo trimérico dos receptores P2X. Em todas as figuras apenas duas subunidades estão 

mostradas para facilitar a visualização. (a) Adaptado de (139), (b) e (c) adaptado de  (134).  

O sítio de interação do ATP nos receptores P2X se assemelham a uma mandíbula (Figura 

1.11). Os resíduos que interagem com o ATP estão expostos quando o receptor está no inativo e, 

após a ligação do ATP, a “mandíbula” se fecha (134, 152) dando início às modificações estruturais 

que vão resultar na abertura do canal. A mandíbula é formada basicamente pela cabeça e a região 

superior de uma subunidade (“mandíbula superior”) e a barbatana dorsal e a região inferior do 

corpo da subunidade adjacente (“mandíbula inferior”) (Figura 1.11b e c).  Após a ligação do ATP, 

a “mandíbula” se fecha (152) e as regiões adjacentes seguem na mesma direção: há um 

movimento em direção à membrana da cabeça de uma subunidade e um na direção contrária da 

membrana pela barbatana dorsal na subunidade adjacente, fazendo um movimento de pinça 

(Figura 1.11b e c). Como 3 moléculas de ATP são capazes de ativar os receptores P2X, esse 

movimento se sobrepõe entre as 3 subunidades do receptor e logo há um movimento relativo 

entre elas (153), torcendo a parte superior da fração extracelular no sentido anti-horário (154), 

levando a uma compactação dessa região. Além disso, o domínio flexível da nadadeira esquerda 

de uma subunidade se aproxima do corpo e barbatana dorsal da subunidade adjacente e promove 

diversos contatos que estabilizam a estrutura no estado ativado (155). Corroborando com esse 

modelo, foi proposto que na inibição do receptor P2X7 pelo seu antagonista competitivo TNT-

ATP no receptor ckP2X7, o grupamento trinitrofenil fica posicionado entre os domínios da cabeça 

e da barbatana e impede o movimento relativo entre eles (137).  

A porção extracelular flexível, onde se liga o ATP, nos receptores P2X está diretamente 

conectada com um extenso corpo rígido composto em maioria por folhas-β, que por sua vez se 

conecta aos domínios transmembrana, onde o canal efetivamente abre (Figura 1.12). Logo, o 

movimento da região flexível, em resposta a ligação do ATP, é transmitido através do corpo rígido 

de folhas-β para a região transmembrana (Figura 1.12b), assim como a haste rígida de uma 

bandeira permite que o movimento de nossas mãos possa ser transmitido para a bandeira em si. 

Nesse contexto, Kasawara et al mostraram que os 5 agonistas alostéricos que foram cristalizados 

com o receptor pdP2X7 (Figura 1.10h) interagiam na interface entre a cabeça flexível e o corpo 
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rígido do receptor P2X7 (136). Foi possível observar que a interação dessas moléculas nesse 

região impedia que os movimentos da cabeça flexível fossem transferidos completamente para o 

domínio transmembrana. Nesse sentido, o receptor apresentava um certo grau de expansão do 

vestíbulo interno mas sem a abertura na região transmembrana. Duas fitas-β do corpo rígido dos 

receptores são cruciais: a β1 e β14, que estão diretamente conectadas aos domínios 

transmembrana, onde ocorre efetivamente a abertura do canal (Figura 1.12a). Nesse sentido, Du 

et al sugeriu, baseado em simulações de dinâmica molecular da estrutura do receptor zfP2X4, 

que após a ligação do ATP no seu sítio, as fitas β1 e β14, de subunidades diferentes fariam 

rotações em sentidos opostos, logo, a parte superior dessas fitas-β se aproximariam enquanto a 

parte inferior se afastaria, essa última fica próxima aos domínios transmembrana (156) (Figura 

1.12c e 1.12d). Essa hipótese é sustentada por estudos de mutagênese, onde resíduos nas folhas 

β1 e β14 foram são trocados por cisteína levando a um prejuízo na abertura do canal. Essa 

abordagem é chamada de travamento dissulfeto (disulphide locking) e tem sido extremamente 

valiosa no entendimento dos movimentos que conectam o sítio de interação com o ATP e a região 

transmembrana, onde é aberto o canal. Nessa técnica, são desenhadas mutações duplas onde os 

resíduos em questão são substituídos por cisteína. Se estes resíduos estiverem próximos o 

suficiente vai haver uma ligação dissulfeto que irá travar o movimento entre eles. Assim, se o 

movimento relativo entre esses dois resíduos, normalmente em domínios diferentes da proteína, 

for importante para a abertura do canal, sua atividade será prejudicada. Nesse sentido, mutantes 

como: I62/D320C (hP2X1) (154), E59C/Q321 (rP2X2) (157) e S65/D315 (rP2X2) (158), o ATP não 

foi capaz de ativar o receptor, entretanto, esse efeito era revertido pelo tratamento com o agente 

redutor ditiotreitol (DTT). Esses resultados sugerem que: esses resíduos estão próximos o 

suficiente para formar pontes dissulfeto e que o movimento relativo entre esses resíduos (logo 

as folhas β1 e β14) é fundamental para a abertura do canal.  A fita β1 está conectada diretamente 

ao domínio TM1 enquanto a fita β14 se conecta ao TM2. O movimento relativo entre elas 

promove a aproximação do domínios TM de uma mesma subunidade e o afastamento dos 

domínios TM de subunidades diferentes (134, 158) (Figura 1.12e e f). Além disso, é possível 

observar ao comparar os modelos estruturais do receptor zfP2X4 no estado aberto e fechado que 

as hélices TM1 e TM2 giram em ~10 e ~55º, respectivamente, no sentido anti-horário em relação 
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ao eixo central do canal e de maneira perpendicular a membrana (134). Paralelamente, o TM1 e 

o TM2 se inclinam em relação ao plano da membrana em ~8º e ~2º, respectivamente (134). A 

combinação desses dois movimentos faz com que o canal se abra com um movimento semelhante 

a uma íris (134). Contudo, a magnitude do afastamento entre os domínios TM de subunidades 

diferentes parece ser um artefato da cristalização. Nesse sentido, Heymann et al realizaram 

simulações de dinâmica molecular do modelo estrutural do zfP2X4 e observaram que lipídeos da 

membrana se deslocavam pelos espaços entre os domínios TM de diferentes subunidades para 

dentro da luz do canal, o que é evidentemente incompatível com a abertura de um canal iônico 

(159). Nesse mesmo estudo, o autor propôs um modelo no qual o giro dos domínios TM2 seria 

mais suave e geraria um afastamento menor entres os domínios TM das diferentes subunidades. 

Esse modelo corrobora com os modelos estruturais recentemente publicados do receptor hP2X3 

(135) no estado aberto. A hélice TM2 realizaria um giro mais suave que no zfP2X4 (~10º) e há uma 

mudança marcante no padrão conformacional da hélice, passando de uma α-hélice para uma 

hélice 310 durante a abertura do canal (135). Além disso, a porção intracelular no receptor hP2X3, 

ausente nos modelos estruturais do receptor zfP2X4 (133, 134), passa de um estado 

desordenado, no modelo não ligado ao ATP, para um domínio altamente estruturado durante a 

ativação do receptor (135). A estrutura do domínio recém ordenado durante a ativação do 

receptor hP2X3 mostra folhas-β compostas de fitas inter-subunidades formando uma rede que 

fica próximo a face intracelular da membrana logo na interface de saída dos íons, onde diferentes 

contatos entre os segmentos N- e C-terminais são formados. Esse domínio, por estar diretamente 

conectado a região transmembrana, poderia influenciar no dobramento correto e 

consequentemente na estabilização dos domínios TM. Além disso, os domínios intracelulares 

podem ser capazes de interagir com proteínas intracelulares ou serem alvos de moduladores 

alostéricos, como será discutido mais adiante.  
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Figura 1.12 – Modificações estruturais induzidas pelo ATP nos receptores P2X.  Em (a) são mostradas e 

numeradas todas as folhas presentas na subunidade P2X no estado fechado. Note que a fita β1 se conecta 

diretamente a domínio transmembrana 1 (TM1) e a fita β14 ao TM2. (b) Modelo proposto por Roberts et 

al dos movimentos subsequentes a ligação do ATP no modelo comparativo do hP2X1 baseado na estrutura 

do zfP2X4. Os símbolos de fechadura representam as posições das mutações duplas por cisteína que 

impediam a abertura do canal, o que era revertido pela aplicação do agente redutor DTT. Nessa figura são 

mostradas apenas duas subunidades (em azul e rosa) para melhor visualização. (c) e (d) Movimento 

relativo entre as folhas β1 e β14 durante simulações de dinâmica molecular do zfP2X4 visto lateralmente 

(em relação ao plano da membrana) e do lado extracelular, respectivamente. Cada subunidade do modelo 

estrutural após a simulação está representado em uma cor (vermelho, amarelo e azul) enquanto a 

estrutura antes do docking do ATP está em cinza. A proteína está representada como cartoon e a molécula 

de ATP como esferas. (e) e (f) Vista do lado extracelular dos domínios transmembrana do canal fechado e 

aberto, respectivamente, no modelo comparativo do receptor rP2X2 baseado no receptor zfP2X4. Os 
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resíduos destacados foram mutados por cisteína e a ligação dissulfeto entre eles impediu a abertura do 

canal. (a) Adaptado de (160), (b) Adaptado de (154) (c) e (d) Adaptado de (161), (e) e (f) Adaptado de (158). 

Quando os modelos estruturais do receptor zfP2X4 foram publicados (133, 134), foi 

possível observar duas prováveis entradas para os íons: pelo extremo superior da fração 

extracelular atravessando todo o eixo central do receptor (denominado caminho central) (Figura 

1.13a) ou por 3 fenestras laterais logo adjacentes a membrana (Figura 1.13b). Este padrão 

também está presente nos modelos estruturais do receptor hP2X3 (135). Além disso, os modelos 

estruturais dos receptores P2X mostram 3 cavidades internas, que se expandem quando o 

receptor está ligado ao ATP e, como esperado possuem um potencial eletrostática 

predominantemente negativo (134), o que facilitaria a difusão de cátions para o interior do 

receptor. Como podemos observar na Figura 1.13, o caminho central é mais longo e contém duas 

regiões de estreitamento. Por outro lado, as fenestras laterais são menos estreias e já dão acesso 

diretamente ao vestíbulo central e extracelular (134). Assim, simulações de dinâmica molecular 

de um modelo comparativo do receptor rP2X2, baseado na estrutura do zfP2X4, sugeriram quem 

a passagem de íons pelo eixo central é termodinamicamente desfavorável em comparação às 

fenestras laterais (157). Além disso, a primeira estrutura do receptor zfP2X4 foi cristalizada com 

sais contendo Gd+3, esse íon estava presente coordenado em cadeias laterais no caminho central 

(133). A presença do íon Gd+3 no eixo central foi capaz de inibir as correntes geradas pela ativação 

do receptor com o ATP, entretanto, esse efeito foi suplantado pelo aumento da concentração de 

ATP, sugerido um mecanismo de inibição alostérica, provavelmente atrapalhando os movimentos 

dos domínios flexíveis da fração extracelular, em detrimento do bloqueio direto do caminho de 

passagem dos íons (133). Além disso, mutações duplas de cisteína o vestíbulo superior pela 

abordagem de disulphide locking (Figura 1.12), que presumivelmente promoveriam ligações 

dissulfeto que prejudicariam a sua expansão, não foram capazes de bloquear a passagem de íons. 

Logo é bastante improvável que os íons passem pelo caminho central, por outro lado, existe um 

grande corpo de evidências que sugerem a passagem de íons pelas amplas fenestras laterais.  
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Figura 1.13 – Entrada dos íons pelos receptores P2X. (a) Corte sagital do modelo comparativo do receptor 

hP2X4 mostrando os dois caminhos possíveis para entrada dos íons: por uma via central (a) ou pelas 

fenestras laterais (b). As esferas laranja na via central (a) representam passos de 1 Å pelo provável caminho 

dos íons e os espaços preenchidos em laranja em (b) representa a cavidade adjacente às fenestras laterais. 

(c) Corte sagital do modelo estrutural do receptor zfP2X4 no estado aberto mostrando o potencial 

eletrostático: vermelho – carga negativa, azul – carga positiva e branco – neutro. Nessa figura apenas 2 

subunidades estão sendo mostradas para maior clareza. Ao lado do modelo estrutural está a 

representação dos compartimentos internos com o receptor fechado e aberto, ligado ao ATP. Note os 

estreitamentos no caminho central e a união dos vestíbulos central e extracelular no estado aberto. (d) 

Modelo comparativo do hP2X4 humano mostrando a provável posições de resíduos testados pelo método 

de acessibilidade a cisteína. Os resíduos coloridos representam aminoácidos que eram acessíveis a 

compostos tiol-reativos catiônicos e aniônicos e estes modificavam a corrente gerada pela ativação do 

receptor. (e) Corte sagital do domínio TM e de uma das fenestras laterais do receptor hP2X3 

representando o caminho de passagem do Na durante simulações de dinâmica molecular. (a), (b) e (c) 

Adaptado de  (162) (d) Adaptado de (134) e (e) adaptado de (135). 
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A exploração do caminho de passagem de íons nos receptores P2X vem sendo feita 

majoritariamente pela técnica de ensaio de acessibilidade à cisteína (SCAM – substituted cysteine 

accessibility method) (Figura 1.14) (163). Nessa técnica um modelo estrutural é usado para 

desenhar mutações de cisteína em resíduos que poderiam estar no caminho de passagem dos 

íons. Uma vez expresso o receptor na membrana de um sistema de expressão heteróloga, é 

testada a acessibilidade desses resíduos a substâncias com grupamentos tiol-reativos, ou seja, 

capazes de formar ligações covalentes com as cadeias laterais de cisteína. Dentre os principais 

grupos estão os metanotiosulfonados (MTSs) e as maleamidas, essas últimas não são capazes de 

se desligar mesmo em condições redutoras (163). Os diferentes derivados de MTSs e maleamidas 

possuem características químicas distintas como volume molecular e carga, além de serem 

relativamente impermeáveis à membrana (163). A ligação dessas substâncias às cisteínas 

presentes no caminho de passagem dos íons podem causar um bloqueio estérico da corrente ou 

mudar o potencial eletrostático da região, diminuindo ou aumentando a passagem de íons pelo 

canal, dependendo carga do íon e do composto utilizado. No demais, os compostos tiol-reativos 

ainda pode ser conjugado a biotina, permitindo que a proteína marcada possa ser separada com 

beads de avidina (13), ou conjugada a corantes fluorescentes como a rodamina (13) e o Texas Red 

(164), permitindo sua detecção pela fluorescência emitida. Além de compostos tiol-reativos, 

podemos testar a acessibilidade de resíduos de cisteína utilizando a Ag+, a qual pode ser 

coordenada por cisteínas suficientemente próximas e acessar regiões antes inacessíveis aos 

compostos tiol reativos. A coordenação da Ag+ no caminho de passagem dos íons leva ao bloqueio 

da corrente através do canal (163). A ausência de efeito mediante a aplicação dos tiol-reativos 

e/ou a Ag+ pode ser interpretada como inacessibilidade dos resíduos mutados por cistéinas (163). 

Além disso, é possível explorar a acessibilidade dos resíduos antes de depois da ativação do 

receptor, dando informações sobre as modificações estruturais que acontecem durante a 

abertura do canal. Nesse sentido, resíduos no caminho central previstos por modelos 

comparativos dos receptores rP2X4 (157) e hP2X4 (162) eram inacessíveis a compostos tiol-

reativos. Inversamente, resíduos presumivelmente presentes no limite externo das fenestras 

laterais foram capazes de se ligar covalentemente aos composto catiônico MTSET e ao composto 

aniônico MTSEA, diminuindo ou aumentando a corrente, respectivamente (162), nesse caso 
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provavelmente afetando o potencial eletrostático da região. Após a entrada pelas fenestras 

laterais, os íons encontram o vestíbulo extracelular, que quando dilatado no estado aberto parece 

se fundir com o vestíbulo central (Figura 1.13d). Esse grande vestíbulo interno apresenta um 

potencial eletrostático predominantemente negativo em modelos comparativos dos receptores 

rP2X2 e no modelo estrutural, derivado de experimentos de cristalografia de raios-x, do receptor 

zfP2X4 (157). Interessantemente, o receptor hP2X5, que apresenta certa permeabilidade para 

ânions (PCl-/PNa+: 0,5 (165)) tem o potencial eletrostático nos vestíbulos internos de seu modelo 

comparativo predominantemente positivo (157). Tal potencial eletrostático ainda parece impedir 

a acessibilidade de composto tiol-reativos com a mesma carga, uma vez que resíduos do vestíbulo 

central somente são acessíveis a uma curta aplicação (3s) do composto MTSET+ em contraste ao 

MTSEA- (162), que pareceu acessar resíduos do vestíbulo central em longas aplicações (>120s) no 

receptor rP2X2 (166). A entrada pelas fenestras laterais e os vestíbulos intracelular e central 

parecem estar acessíveis mesmo quando o receptor está no estado fechado, visto que o 

composto tiol-reativo biotinilado MTSEA-biotina é capaz de marcar resíduos de cisteína presentes 

nessas regiões no hP2X1 (154). Além disso, houve biotinilação na ausência de ATP, que no caso 

do vestíbulo central foi maior do que quando tratado com ATP (154), sugerindo que modificações 

estruturais nos vestíbulos possam forçar os íons em direção aos domínios transmembrana, onde 

há efetivamente o gate do canal. 

O gate de um canal Iônico se refere ao ponto exato na estrutura em que há a barreira para 

os íons no estado fechado e que após as mudanças conformacionais referentes a ativação do 

receptor abre a passagem pra os mesmos (167). Após o gate, os íons devem passar pelos 

segmentos transmembrana até atingir o lado intracelular. Nos canais iônicos de mamíferos, as 

regiões transmembrana estão sempre configuradas como hélice, com exceção de alguns canais 

que possuem uma alça reentrante na membrana (168). Embora a análise da sequência primária 

do receptores P2X sugerisse que houvesse uma alça reentrante (169, 170), os modelos estruturais 

3D já publicados demonstraram que esse não é o caso (134). O caminho de passagem dos íons 

através da membrana parece ser formado em maior parte pelas hélices TM2. Levando em 

consideração o arranjo trimérico dos receptores P2X, apenas 3 segmentos de hélice iriam compor 

a passagem dos íons pela membrana, diferentemente dos receptores pentaméricos Cys-Loop ou 



31 
 

os receptores tetraméricos de NMDA (171), mas semelhante aos também triméricos canais 

iônicos sensíveis a ácido (ASIC – acid sensing ion channels) no qual o TM2 também forma o 

caminho de passagem dos íons com uma pequena contribuição do TM1 próximo a interface 

intracelular (172). Nos receptores P2X, parece haver uma pequena contribuição do TM1, uma vez 

que compostos tiol-reativos tiveram acessibilidade acessibilidade a resíduos de cisteína inseridos 

sobretudo próximo às interfaces intra e extracelulares da membrana. Nesse sentido, foi 

observado que modificações por cisteína na posição dos resíduos H33, R34 e I50 no TM1 do 

receptor rP2X2 eram acessíveis à Ag+. Posições mais próximas ao centro da membrana no 

receptor rP2X2, como os resíduos G30C, G37C, Y43C e F44C só puderam ser acessíveis durante 

longas exposições (>60s) de compostos tiol-reativos (166), sugerindo que embora o TM1 não 

forme diretamente o caminho de passagem dos íons, também não é completamente 

impermeável durante a ativação do canal. Por outro lado, diversos resíduos do TM2 são acessíveis 

a compostos tiol reativos. 

Estudos com mutantes do receptor rP2X2 mostraram que os resíduos L327, I328C, I332C, 

N333C, L334C, A335, T336C, A337C, L338C, T339, S340, I341, G342C, V343, G344C, S345C, F346C, 

L352C, L353C no TM2 podem ser acessíveis a Ag levando a modificação da corrente (173, 174). 

Esses resíduos cobrem grande parte da sequência primária presumida como domínio TM2. 

Entretanto o pequeno volume do íon de Ag+ faz com que ele possa alcançar cavidades no interior 

da região transmembrana que não possam fazer parte necessariamente do caminho de passagem 

dos íons mas podem perturbar a estrutura de maneira que prejudique a abertura do canal. Além 

disso, a estrutura de uma proteína é dinâmica, podendo assumir diferentes estados 

conformacionais, em detrimento da simples ideia de estado “aberto” e “fechado”, fazendo com 

que alguns resíduos possam ser expostos por breves momentos em  estados conformacionais 

mais raros (108). Logo, o uso de compostos tiol-reativos de maior volume molecular nos dá uma 

visão mais clara da acessibilidade de resíduos no TM2 que efetivamente formam o caminho de 

passagem dos íons. Nesse sentido, mutações por cisteína em resíduos par primeira metade do 

domínio TM2 do receptor P2X2, como I328C, N333C e T336C, são acessíveis aos compostos 

MTSEA+, MTSET+ e MTSES- (173). Nessa região parece haver uma seletividade a carga e tamanho, 

visto somente o composto catiônico MTSEA+ (que é menor que o MTSET+) ainda consegue acessar 
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os resíduos mais profundos L338C, S340C, G342C e D349C (175). O MTSEA+ também acessa os 

resíduos I331C V335C, G339C, S342C e Y343C no receptor hP2X7 (176). Interessantemente, com 

exceção do resíduo S342C, todos os mutantes modificados com MTSEA+ no receptor P2X7 

tiveram a corrente aumentada na modalidade whole-cell (176), o que também ocorreu para os 

resíduos S340C e S342C no receptor P2X2 (175). Análises de canal unitário em frações de 

membrana excisadas dos mutantes do hP2X7 mostraram que embora as amplitudes dessas 

correntes dos canais unitários estivessem diminuídas, provavelmente pela oclusão do caminho 

de passagem dos íons, havia uma aumento na probabilidade de abertura, que explicava a 

corrente aumentada observada na modalidade whole-cell (176). Dessa maneira, o MTSEA+ parece 

estabilizar a estrutura com o canal aberto, contudo o composto aniônico MTSES-produziu o 

mesmo efeito, sugerindo que essa estabilização não está relacionada a interações eletrostáticas. 

O composto MTS-Rodamina também foi capaz de acessar o resíduo T336C no receptor rP2X2 

enquanto resíduo localizado uma volta na hélice após (em direção ao C-terminal), T339C, foi 

acessível somente à Ag+, MTSEA+, MTSET+, MTS-TPAE mas não ao composto aniônico MTSES- ou 

o de alto peso molecular MTSEA-Rodamina (Figura 1.14 e 1.16) (173, 175), o que sugere uma 

maior influência de forças eletrostáticas e um estreitamente da passagem, respectivamente. O 

possível estreitamento dessa região também foi observado no hP2X7, onde o MTST+, que é um 

pouco maior que o MTSEA+, acessava a cisteína na posição S342C mas não acessava os 

aminoácidos seguintes (na direção C-terminal) (176). Além disso, o acesso do MTSEA no resíduo 

de cisteína nessa posição ocorria muito mais rápido quando aplicado pelo lado intracelular (176), 

reforçando a ideia de uma constrição nessa posição mesmo com o canal aberto. Corroborando 

com essas observações, a região de maior estreitamento no canal observado no modelo 

estrutural do receptor hP2X3 é na T330 (135), resíduo análogo a S342 no hP2X7. Em contraste, as 

mutações G345C e T348 do rP2X7, análogas a G342 e S345 do receptor rP2X2, foram acessíveis 

aos MTSEA-biotina, embora o bloqueio tenha sido modesto (13). Além disso, o mutante G345C 

(numeração rP2X7) ainda foi acessível ao MTS-Rodamina (13). A acessibilidade desses resíduos 

no rP2X7 e do resíduo T336C do rP2X2 (164), localizados na metade mais externa e interna do 

domínio TM2, respectivamente, à substâncias tio-reativas de grande volume molecular pode ser 

associada com uma possível dilatação desses receptores, que será discutida agora.  



33 
 

Desde a década de 1970, vem sendo descrita a capacidade do ATP extracelular de induzir 

permeabilização celular, à moléculas de alto peso molecular (Figura 1.16), em alguns tipos 

celulares como fibroblastos transformados (177), macrófagos (178) e linfócitos (179). Após o 

estabelecimento da ideia de sinalização purinérgica (180), o receptor responsável pela 

permeabilização à moléculas de alto peso molecular foi chamado de receptor P2Z (170, 179). 

Contudo, após a clonagem desse receptor, foi possível inclui-lo na família de receptores P2X (181, 

182), sendo então classificado como P2X7. Além disso, tal fenômeno ainda foi descrito para o 

receptor P2X2 e P2X4 (16, 120, 183). Esse fenômeno possui a natureza controversa e duas teorias 

surgem baseada nos dados publicados: (1) as moléculas entram diretamente em uma possível 

conformação dilatada do canal ou (2) a atividade de canal iônico do receptores P2X2, P2X4 ou 

P2X7 daria início a uma cascata intracelular que iria culminar na ativação de uma segunda 

proteína capaz de abrir um poro na membrana plasmática (11, 108). Devido a capacidade de 

permitir a passagem de moléculas com dimensões na faixa de nanômetros (Figura 1.16), essa 

entidade permeabilizante é chamada de macroporo. 

Diversas moléculas são usadas na literatura para evidenciar a permeabilização celular 

induzida pela ativação dos receptores P2X (Figura 1.16). Os corantes de ligação ao DNA brometo 

de etídio (13, 184), iodeto de propídio (185, 186), YO-PRO1 (16, 120), DAPI (187) ou Hoechst (187) 

são usados, devido a sua capacidade de emitir uma quantidade maior de fluorescência quando 

difundido para o meio intracelular e consequentemente se ligar ao DNA. Outros corantes, 

incapazes de se ligar ao DNA, também são usados em menor escala, como o Lucifer Yellow (188) 

ou o isotiocianato de fluoresceína (FITC) (13). Os íons de alto peso molecular como o NMDG+, 

TAE+, Tris+ e a espermidina (12, 16, 189) podem ainda ser usados em ensaios de eletrofisiologia 

como cátion condutor da corrente. Atualmente na literatura, o tamanho das moléculas que são 
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permeabilizadas, mediante a ativação dos receptores P2X, são descritas em função de seu 

diâmetro médio em vez do seu peso molecular. 

Figura 1.14 – Acessibilidade de resíduos presentes nos domínios transmembrana nos receptores P2X. 

(a) e (b) Modelo comparativo do receptor P2X2 mostrando apenas 2 subunidades para melhor 

visualização. Os resíduos dos domínios TM1 (a) e TM2 (b) foram mutados por cisteína e a coloração está 

de acordo com a substância tiol reativa de maior volume molecular ao qual o resíduo foi acessível 

(vermelho: Ag+ / amarelo: MTSEA / laranja: MTSET / magenta: MTS-TPAE. (c) alinhamento múltiplo da 

provável domínio TM2 dos receptores P2X humanos (hP2X) e de rato (rP2X), além do P2X4 de peixe-zebra 

(zP2X4). Os diferentes compostos tiol reativos estão em ordem relativa de diâmetro molecular e os 

resíduos acessíveis a eles estão marcados com a mesma cor. As linhas pontilhadas mostram a provável 

região de estreitamento do canal, onde provavelmente se encontra o filtro de seletividade. Os dados 

relativos ao rP2X7 se referem a uma presumível dilatação do canal, e por isso seria acessível a substâncias 

tiol-reativas de maior volume molecular. (a) e (b). Adaptado de (108). (c) Alinhamento múltiplo retirado 

de (190) e informações sobre acessibilidade dos resíduos baseados em (13, 164, 173-176). 
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Nenhuma das estruturas dos receptores P2X publicadas até o momento mostram o canal 

em estados distintos de dilatação (134, 135), como já foi observado para o ASIC, que muda sua 

condutância de acordo com o pH (172). Além disso, o receptor zfP2X4, com os domínios 

intracelulares truncados, não foi capaz de ser permeável ao NMDG+ e ao YO-PRO1 (134). Uma 

característica marcante que acompanha a entrada de moléculas de alto peso molecular nos 

receptores P2X4 (120) e P2X7 (13) é o padrão de corrente bifásica obtido em experimentos de 

patch-clamp modalidade whole cell utilizando condições simétricas de NMDG+: há uma primeira 

corrente que é ativada rapidamente (I1) seguida de uma segunda que cresce gradativamente ao 

longo do tempo (I2). Em condições biônicas, com o NMDG+ do lado extracelular e o Na+ do lado 

intracelular, o ATP rapidamente desencadeia uma corrente em direção ao lado extracelular 

(gerada presumivelmente pelo Na+) que vai sendo aos poucos suplantada por uma segunda 

corrente, no sentido inverso (presumivelmente pelo NMDG+) (Figura 1.15). Curiosamente, o 

receptor P2X7 quando ativado repetidamente com o ATP em intervalos alternados por processos 

de lavagem (retirada do agonista) parece imediatamente entrar no estágio I2 (13, 184, 191), e 

essa facilitação parece ser regulada pelos domínios intracelulares, uma vez que a troca dos 

resíduos intracelulares na região N-terminal logo adjacentes ao TM1 do receptor P2X7 por 

resíduos análogos do P2X2 faz com que o receptor P2X7 entre imediatamente no estágio I2 (191). 

Além disso, Rogers demonstrou que essa facilitação era dependente da ligação calmodulina ao 

receptor (192). Todavia, Li et al recentemente sugeriram, baseados em experimentos com o 

receptor rP2X2, que a corrente bifásica registrada em condições biônicas acontecia devido a um 

artefato da técnica relacionado com uma rápida modificação na concentração intracelular de íons 

e, consequentemente, o NMDG+ era prontamente difundido através da membrana (164). 

Corroborando com essa observação, Harkat et al mostraram, em frações de membrana excisados 

na modalidade inside out da técnica de patch-clamp, que o receptor rP2X2 era imediatamente 

permeável ao NMDG+ (16). Além disso, foi possível observar frações de membrana com 

condutância unitária constante de baixa condutância (< 20pS) no receptor rP2X2 (16), utilizando 

o NMDG+, e no receptor P2X7 utilizando o Na+ (176), NMDG+ (189) ou Tris+ (189) como principal 

cátion carregador da corrente. Experimentos de canais unitários em frações de membrana por 

patch-clamp mostraram que o ATP é capaz de induzir a formação de canais de alta condutância 
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unitária em células epiteliais tímicas (193, 194), macrófagos (195-197) e cardiomiócitos (198), 

apresentando condutâncias unitárias de 300 a 400 pS. Curiosamente, os estudos que mostravam 

a corrente unitária constante e baixa durante a ativação do receptor P2X7 foram feitos em 

sistemas de expressão heteróloga baseados em oócitos de Xenopus laevis (176, 189). Além disso, 

há uma discordância entre à captação de YO-PRO1 em oócitos de X. laevis, observada por alguns 

grupos (120, 183), mas não por outros (176, 199). Interessantemente, o receptor P2X7 da espécie 

X. laevis (xP2X7) quando expresso heterologamente em oócitos de X. laevis consegue captar Yo-

Pro-1 (200). Foi recentemente demonstrado que, além dos subtipos P2X2, P2X4 e P2X7, os 

receptores P2X3 e P2X5 seriam permeáveis ao NMDG+(16), entretanto, não há evidência na 

literatura, para o nosso conhecimento, que esses subtipos possam também ser permeáveis a 

moléculas de maior volume molecular, como o Yo-Pro-1.  

Ensaios de acessibilidade a resíduos na região transmembrana utilizando compostos 

metanotiosulfonados de grande volume molecular suportam a possibilidade da dilatação do canal 

associado ao receptor P2X7. Dessa maneira,  Browne et al observaram acessibilidade à compostos 

tiol reativos de grande volume molecular, MTSEA-biotina e MTS-rodamina, aos resíduos de 

cisteína inseridos na posição G345C e T348C do receptor rP2X7 expresso em células HEK293 (13). 

Por outro lado, Pippel et al observaram que a marcação com MTSEA e maleamida-Cy5 ocorria até 

o resíduo S342C do receptor hP2X7 expresso em oócitos de Xenopus laevis (176). Recentemente, 

Karawasa et al demonstraram que o receptor P2X7 inseridos em vesículas sintéticas era capaz de 

captar YO-PRO-1 (201). A ausência de qualquer outra proteína nas vesículas mostra que sugere 

que esse corante é capaz de passar através do canal formado pelo receptor P2X7. Além disso, a 

composição lipídica da membrana influenciava a intensidade da captação de corante, o que 

explicaria diferentes efeitos em diferentes tipos celulares.  

 



37 
 

 

Figura 1.15 – Permeabilidade dos receptores P2X, expressos heterologamente em células 

HEK293, ao NMDG+. Permeabilidade dos receptores P2X2 (a), P2X7 (b) e P2X4 (c) em condições 

simétricas de Na+ (Na+
extracelular/Na+

intracelular). (d) e (e) mostram o padrão de corrente gerado pelos 

receptores (d) P2X2 e (e) P2X7 em condições biônicas (NMDG+
extracelular/Na+

intracelular). (f) Estrutura 

molecular do NMDG+. I1 e I2 representam os estágios distintos da corrente observada. Em todas 

as figuras as células estão mantidas com potenciais negativos (a) Adaptado de (16), (b) Adaptado 

de (202) (c) Adaptado de (120), (d) Adaptado de (164), (e) adaptado de (203). 
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Figura 1.16. Moléculas usadas nos estudo de permeabilização dos receptores P2X e seu 

diâmetro efetivo. Estrutura 3D e planar de moléculas de moléculas usadas no estudo da 

permeabilização dos receptores P2X. (a-f) Corantes de alto peso molecular catiônicos (a-d) e 

aniônicos (e-f). (g-h) Íons de alto peso molecular, utilizados em estudos de eletrofisiologia. (i-k) 

Compostos metanotiosulfonados utilizados em abordagens de acessibilidade à cisteína. Embaixo 

das moléculas estão descritos os pesos e dimensões moleculares de cada uma. (l) Para se 

interpretar a permeabilização ou acessibilidade dessas moléculas no poro associado à ativação 

dos receptores P2X2, P2X4 e P2X7, devemos considerar a segunda menor medida da molécula no 

plano x/y/z (em negrito), que resultaria no diâmetro da base de um cilindro inscrito na molécula, 

que está exemplificado com o YO-Pro-1. Dessa maneira podemos estimar as dimensões do poro. 

Evidentemente, pode haver pequenas variações nesse diâmetro devido a flexibilidade da 

molécula. Tanto o desenho da estrutura 3D quanto a estimativa do tamanho das moléculas foram 

feitas no feitas no software Pymol. 

Embora haja evidência que o NMDG+  e os corantes de alto peso molecular (Figura 1.16) 

possa passar diretamente pelo canal dos receptores P2X2, P2X3, P2X4 e P2X7, alguns dados na 

literatura sugerem que a ativação desses receptores possa ativar uma segunda proteína que iria 
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abrir um poro na membrana e permitir a passagem de moléculas de maior volume molecular 

(204). Por exemplo, o calmidazolium é capaz de inibir as correntes do receptor P2X7 em 

experimentos de patch-clamp mas não afeta a captação de Yo-Pro-1(205). Inversamente, a 

colchicina é a capaz de bloquear a captação de Yo-Pro-1 induzida pela ativação do receptor P2X2 

e P2X7 sem afetar a corrente (183). Nesse sentido, é esperado que esse fenômeno envolva a 

participação de mensageiros intracelulares. Suportando essa visão, é descrito que a captação de 

corantes induzida pela ativação do receptor P2X7 parece ser dependente da ativação de MAPKs 

(proteínas cinases ativadas por mitose - mitogen-activated protein kinases), PI3K (fosfoinositídeo 

3-cinase), CALKII (calmodulina cinase II), (CALK) e PKC (proteína cinase C) (185, 193, 206). Além 

disso, o aumento de Ca++ intracelular é capaz de promover a abertura de poros na membrana 

plasmática (193, 194, 207). Todavia, a dependência de uma via de segundo mensageiro não exclui 

necessariamente a possibilidade de as moléculas de grande volume molecular entrarem 

diretamente pelos receptores P2X em um estado dilatado, uma vez que modificações alostéricas 

nos domínios intracelulares poderiam induzir a um estado conformacional dilatado ou ativar 

direta ou indiretamente uma segunda proteína capaz de formar um poro na membrana. Nesse 

sentido, é demonstrado que mutações nos domínios intracelulares N- e C-terminais do receptor 

P2X7 prejudicam a capacidade de captar moléculas de alto peso molecular de alto peso molecular 

(184, 191). A região rica em cisteína no C-terminal do receptor P2X7 parece ser particularmente 

importante para a captação de moléculas de grande volume molecular (191). Além disso, a 

estruturas recentes do receptor hP2X3 mostraram que durante a abertura do canal os domínios 

intracelulares, antes em um estado desordenado, passam para uma estrutura altamente 

ordenada (135). Recentemente foi sugerido que o domínio C-terminal do receptor P2X7 podem 

interagir com a membranas plasmática através de sítios de palmitoilação, o que explica a 

importância da região rica em cisteína no domínio C-terminal (201). Além disso, é demonstrado 

que tanto a permeabilização da membrana plasmática quanto a atividade do canal iônico 

associados a ativação do receptor P2X7 podem ser modulados negativamente pelo colesterol 

presente na membrana (184, 201). Esse efeito parece ser dependente interação direta do 

colesterol com o receptor e não relacionado a fluidez da membrana (201). 
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O grande número de proteínas intracelulares que podem ser precipitadas juntamente com 

o receptor P2X7 (113, 208) sugere que ele faça parte de um grande complexo de sinalização 

contendo proteínas associadas à membrana plasmática como a caveolina (209) ou elementos do 

citoesqueleto (113, 208). Nesse sentido, Gu et al demonstraram que a ativação do receptor hP2X7 

pelo ATP leva a dissociação da miosina não muscular de cadeia pesada II (NMMHC-II – non muscle 

myosin heavy chain II) do receptor (208). Além disso, A diminuição da expressão da NMMHC-II 

por siRNA levava a uma maior captação de corante pelas células sem afetar significativamente a 

corrente (208). Corroborando com essa ideia, a ativação prolongada do receptor P2X7 causa 

profundas mudanças na morfologia da célula, paralelamente a captação de moléculas de grande 

volume molecular, como a formação de blebs na membrana, que eventualmente pode levar a 

perda do selamento da interface pipeta/membrana em experimentos de patch-clamp (192) 

(Figura 1.15).  

Figura 1.17. Modificações celulares induzidas pela ativação prologada do receptor rP2X7. Em (a) 

observamos a corrente não dessensibilizante associada a ativação do receptor rP2X7 expresso 

heterologamente em células HEK293. Note o ruído no sinal que acontece ao mesmo tempo que a 

formação dos blebs de membrana (b). (c) Aplicações repetidas de ATP intercaladas por procedimentos de 

lavagem leva a uma facilitação da corrente. Adaptado de (192). 
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Uma das proteínas que podem ser ativadas pelo receptor P2X7 e permitir a passagem de 

moléculas de alto peso molecular é a panexina. As panexinas (isoformas 1, 2 e 3) são 

glicoproteínas integrais de membrana, extremamente abundantes em vertebrados, com 

semelhança aos hemicanais de conexina (210) de vertebrados e inexinas (211) de invertebrados 

na estrutura primária. Contudo, os hemicanais de conexina diferem em relação a topologia e a 

funcionalidade (212). Os hemicanais de conexina são encontrados como hexâmetros na 

membrana, contudo seus canais conectam dois citoplasmas de células adjacentes onde cada 

célula contribui com um hexâmetro para formar a unidade funcional junção GAP (213). Em 

contraste, as panexinas formam canais na membrana como hexâmeros ou octâmeros na 

membrana que comunicam o citoplasma com o meio extracelular, sendo incapazes de formar 

canais que conectem o citoplasmas de duas célula adjacentes (213). Além disso, são capazes de 

formar canais de alta condutância (198) permitir a passagem de moléculas de alto peso molecular 

(214). As panexinas podem ser ativadas por despolarização da membrana (198), clivagem do C-

terminal por caspases (215), aumento do Ca++ intracelular (198, 207) ou com inchaço celular (216). 

Nesse sentido, Pelegrin e Surprenant mostraram que o bloqueio farmacológico, com 

cabenoxolona e o pepídeo inibidor da panexina (Pan10), e genético da panexina foram capazes de 

bloquear parcialmente a captação de brometo de etídio induzida pela ativação do receptor P2X7 

em células HEK293 e HeLa transfectadas com o P2X, macrófagos alveolares humanos e na 

linhagem murina J774 (204). Em contrapartida, a captação de YO-PRO-1 ou brometo de etídio 

não foi afetada pelo bloqueio genético ou farmacológico da panexina em macrófagos murinos 

derivados da medula óssea (217), macrófagos murinos peritoneais (197, 218), astrócitos murinos 

(219) ou células de Muller de galinhas (185). Os dados publicados na literatura também são 

conflitantes no que diz respeito a influência de antagonistas da panexina na corrente gerada pela 

ativação do receptor P2X7. Nesse sentido, foi observado que cabenoxolona ou a probenecida, 

bloqueadores de conexinas e panexinas (220, 221), não bloqueavam a corrente gerada pela 

ativação do receptor P2X7 em células HEK293 e 1321N1 transfectadas com o receptor P2X7 (204) 

ou em células de Muller de galinhas (185). Por outro lado, Iglesias observou em células J774 que 

a carbenoxolona inibiu o estágio I2
 da corrente e a captação de YO-PRO1 (222).  Uma possível 

explicação para o desacordo entre os dados relativos a participação da panexina na 
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permeabilização da membrana plasmática associada ao receptor P2X7 foi sugerida por, Xu et al. 

Esses autores mostraram que a associação da via de permeabilização do receptor P2X7 com a 

panexina era dependente que a captação de brometo de etídio no splice-variante P2X7a era 

afetada pelo bloqueio farmacológico da panexina, enquanto a variante P2X7k, mais rara e 

encontrada em linfócitos, era insensível (223). Esses resultados podem representar que haja 

mecanismos diferentes de permeabilização, recrutando proteínas sinalizadoras e/ou formadoras 

de poro diferentes em cada tipo células (11, 224), com diferentes splice-variantes do receptor 

P2X7 e podendo ainda ocorrer sem a necessidade do receptor P2X7.  

Recentemente, foi sugerido que TRPs (transient receptors potential channels) poderiam 

ser ativados na via de permeabilização mediada pelo receptor P2X7. Assim, foi demonstrado que 

inibidores dos receptores TRPV1 e TRPA1 bloqueavam parcialmente a captação do corante 

catiôico iodeto de propídio, mas não do aniônico calceína, em astrócitos murino (219). Em 

contraste, a captação de iodeto de propídeo foi insensível aos bloqueadores de hemicanais e 

panexinas carbenoxolona e probenecida (219). Bloqueadores de canais maxi-ânion bloqueavam 

discretamente a captação de iodeto de propídio enquanto bloqueava consistentemente a 

captação calceína (219). Contudo, um dos bloqueadores dos canais maxi-ânion, o Gd+3, ainda é 

capaz de inibir o canal modulador da homeostase de Ca++, que também possui propriedades 

biofísicas similares à observada durante ativação do receptor P2X7 (11, 225, 226). Esses dados 

sugerem que pode haver mais de uma via e mais e uma proteína envolvida na permeabilização 

de moléculas de alto peso molecular. Corroborando com essa observação, Cankurtaran-Sayar et 

al demonstraram que a linhagem de macrófagos murinos RAW264.7 e células HEK293 

transfectadas com o rP2X7 era capaz de captar o corante catiônico YO-PRO1 em um mecanismo 

independente de Ca++, contudo o corante aniônico Lucifer Yellow é captado por um mecanismo 

sensível ao Ca++ intra e extracelular (14). Schachter et al mostraram que células HEK293 

transfectadas com o P2X7 eram permeáveis ao corante catiônico YO-PRO mas não ao Lucifer 

Yellow. Os autores ainda demonstraram que macrófagos eram permeáveis a corante catiônicos e 

aniônicos e que o movimento de corantes aniônicos podia ser bidirecional, sugerindo um 

mecanismo de difusão facilitada, o transporte de corantes catiônicos por sua vez era 

unidirecional, sugerindo que seja mediado por um transportador de membrana (197).  



43 
 

1.1.2.2.1 Receptores P2X em condições patológicas 

A expressão e atividade dos receptores P2X já foi documentada em diversos tecidos de 

diferentes vertebrados (3). Logo, diversos fenômenos fisio- e patológicos são associados aos 

receptores P2X, o que os torna possíveis alvos para estratégias terapêuticas (45). O receptor P2X1 

é expresso principalmente em plaquetas, células de musculatura lisa de diversos órgãos e artérias 

além e células da glia (45). O seu bloqueio pode reduzir a agregação plaquetária (227). Além disso, 

sua ativação está relacionada com a contratibilidade da musculatura lisa no canal deferente, 

sendo um possível candidato a método contraceptivo (228). O receptor P2X2 é expresso 

principalmente no sistema nervoso central e periférico, sua ativação parece estar relacionada 

com as respostas mecanosensoriais na bexiga, devido aos efeitos antinociceptivos dos animais 

knockout P2X2 -/- (229). Além disso, foi recentemente demonstrado que o receptor P2X2 pode 

liberar espermidina, um modulador de diversos canais presentes no sistema nervoso central (16). 

O receptor P2X3 é expresso principalmente em nervos sensoriais e animais knockout apresentam 

nocicepção diminuída, o tornando um possível alvo para a dor neuropática (45, 230, 231). O 

subtipo P2X4 também é expresso em neurônios centrais periféricos, além da micróglia e células 

endoteliais (3). Sua expressão é aumentada em modelos animais de danos ao nervo e o seu 

bloqueio se mostra efetivo na antinocicepção (45). Além disso, foi demonstrado que o acúmulo 

do peptídeo Aβ1–42 na doença de Alzheimer pode induzir a clivagem dos domínios intracelulares 

do receptor P2X4 modificando suas propriedades de sensibilização (232). Nesse sentido, o 

bloqueio da expressão do receptor P2X4 nesse cenário foi capaz de diminuir a citotoxicidade 

induzida pelo acúmulo de Aβ1–42. 

 Como citado anteriormente, o receptor P2X7 possui a menor afinidade ao ATP entre os 

subtipos P2X, sendo ativado apenas em concentrações micromolares (122). Dessa maneira, é 

esperado que a atividade desse receptor permaneças silenciosa a maior parte do tempo, uma vez 

que tecidos saudáveis apresentam concentrações nanomolares de ATP extracelular(233). 

Contudo, em determinadas situações, como sítios inflamados (233) e no microambiente tumoral 

(234), a concentração de ATP extracelular pode aumentar cerca de mil vezes, assim, podendo ser 

capaz de pode ativar o receptor P2X7. O fato de que esse receptor somente possa ser ativado em 

situações patológicas, onde há alta concentração de ATP, faz com que ele seja um potencial alvo 
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terapêutico(22). Assim, há atualmente grande interesse na indústria farmacêutica para o 

desenvolvimento de moléculas capazes de bloquear seletivamente o receptor P2X7 com 

propriedades farmacocinéticas adequadas (22). Atualmente, antagonistas do receptor P2X7 

estão sendo testados no tratamento de doenças inflamatórias uma vez que a sua ativação em 

macrófagos é parte da via de síntese, maturação e liberação de interceucina 1β (IL-1β), uma 

potente citocina pró-inflamatória, através do inflamassoma (20) (Figura 1.18). O inflamassoma é 

um complexo de diferentes proteína que é ativado durante a inflamação associada a 

microrganismos (235). Uma vez ativado, ele leva a célula a liberar citocinas pró-inflamatórias e 

eventualmente entrar em processo de piroptose (236), um tipo de morte celular programada 

induzida em processos inflamatórios que leva a perda de integridade da membrana plasmática. 

A expressão e montagem dos componentes do inflamassoma em macrófagos, para que resulte 

na libração de IL-1β, é desencadeada por dois sinais: o reconhecimento de PAMPs e o ATP 

extracelular (20). PAMPs como o LPS, presente de maneira abundante em bactérias gram-

negativas (237), ativam receptores Toll-Like na membrana de macrófagos e leva a expressão do 

NRLP3 (receptor semelhante ao NOD com domínio PYD 3 – NOD-like receptor PYD domain 3) e a 

pró-IL1β (235). Moléculas associadas ao dano celular (DAMPs – damage associated molecular 

patterns), como as catepsinas, ativam o receptor NRLP3 durante a ativação do inflamassoma 

(235). Paralelamente, o LPS leva a ativação da caspase 11, que cliva parte do domínio intracelular 

da panexina promovendo sua abertura e liberando ATP que, por sua vez, ativa os receptores P2X7 

na membrana (20, 238). A ativação do receptor P2X7 leva, dentre outros efeitos, ao efluxo de K+ 

que leva à montagem do complexo oligômero do inflamassoma que então cliva a pró-caspase 1 

(20, 239). Finalmente, a caspase 1 cliva a pró-IL1β em sua forma ativa (235). Logo, a IL-1β madura 

pode ser liberada para o citoplasma (20). O efluxo de K+ parece ser associado ao poro associado 

ao receptor P2X7, uma vez que toxinas formadoras de poro proveniente de bactérias, que 

também promovem o efluxo de K+, levam a montagem de ativação do inflamassoma (239). O ATP 

ainda pode ser liberado pelo poro associado ao receptor P2X7 criando uma retroalimentação 

positiva (20, 238) e, além disso, o LPS atua como um modulador alostérico do receptor P2X7 e o 

torna mais sensível ao ATP (238). Consistente com essas observações, o bloqueio tanto 

farmacológico quanto da expressão do receptor P2X7 amenizam diversos efeitos da inflamação 
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em diferentes modelos animais (22, 240-248). Assim, antagonistas do receptor P2X7 vem sendo 

desenvolvidos e usados em testes clínicos (22, 45, 190, 249). Embora essas drogas sejam bem 

toleradas pelos pacientes, elas falharam resultados satisfatórios em comparação com os 

tratamentos correntes (20, 22, 45).  

Como citado anteriormente, no microambiente tumoral também é possível encontrar 

altas concentrações de ATP, quando comparado a tecidos saudáveis (234). Essas concentrações 

são suficientes para ativar o receptor P2X7. Nesse caso, o ATP pode ser secretado tanto por 

células do tumor quanto por células vizinhas, ou liberado por células necróticas (250-253). Além 

disso, diferentes tipos de tratamento para o câncer, como alguns agentes quimioterápicos ou 

terapia fotodinâmica, podem ainda aumentar a secreção de ATP pelas células do tumor em 

processo de morte (250-252, 254). A presença do receptor P2X7 já foi descrita em diversos tipos 

de células tumorais, tanto em biopsias de pacientes quanto em linhagens utilizadas em 

laboratório, tais como células da próstata (255, 256), pele (257-259), pulmão (260-262), mama 

(260), cérebro (263, 264) e tireoide (265). Logo, no contexto do microambiente tumoral, deve ser 

levado em consideração a ativação do receptor P2X7 tanto no tumor em si quanto no infiltrado 

inflamatório local, o que resulta em uma complexa rede de efeitos (18, 266, 267). A liberação de 

ATP pelas células tumorais favorece resposta imune contra tumor (250-253). Nesse contexto, tem 

sido sugerido que macrófagos ativados pelo ATP fagocitam células tumorais em processo de 

morte e promovem a liberação de IL1β, em um mecanismo dependente da ativação do receptor 

P2X7 (268, 269), o que torna esse tipo de morte imunogênica, já que ela desencadeia uma reação 

inflamatória. Dessa maneira, esse ambiente leva ao deslocamento de células dendríticas e 

linfócitos T para a periferia do tumor (252, 253, 268, 270). O ATP também é capaz de ativar o 

receptor P2X7 nas células dendríticas levando a produção de mais IL-1β (253). Nesse contexto, 

tanto a IL-1β quanto o próprio ATP são fundamentais para primar células T CD8+ contra as células 

tumorais (253, 271). De acordo com essas observações, alguns grupos observaram que o 

bloqueio, farmacológico ou da expressão, do receptor P2X7 acelera o desenvolvimento de 

tumores em determinados modelos animais (272, 273), onde é observado um drástico 

decréscimo do infiltrado inflamatório. É importante afirmar que o ATP extracelular ainda pode 

ser degradado por ectonucleotidases presentes tanto nas células tumorais quanto em células do 
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infiltrado inflamatório (274). Assim, seus produtos de degradação, como o ADP e a adenosina, 

podem ativar outros subtipos de receptores purinérgicos e esses efeitos vão se somar aos do 

P2X7 (18, 266, 267, 270, 274). Por exemplo, a adenosina tem efeito predominantemente 

imunossupressor nos tumores, contrabalanceando dos efeitos do receptor P2X7 (267). Nesse 

sentido, a presença de ectonucleotidases e receptores purinérgicos específicos em cada 

microambiente vai determinar, em parte, a resposta imune contra o tumor.  

Em relação ao receptor P2X7 expresso nas células tumorais, a sua ativação pode promover 

tanto proliferação quanto a morte das células tumorais, dependendo das condições, uma vez que 

o receptor P2X7 apresenta múltiplos papeis na sobrevida da célula. Por exemplo, é demonstrado 

que o tratamento com altas concentrações de ATP (>mM) leva a perda a integridade da 

membrana plasmática, evidenciado pela liberação de lactato desidrogenase, quando mantido por 

mais de uma hora em linhagens de macrófagos (275) e glioma (264), além de culturas primárias 

de timócitos (276). Por outro lado, também é demonstrado que ativação do receptor P2X7 por 

longos períodos (>6 horas) em diferentes células tumorais promove um perfil apoptótico, com 

exposição de fosfatidil serina, alterações morfológicas características e/ou ativação de caspase 3 

(257, 277-279). De acordo com esses dados, Mackenzie et al mostraram a incubação de células 

HEK293 expressando heterologamente o receptor P2X7 com Bz-ATP por 40 minutos, seguido de 

lavagem, compromete a sua proliferação nas 12 horas seguintes (280). Todavia, esses autores 

também observaram que a curta incubação (2 minutos) das células com o Bz-ATP, seguido de 

lavagem, desencadeava alterações morfológicas tanto da mitocôndria quanto da células em si 

que eram prontamente reversíveis poucos minutos após a lavagem do agonista, o que os autores 

chamaram de pseudoapoptose. Curiosamente, esse quadro não comprometia a viabilidade das 

células e ainda aumentava a sua taxa de proliferação. Essas informações, aparentemente 

paradoxais, sugerem que a ativação do receptor P2X7 por curtos períodos pode promover a 

proliferação em detrimento da morte celular e a ativação por períodos prolongados leva a 

apoptose provavelmente seguida por necrose secundária, levando a lise da célula. A expressão 

heteróloga do receptor P2X7 leva ao aumento da atividade mitocondrial e do Ca++ intracelular, 

mesmo na ausência de aplicação externa de ATP, e aumenta a taxa de crescimento dessas células, 

inclusive permitindo sua proliferação em meio sem soro fetal bovino por um tempo maior que as 
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células não transfectadas (281, 282). Nessas situações, o tratamento com apirase é capaz de 

reverter esses efeitos, sugerindo que a secreção basal de ATP pelas células ativaria, de maneira 

parácrina e autócrina, o receptor P2X7 e promoveria a sobrevida da célula. Nesse contexto, ainda 

foi observado que o modelo de tumor gerado por células HEK293 transfectada com o receptor 

P2X7, em camundongos, apresentava o crescimento mais rápido quando comparado ao gerado 

pela mesma célula não transfectada (283). Além disso, a progressão desse tumor era diminuída 

por injeções intra-tumorais de antagonistas do receptor P2X7. Dentro do contexto do 

microambiente tumoral, é possível que o receptor P2X7 seja ativado em intervalos curtos, devido 

ao balanço entre a taxa de secreção de ATP pelas células vizinhas e a ação de ectonucleotidases, 

e consequentemente seu efeito global seja, sob certas condições, a favor do crescimento tumoral. 

Por outro lado, a ativação do receptor P2X7 no infiltrado inflamatório é importante para a 

resposta para a resposta contra o tumor. Assim, é atualmente é debatido se o bloqueio ou 

ativação do receptor P2X7 pode ser empregado em estratégias anti-tumorais (18, 266, 267, 270), 

contudo, ainda é necessário uma melhor compreensão do balanço entre esses diferentes 

eventos.   

Ainda não está claro a participação do macroporo associado a ativação do receptor P2X7 

nesses eventos. Contudo, a morte celular induzida por longos períodos de ativação do receptor 

P2X7 parece ser decorrente da atividade continuada do macroporo. Corroborando com essa 

ideia, o splice variante do receptor P2X7 expresso em linfócitos (P2X7B), que não é capaz de levar 

a abertura do macroporo, embora preserve atividade de canal iônico, é resistente a morte 

induzida por longas incubações com ATP (284). Além disso, enquanto a ativação basal do receptor 

P2X7 aumenta a atividade mitocondrial (282), a ativação continuada leva ao colapso da mesma 

(280). Esses efeitos paradoxais entre a ativação curta e prolongada do receptor P2X7 podem 

representar efeitos distintos regulados pelo macroporo, logo a identificação da sua natureza pode 

levar a um melhor entendimento da ativação do receptor P2X7 nas células tumorais e basear 

novas estratégias que podem ser aplicadas para o câncer. Com o intuito de investigar a proposta 

de que o canal do receptor P2X7 dilate durante a sua ativação e promova a abertura do 

macroporo na membrana plasmática, adaptamos um protocolo de acessibilidade á cisteína para 

verificar se um resíduo de cisteína inserido na região de estreitamento do canal é acessível ao 
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composto metanotiosulfonados MTS-biotina. Esse composto, devido as suas dimensões 

moleculares (Figura 1.16) só seria acessível a tal resíduo se o canal iônico do receptor P2X7 

dilatasse. Para isso, utilizamos um modelo comparativo do receptor P2X7 no estado aberto, 

baseado na estrutura cristalográfica do receptor P2X4, para desenhar o mutante G345C. Além 

disso, desenvolvemos um ensaio para evidenciar a captação de corantes fluorescentes de alto 

peso molecular, baseado em um leitor de placas, com boa reprodutibilidade e passos de 

normalização para evitar artefatos e aumentar a janela de trabalho do ensaio. Para testar a 

acessibilidade do resíduo G345C, otimizamos um sistema de expressão heteróloga transiente do 

receptor P2X7 em células HEK293T utilizando a lipofecção. Durante a otimização desse sistema, 

ainda observamos que a células HEK293T, que não expressa o receptor P2X7, promove 

permeabilização da membrana plasmática ao iodeto de propídio e ao YO-Pro-1 em virtude do 

tratamento com concentrações milimolares de ATP, mostrando que há nessas células uma via de 

permeabilização do receptor P2X7.  

Figura 1.18 - Ativação do inflamassoma via NLRP3 – O LPS leva a síntese do receptor NRLP3, que é ativado 

por moléculas associadas ao dano celular (DAMPs - damage associated molecular patterns), como as 

catepsinas. O LPS ainda leva a ativação das panexinas via clivagem pela caspase 11, liberando ATP que 

ativa o receptor P2X7. O efluxo de K+ gerado, presumivelmente pelo poro associado a ativação do receptor 

P2X7, junto com a ativação do NLRP3 pelos DAMPs leva a montagem do inflamossoma, que cliva a pró-

IL1B, que é liberada na forma ativa para o meio extracelular. Adaptado de (20) 
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2- Objetivos 

 

2.1- Objetivo Geral 

 

Caracterizar a natureza da vias de permeabilização ativadas pelo ATP extracelular, 

dependentes ou não do receptor P2X7, em células HEK293T. 

 

2.2- Objetivos Específicos 

 

1- Estabelecer um método para medir a permeabilização da membrana plasmática a 

corantes de alto peso molecular em um leitor de placas; 

 

 

2- Otimizar a expressão heteróloga do receptor P2X7 em células HEK293T; 

 

 

3- Caracterizar o poro ativado por ATP, independente do receptor P2X7, em células 

HEK293T; 

 

 

4- Testar a acessibilidade do resíduo G345C do receptor P2X7 ao composto 

metanotiosulfonados de alto peso molecular MTSEA-biotina. 
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3- Métodos 

 

1- Cultura celular - As células HEK293T foram gentilmente cedidas pelo Profº Drº Guilherme 

Oliveira, do Instituto de Bioquímica Média Leopoldo de Meis, e foram cultivadas em meio 

DMEM alta glicose (3,7 g/L - Sigma - EUA) enriquecido com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab - Brasil). As células J774.G8 utilizadas no trabalho foram clones do nosso 

laboratório (Laboratório de Comunicação Celular IOC – FIOCRUZ). Nenhum antibiótico foi 

utilizado na cultura de células. As células foram mantidas na temperatura de 37º C em 

uma estufa umidificada e com atmosfera de 5% de CO2. Para a utilização nos experimento, 

o meio de cultura foi retirado e as células foram diluídas em uma solução estéril de 

tripsina, (na concentração de 2,5 mg/mL, pH: 7 e pré-aquecido a 37ºC) e incubados na 

estufa a 37ºC por 5 minutos. No caso das células J774.G8 o tratamento com tripsina foi 

precedido por 3 passos de lavagem com tampão fosfato estéril (Na2HPO4 8,1 mM, KH2PO4 

1,76 mM, KCl 2,7 mM, NaCl 137 mM, pH: 7,4) pré-aquecido a 37ºC. Após a incubação, a 

solução de tripsina foi diluída por um fator de 5 em meio DMEM com 10% de soro fetal 

bovino e centrifugadas por 5 minutos a 200 G. O pellet resultante foi ressuspendido em 

meio DMEM com 10% de soro fetal bovino e contadas com azul de tripan. Para os 

experimentos as células foram cultivadas em placas ou lamínulas pré-tratadas com poli-L-

lisina para evitar o destacamento das células. O tratamento consistiu na aplicação de uma 

solução estéril de poli-L-lisina na concentração de 0,001 % (Sigma - EUA) e incubadas a 

37ºC, na estufa, por pelo menos 15 minutos. Posteriormente, os poços ou lamínulas fora 

lavados com água deionizada estéril por 3 vezes e deixado secar por pelo menos 1 hora. 

Os números de células cultivadas estão indicados em cada experimento. 

 

2- Transfecção - Para obter a transfecção transiente do receptor hP2X7 em células HEK293T 

utilizamos o método de lipofecção com o reagente Lipofectamina 3000™ (Invitrogen - 

EUA). Resumidamente: as células HEK293T foram semeadas em placas ou lamínulas por 

24 horas. Para a transfecção foram feitas duas soluções: uma de Lipofectamina 3000™ 

diluída em OPT-MEM (Gibco - EUA) e outra contendo o plasmídeo e o reagente P3000 
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(composição não informada pelo fabricante, que deve ser misturadas na proporção de 2 

µL/µg de plasmídeo) também diluídos em OPT-MEM. Após a incubação a temperatura 

ambiente por 5 minutos, ambas as soluções são misturadas na proporção de 1:1, 

homogeneizadas, incubadas novamente por 15 minutos e aplicadas nas células em um 

volume correspondente a 10% do volume total do poço. Segundo recomendações do 

fabricante, o plasmídeo deve ser diluído para se obter a concentração de 1 µg/mL. Após 

24 horas as células apresentavam cerca de 90% de confluência e foram utilizadas para os 

experimentos. A concentração final de Lipofectamina 3000™ foi ajustada para obter a 

melhor eficiência na transfecção. Os detalhes desse ajuste estão na seção de Resultados. 

Todavia a concentração final escolhida e utilizada nos experimentos foi de 0,15% (v/v). Em 

todos os dias as células foram inspecionadas ao microscópio para garantir que não havia 

sinais de contaminação 

 

3- Biologia Molecular: O plasmídeo PQCXIN (Clonetech - EUA) foi subclonado com a 

sequência do receptor hP2X7 (variante A) no laboratório da Profa Dra Christa Müller 

(Pharma-Zentrum, Univesität Bonn - Alemanha) e gentilmente cedido para o 

desenvolvimento desse trabalho. Para a amplificação do material, transformamos 

bactérias DH5α (New England Biolabs - EUA) por choque térmico com o plasmídeo e as 

colônias foram selecionadas pela resistência, conferida pelo plasmídeo, a ampicilina 

(1µg/ml). Algumas colônias foram selecionadas e semeadas em meio Luria-Bertani (Sigma 

- EUA) contendo ampicilina (1µg/ml) e incubados sob rotação de 180 rpm a 37ºC por 15 

horas. Após esse período, algumas alíquotas foram coletadas e congeladas com glicerol 

(20%). Sempre que necessário, as bactérias congeladas foram repicadas em meio Luria-

Bertani (Sigma - EUA) contendo ampicilina (1µg/ml) e incubadas nas mesmas condições. 

Após 15 horas a bactéria foi centrifugada a 3.000 G por 5 minutos e utilizado o kit de max 

prep (Qiagen – Países Baixos) para lise das bactérias e purificação do plasmídeo, seguindo 

as recomendações do fabricante. Por fim, o plasmídeo foi diluído em água livre de 

nucleases (Sigma - EUA), aliquotado e mantido a -20ºC. A concentração do plasmídeo foi 

determinada através da absorbância em 260 nm. A pureza foi determinada pela razão da 
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absorbância em 260/280, mantendo sempre valores entre 1,8-1,9. As medidas de 

absorbância foram feitas no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific - EUA). As mutações no 

segundo domínio transmembrana foram feitas utilizando Q5 Site-Directed Mutagenesis 

Kit (New England Biolabs - EUA) seguindo as instruções do fabricante. Os primers foram 

desenhados utilizando a ferramenta presente no site da própria empresa 

(http://nebasechanger.neb.com/) e sintetizados pela empresa Genemed Synthesis (EUA). 

Para a mutação do resíduo G345C no receptor P2X7 fora utilizados os primers: foward – 

CTCCTACTTCTGTCTGGCCGCTG e reverse – CATGTACCGAGTTGGGA. A reação de PCR foi 

feita seguindo as recomendações do fabricante. Ao final da reação, foi corrido um gel de 

agarose (0,8%) para confirmar o resultado. Uma vez que o produto do PCR é gerado a 

partir dos primers, e esses já contém a sequência mutada, podemos esperar que o 

material amplificado contenha a mutação. Por fim, o produto do PCR foi tratado com um 

coquetel de enzimas contendo: uma cinase, para fosforilar as extremidades do produto 

de PCR; uma ligase, para unir as extremidades do produto do PCR; e a DNAse DNpI, que 

cliva o DNA metilado, como o DNA molde da reação, que foi amplificado em bactérias e 

não possui a mutação. Logo, o produto dessa reação foi transformado em bactérias 

competentes para que o novo plasmídeo, contendo a mutação, seja amplificado. 

 

4- Desenho da mutação G345C: A mutação no segundo domínio transmembrana do 

receptor hP2X7 foi desenhada a partir da análise do modelo comparativo do receptor 

hP2X7 baseado na estrutura do receptor P2X4 do peixe-zebra que foi cedida pelo nosso 

colaborador Rafael Soares Ferreira do Programa de Computação Científica (PROCC) da 

FIOCRUZ/RJ. As análises da estrutura bem como as figuras das mesmas, descritas na seção 

de Resultados, foram feitas no software Pymol (Schrödinger – EUA). 

 

5- Ensaio de permeabilização da membrana plasmática: As células HEK293T foram 

cultivadas em placas de 96 poços pretas de fundo claro (Greiner Bio-One - Alemanha) na 

quantidade de 3 x 104 por poço e transfectadas após 18-24 horas. No caso das células 

HEK293T não transfectadas e J774.G8, as células foram somente mantidas por um período 

http://nebasechanger.neb.com/
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de 48 horas. O ensaio de captação foi feito no leitor de placas Spectramax Paradigm® 

(Molecular Devices - EUA) utilizando como fluoróforos o iodeto de propídio (Sigma - EUA), 

EvaGreen (Jena Bioscience - Alemanha) ou Yo-Pro-1 (Thermo Scientific - EUA), que foram 

excitados e lidos nos comprimentos de Abs:540/Em:609, Abs:491/Em:509, 

Abs:500/Em:530, respectivamente. As soluções dos corante diluídos em tampão fosfato 

foram mantidas a 37ºC até o momento de aplicação nos poços em um Thermo Mixer 

(Eppendorf - Alemanha). Além disso, o leitor de placas foi configurado para manter a placa 

a 37ºC em todo o experimento. Todos os ensaios foram feitos no modo Well Scan com 12 

pontos por poço e 1,5 de espaçamento. O fator Z´ foi calculado de acordo com a fórmula 

proposta por Zhang, J (285), onde DP: desvio padrão. 

 

𝑍´ =  1 −  
3 (𝐷𝑃 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜) + 3 (𝐷𝑃 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜 − 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
 

 

 

6- Substâncias: O ATP, UTP e Bz-ATP (Sigma - EUA) foram diluídos em água deionizada em 

um estoque de 100 mM , 1 mM e 10 mM, respectivamente e mantidos a -20ºC. O 

antagonista A740003 (Sigma - EUA) foi diluído a 10 mg/ml (24 mM) em DMSO (Sigma - 

EUA), segundo recomendações do fabricante. Logo, a solução estoque foi incubada em 

um banho sonicador por 15 minutos. Para a curva de inibição, foram feitas ainda duas 

diluições em um fator de 10, a primeira em DMSO e a segunda em tampão fosfato. Todas 

as diluições foram intercaladas por 15 minutos no banho sonicador. Por fim, as soluções 

estoque foram mantidas a 4ºC. A probenecida foi diluída em tampão fostato já na 

concentração de uso no dia do experimento. Para testar a acessibilidade do resíduo G345C 

no receptor P2X7 durante sua ativação foi utilizado o composto metanotiosulfonados de 

alto peso molecular MTSEA-biotina (Biotium - EUA). O MTSEA-biotina foi diluído em DMSO 

(Sigma - EUA) na concentração de 100 mM e estocado a -20ºC em um dessecador. 

 

7- Western Blotting: As células HEK293T ou J774.G8 foram semeadas (8 x 10 5/poço) em uma 

placa de 6 poços colocadas na estufa por 20-24h. No dia seguinte, elas foram 

transfectadas, ou não, e colocadas novamente na estufa por 20-24h. Após esse tempo, a 
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placa foi colocada por 30 minutos no gelo e o meio foi retirado. A células foram removidas 

mecanicamente através de rinsagens do fundo do poço com tampão fosfato gelado, 

utilizando uma micropipeta, passadas para um tubo e centrifugadas a 200 G por 10 

minutos. As células foram ressuspendidas em tampão fosfato gelado e lavadas dessa 

maneira por mais duas vezes. Após essa etapa, o pellet foi gentilmente ressuspendido no 

tampão de lise gelado. O tampão de lise é composto por NaCl 150 mM, Tris 50 mM, Triton-

X100 1%, deoxicolato de Na+ 0,5%, SDS 0,1%, pH:8 adicionado um coquetel de inibidores 

de proteases (Sigma - EUA). As células ressuspendidas no tampão de lise foram incubadas 

no gelo sob leve agitação por 30 minutos e centrifugadas por 20.000 G por 1 hora a 4ºC. 

Após essa etapa, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e passado para um novo 

tubo e estocado por até no máximo 24 horas a -20ºC. As proteínas totais do sobrenadante 

foram dosadas utilizando o kit BCA (Thermo Scientific - EUA), seguindo as recomendações 

do fabricante. As amostras de proteína (50 µg/poço) foram separadas em um SDS-PAGE 

(12%). Após a corrida, o gel foi lavado em água deionizada e a transferência foi feita para 

uma membrana de PVDF (Millipore - EUA) por um sistema semi-seco Trans Blot (Biorad - 

EUA) por 45 minutos. O tampão de transferência foi composto de Tris 25 mM, glicina 192 

mM e metanol 20%. Após a transferência, a membrana foi incubada em um tampão de 

bloqueio (Li-Cor  - EUA) por 1 hora e foi adicionado o anticorpo anti-P2X7, produzido em 

coelho, APR-004 (Alomole Labs - Israel) na diluição de 1:5000 e mantido a 4ºC, sob leve 

agitação, até o dia seguinte. Após essa etapa, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST 

(NaCl 150 mM Tris 50 mM Tween-20 0,01% pH:8). Cada lavagem foi intercalada por uma 

incubação de 10 minutos com TBST a 4ºC sob leve agitação. Após a lavagem, a membrana 

foi incubada com um tampão de bloqueio (Li-Cor - EUA) contendo o anticorpo secundário 

anti-IgG de coelho, produzido em camundongo, IR800 (Li-Cor - EUA) na diluição de 

1:20000 e incubado, sob leve agitação, a 4ºC por uma hora. As membranas foram 

novamente lavadas 3x com TBST e mantidas em tampão TBS (NaCl 150 mM Tris 50 mM 

pH:8). A emissão do conjugado IR900 do anticorpo secundário foi detectada pelo Odyssey 

(Li-Cor - EUA). Após a confirmação do resultado, o tampão TBS foi substituído pelo tampão 

de bloqueio contendo com o anticorpo anti-β-Actina, produzido em camundongo, (Sigma 
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- EUA) na diluição de 1:20000, e incubado por 2 horas a 4ºC sob leve agitação. Os 

procedimentos de lavagem foram feitos da mesma maneira que para o anticorpo anti-

P2X7. Todavia, para a β-Actina foi utilizado o anticorpo secundário anti-IgG de 

camundongo IR700 na diluição de 1:20000 e lido a sua emissão. A densitometria das 

bandas foram feitas baseadas nas imagens registradas pelo Odyssey (Li-Cor - EUA) com o 

software ImageJ (EUA). 

 

8- Imunofluorescência - As células HEK293T ou J774.G8 foram semeadas (4 x 10 4/poço) em 

uma placa de 24 poços contendo lamínulas pré-tratadas com poli-L-lisina e colocadas na 

estufa por 20-24h. No dia seguinte, elas foram transfectadas, ou não, e colocadas 

novamente na estufa por 20-24h. As lamínulas com as células HEK293T ou J774.G8 foram 

fixadas em paraformaldeído a 4% (Sigma - EUA) por 20 minutos em temperatura 

ambiente, seguido de lavagem em tampão fosfato por 3 vezes. As amostras foram 

permeabilizadas em tampão fosfato contendo 0,1% de Triton X-100 (Sigma - EUA) por 1 

hora. Após essa etapa, as células são novamente incubadas por 1 hora no mesmo tampão 

agora contendo o anticorpo anti-P2X7 produzido em coelho concentração final 1:200 

(Alomone Labs – Israel). Após a lavagem com tampão fosfato, as lamínulas foram 

incubadas por 1 hora com anticorpo secundário contra IgG de coelho produzido em cabra 

conjugado ao fluoróforo AlexaFluor 488 (Thermo Scientific - EUA) na concentração final de 

1:1000. A marcação do núcleo das células foi feita utilizando DAPI, (Sigma - EUA) na 

concentração final 1 μg/mL. As lamínulas foram montadas com Prolong Gold (Thermo 

Scientific - EUA) e analisadas em microscópio de epifluorescência Zeiss com lâmpada de 

mercúrio no sistema HXP120 em objetivas de 20x. A aquisição das imagens foi realizada 

usando o software AxioVision 4.8 (Zeiss - Alemanha). A contagem das células marcadas foi 

feita em uma objetiva de 20x, onde foram contados 5 campos por lamínula. 

 

9- Atividade Metabólica (MTT): As células HEK293T foram cultivadas em placas de 96 poços 

transparentes (Greiner Bio-One - Alemanha) na quantidade de 3 x 104 por poço e 

transfectadas após 18-24 horas. No caso das células HEK293T não transfectadas e J774.G8, 
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as células foram somente mantidas por um período de 48 horas. No dia do experimento, 

foi adicionado nos poços uma solução de MTT em tampão fostato para atingir a 

concentração final de 1 mg/ml.  Após um período de 3 horas de incubação a 37°C, a placa 

foi centrifugada a 50g por 5 minutos e o sobrenadante desprezado. Os cristais de 

formazam solubilizados em 100 µL de DMSO. A absorbância dos cristais de formazan, em 

570 nm, foi lida em um leitor de placas EzRead 400 (Biochrom - Reino Unido).  

 

 

10- Liberação de lactato desidrogenase: As células HEK293T foram cultivadas em placas de 

96 poços transparentes (Greiner Bio-One - Alemanha) na quantidade de 3 x 104 por poço 

e transfectadas após 20-24 horas. O sobrenadante (DMEM sem vermelho de fenol) foi 

coletado e a lactato desidrogenase foi dosada com um kit (Doles – Brasil). Nos ensaios com 

ATP, o meio de cultura foi substituído por tampão fosfato e ATP na concentração de 5mM. 

Em seguida, as células foram incubadas na estufa a 37ºC nos tempos indicados e o 

sobrenadante foi coletado. A catalisação da conversão do piruvato em lactato pela lactato 

desidrogenase requer a oxidação do NADH a NAD+. Assim, incubamos a amostra com a 

solução de trabalho, contendo piruvato e NADH, por 30 segundos a 37ºC e fizemos a 

leitura inicial da absorbância do NADH (530nm) em um leitor de placas EzRead 400 

(Biochrom - Reino Unido). Em seguida, a leitura é feita por mais 3 vezes intercaladas pela 

incubação por 1 minuto, a 37ºC, e a taxa de oxidação do NADH por minuto é calculada 

através da média dessas 3 medidas. Logo, a quantificação da lactato desidrogenase é feita 

de maneira indireta, através de um cálculo, pela oxidação do NADH e foi expressa em U/L.  

 

 

11- Patch-clamp- As células HEK293T foram semeadas (5 x 10 3/poço) em uma placa de 24 

poços contendo lamínulas pré-tratadas com poli-L-lisina e colocadas na estufa por 20-24h, 

resultando quase que exclusivamente de células isoladas. No dia do experimento, as 

lamínulas foram retiradas da placa, lavadas a com solução extracelular que será utilizada 

nas medidas de canal (NaCl 147 mM, KCl 2mM, glicose 13 mM, HEPES 10 mM, CaCl 0,1 

mM e pH: 7,4 titulado com NaOH).  Os experimentos foram feitos na modalidade whole-
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cell, onde podemos registrar todos os canais da célula ao mesmo tempo. Foi utilizado um 

amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices - EUA), no qual o sinal de saída foi filtrado 

a 1 kHz (filtro passa-baixa) e digitalizado à taxa de 5 kHz pelo sistema de aquisição de 

dados DIGIDATA 1440A no programa pClamp 10.2 (Molecular Devices - EUA). Para o 

registro das correntes foram utilizadas micropipetas com resistência de ponta de 2 a 4 

MΩ, confeccionadas em tubos de vidro de borossilicato, utilizando um estirador horizontal 

P-97 (Sutter Instruments Co. - EUA). A solução interna da pipeta continha KCl 147 mM, 

HEPES 10 mM, EGTA 10 mM e pH 7,4 (titulado com KOH). As células analisadas estavam 

isoladas. Durante o protocolo a voltagem foi mantida em - 60 mV. O ATP foi aplicado 

manualmente com o auxílio de uma micropipeta e nos experimentos com o antagonista 

A740003, essa droga foi diluída previamente na solução extracelular. 

 

12- Análise dos dados – Os dados foram expressos sempre como média ± erro padrão ou 

desvio padrão, indicado na legenda de cada figura. O número de replicatas e dias 

independentes de cada experimento estão descritos nas legendas das figuras. Em todos 

casos que houve inferência estatística os dados foram previamente submetidos ao teste 

de D´agostino & Pearson para verificar se seguiam uma distribuição gaussiana, o que 

aconteceu com todos os resultados, logo foram utilizados apenas testes paramétricos. A 

inferência estatística foi feita utilizando o teste t para comparação de duas condições, 

teste Holm-Sidak para comparações de múltiplos pares e Tukey para comparações 

múltiplas. O testes utilizados em cada experimento também estão descritos na legenda 

das figuras. Além disso, os outliers foram removidos através da interpretação do teste de 

Grubbs. A significância estatística foi aceita se p< 0,05. Todos os cálculos de fórmulas, 

razões ou normalizações foram feitos no Excel (Microsoft - EUA) e os gráficos bem como 

a análise estatística no GraphPad Prism 7.0 (EUA). 
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4-Resultados  

 

4.1 – Ensaio de permeabilização da membrana plasmática 

Como citado na introdução, podemos mostrar a atividade do macroporo associado a 

ativação do receptor P2X7 pelo o uso de fluoróforos de alto peso molecular (maiores que cerca 

de 300 Da – Figura 1.16). Tais moléculas são relativamente impermeáveis a membranas, tanto 

pela sua carga quanto pelo seu volume molecular. Assim, mediante a ativação do receptor P2X7, 

elas podem passar pela macroporo, e a sua presença dentro da célula pode ser detectada. O uso 

de fluoróforos capazes de intercalar o DNA e emitir mais fluorescência, como o iodeto de propídio 

e o Yo-Pro-1, ainda apresentam a vantagem de que não a haja a necessidade de lavar as moléculas 

que permaneceram no lado extracelular. Com o objetivo evidenciar a permeabilização da 

membrana plasmática a fluoróforos de alto peso molecular, utilizamos diferentes moléculas, 

todas capazes de se ligar ao DNA e emitir mais fluorescência, e evidenciamos sua ligação ao DNA 

(logo sua presença dentro da célula) em um leitor de placas. Para tal, as célula foram cultivadas 

em placas de 96 poços pretas de fundo claro. A placa preta impede que a fluorescência de um 

poço possa interferir nos vizinhos e o fundo claro permite a inspeção da confluência da 

monocamada, morfologia das células e possíveis sinais de contaminação antes que fossem feitos 

os experimentos. Uma vez que a abordagem utilizando leitores de placas resulta em uma medida 

do global de fluorescência da monocamada no poço em detrimento da fluorescência de cada 

célula em particular, é possível que hajam artefatos que possam comprometer a qualidade da 

medida. Nesse contexto, estabelecemos um protocolo de leitura em 3 etapas com o intuito que 

tais artefatos sejam evitados e que tenhamos uma medida confiável da atividade do poro 

associado ao receptor P2X7. Para efetuar a primeira medida, o meio de cultura é retirado do poço 

e substituído pelo tampão com o fluoróforo de escolha. Logo, imediatamente fazemos a primeira 

leitura, que denominamos de background. Nesse ponto, registramos a medida de fluorescência 

do corante em solução e/ou que possa ter imediatamente difundido em células com a integridade 

da membrana plasmática comprometida. O segundo passo consiste em medir a entrada do 

corante mediante a abertura do macroporo associado a ativação do receptor P2X7. Assim, 

aplicamos o agonista em cada poço e incubamos no tempo desejado. Em seguida registramos a 
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fluorescência e atribuímos o valor a atividade do macroporo associado a ativação do receptor 

P2X7. Por fim, tratamos os poços com Triton-X100, que vai levar a abertura de poros na 

membrana plasmática de todas as células, e após a incubação por 5 minutos registramos a medida 

de fluorescência, que denominamos fluorescência máxima. Utilizando esses 3 valores, calculamos 

a permeabilização das células segundo a formula abaixo: 

permeabilização relativa = (
𝑎𝑔𝑜𝑛𝑖𝑠𝑡𝑎−𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑

𝑓𝑙𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑚á𝑥𝑖𝑚𝑎−𝑏𝑎𝑐𝑘𝑔𝑟𝑜𝑢𝑛𝑑
) 𝑥 100  

Cada valor que compõe a fórmula é registrado de maneira independente para cada poço, 

onde cada um terá seus controles internos. Ao subtrairmos a fluorescência de background da 

fluorescência medida após aplicação do agonista garante que o valor de permeabilização 

represente somente as moléculas que entraram na célula durante o período incubação. O 

background se torna importante também devido ao fato de que excluímos qualquer outro tipo 

de ruído que venha a contaminar a medida, como por exemplo quaisquer resquícios de vermelho 

de fenol, presente no meio de cultura, que possa permanecer no poço. A aquisição da 

fluorescência máxima nos dá a janela máxima de trabalho, que pode variar em função do 

rendimento quântico de cada corante (número de fótons absorvidos/número de fótons emitidos) 

ou por variações na quantidade de células em cada poço. O tampão fosfato (sem íons divalentes) 

foi o tampão de escolha nos experimentos de permeabilização. Dessa maneira, podemos 

maximizar a resposta de permeabilização da membrana plasmática associada com o receptor 

P2X7, uma vez que ele é inibido por cátions divalentes (205). É importante frisar que, o método 

utilizado não inclui passos de lavagem do poço. Logo, é provável que haja um resquício de Ca++ 

na solução proveniente do meio de cultura e do soro fetal bovino. Esse tipo de ensaio, onde não 

há passos de lavagem e as substância são somente adicionadas durante o experimento, é 

classificado como um ensaio homogêneo.  

O leitor de placas utilizado nesse trabalho (Spectramax Paradigm® - Molecular Devices), 

que opera através do software Softmax® 6 (Molecular Devices). As opções disponíveis no software 

permitem diferentes tipos de leitura do poço em relação a sua área. Na configuração padrão 

(endpoint), o detector registra a fluorescência de apenas um ponto limitado ao centro do poço, 

admitindo que a fluorescência seja homogenia pela área do poço inteiro e represente bem 
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qualquer ponto no poço. Entretanto, ao analisarmos experimentos de permeabilização por 

microscopia (184, 218), vemos que há uma diferença marcante na intensidade de fluorescência 

entre as células, logo, temos uma superfície heterogênea em relação a intensidade de 

fluorescência dentro de um mesmo poço. Dessa maneira, utilizamos o modo de leitura well scan, 

no qual podemos determinar o número, o padrão de distribuição e a distância entre os pontos de 

leitura no poço (Figura 4.2). Quanto mais pontos houver no poço, maior será área coberta pela 

leitura, o que por outro lado leva a um tempo maior de aquisição. Como veremos adiante (Figura 

4.5), a abertura do poro associado ao receptor P2X7 é um evento dinâmico que evolui em poucos 

minutos, portanto o tempo de leitura não deve ser muito grande. Assim, utilizamos 12 pontos por 

poço com um padrão que pode ser observado na figura 4.2 e expressamos o resultado da 

fluorescência de cada poço pelo somatório do valor dos 12 pontos, de maneira que esse valor 

represente a fluorescência de todo o poço. Nessa configuração a aquisição demora 80 segundos 

e o aparelho é capaz de medir uma fileira ou coluna inteira da placa de 96 poços ao mesmo tempo. 

Assim, todo os procedimentos que serão discutidos a seguir, foram feitos uma fileira (12 poços) 

por vez, independente do ensaio.  
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Figura 4.1 – Ensaio de permeabilização celular. O método utilizado nesse trabalho é baseado na aquisição 

da fluorescência do corante de escolha em 3 etapa: (1) o meio de cultura é retirado e substituído pelo 

tampão de escolha contendo o corante e feita a primeira leitura imediatamente. Nesse momento, é lido a 

fluorescência do corante em solução. (2) A placa é retirada do aparelho e o agonista/veículo é adicionado. 

Nesse momento, a placa é incubada no tempo desejado e a fluorescência é lida. Logo, podemos esperar 

ver a fluorescência do corante entrou na célula e se ligou ao DNA. Na última etapa, todos os poços são 

tratados com Triton-X100 na concentração final de 0,5%. Nesse momento, todas as células sofrem danos 

diretos à membrana plasmática e o corante pode difundir livremente para dentro da célula e se ligar ao 

DNA. Logo, temos o valor de fluorescência máxima de cada poço. Após a aquisição dos desses valores, eles 

são compostos na fórmula mostrada na página 53. Logo, denominamos o resultado a ser expresso de 

permeabilização relativa. Ao lado da descrição de cada etapa há um desenho esquemático mostrando o 

que presumivelmente aconteceria a uma célula aderida no poço da placa em cada comento. O receptor 

P2X7 está representado como um retângulo verde, o ATP como esferas azuis e o corante como esferas 

vermelhas pequenas. As esferas maiores, ligadas ao DNA, representam o corante emitindo uma 

quantidade maior de fluorescência nesse caso. 
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Figura 4.2- Modo de leitura well scan – Captura de tela do software Softmax Pro 6 mostrando a 

configuração de leitura usada nos experimentos no leitor de placas SpectraMax Paradigm (Molecular 

Devices). Nesse modo de leitura, são registrados 12 pontos por poço em uma placa de 96 poços, em 

contraste com o modo (endpoint) no qual apena um ponto é registrado. Quanto maior a quantidade de 

pontos, maior é o tempo de leitura necessário para obter o registro. A relação escolhida neste trabalho foi 

de 12 pontos por poço levando 80 segundos de leitura por fileira no mesmo padrão indicado na figura. 

Com o objetivo de determinar a melhor concentração de corantes para serem utilizados 

nos ensaios de permeabilização, foram avaliadas as janelas experimentais, delimitadas pela 

fluorescência mínima (background) e pela fluorescência máxima, em diferentes concentrações 

de iodeto de propídio, Yo-Pro-1 e Eva-Green (Figura 4.3). Para tal, utilizamos células HEK293T 

cultivadas 48 horas antes do experimento. O corante iodeto de propídio apresentou a maior razão 

fluorescência máxima/background entre 1 e 10 µM (Figura 4.4a), sendo que entre 1 nM e 1 µM a 

razão fluorescência máxima/background apresentou crescimento exponencial e logo atinge o 

platô. Em concentrações superiores a 10 µM essa razão começou a cair (Figura 4.4a). Esse fato 

pode ser explicado pelo pequeno aumento da fluorescência máxima frente as mesmas 

concentrações no background (Figura 4.4b e c). Os intenso aumento da fluorescência de 

background, em função da concentração do corante, pode ser confirmado pela inspeção visual 

do poço (não mostrado aqui) que fica, nitidamente, vermelho. O Yo-Pro-1 também apresenta um 
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aumento exponencial da razão fluorescência máxima/background em função da concentração 

(Figura 4.4a). Contudo, até a concentrações testadas (< 10 µM), não foi observado a formação do 

platô. Ao contrário do observado com o iodeto de propídio, a fluorescência máxima do Yo-Pro-1 

cresce em uma taxa maior, em função da concentração (Figura 4.4b e c), do que a fluorescência 

de background. O pequeno aumento da fluorescência deve ocorrer em virtude de seu baixo 

desvio de Stokes (Abs:491/Em:509). Em altas concentrações, a proximidade entre as moléculas é 

maior permitindo que uma suprima a fluorescência da outra, uma vez que o comprimento de 

absorção e emissão são muito próximos, dessa maneira a medida que a concentração aumenta, 

a supressão da fluorescência entre as moléculas também aumenta. O fabricante do Yo-Pro-1 

recomenda a concentração de 1 µM para experimentos de viabilidade celular. Contudo podemos 

ver que entre 50 nM e 100 nM de Yo-Pro-1 temos uma janela de trabalho tão grande como a 

concentração mais eficiente do iodeto de propídio (1 µM). Corroborando com essa observação, 

podemos ver que os valores absolutos de fluorescência de YO-PRO-1 (Figura 4.4b e c) são sempre 

maiores que os do iodeto de propídio a partir da concentração de 10 nM. Os pontos de 50 µM e 

100 µM do YO-PRO-1 não puderam ser comparados com o iodeto de propídio devido ao seu alto 

custo. Por esse mesmo motivo, não consideramos investigar a janela de trabalho dentro dessa 

faixa.  O fabricante do corante EvaGreen (Jena Bioscience) não informa a concentração do 

produto, contudo afirma que o estoque está em uma concentração 100x superior a 

recomendada. Por isso, fizemos uma diluição seriada do EvaGreen para observar o 

comportamento desse corante em diferentes concentrações. A concentração recomendada pelo 

fabricante apresentou a maior razão fluorescência máxima/background. Além disso, na 

concentração 10x superior a recomendada acontece o mesmo efeito observado para o iodeto de 

propídio, e a razão foi diminuída. 
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É importante ressaltar que o leitor de placas Spectramax Paradigm não é capaz de ler 

comprimentos de absorção e emissão com uma diferença inferior a 40 nm. Por essa razão, os 

comprimentos de onda lidos pelo YO-PRO-1 (Abs:491/Em:509 nm) foram lidos em 

Abs:480/Em:520 nm e o comprimento de onda do EvaGreen (Abs:500/Em:530 nm) foram lidos 

em Abs:500/Em:540 nm. Contudo, esses comprimentos estão próximo dos picos de absorção e 

emissão (Figura 4.3d e f). Ao comparar as razões fluorescência máxima/background dos 3 

corantes utilizados, podemos observar que o YO-PRO-1 e o EvaGreen apresentam a melhor janela 

de trabalho (Figura 4.4g). Todavia, escolhemos o iodeto de propídio para a maioria dos 

experimentos devido ao seu baixo custo e, como veremos a frente, por apresentar resultados 

satisfatórios de permeabilização (Figura 4.5 a-c). Nesse sentido, escolhemos a concentração de 2 

µM de iodeto de propídio, com o objetivo de trabalhar no platô da razão fluorescência 

máxima/background. 

Figura 4.3 – Estrutura molecular do iodeto de propídio, Eva-Green e YO-PRO-1 – Representação da 

estrutura planar do (a) iodeto de propídio, (c) Yo-Pro-1 e (e) EvaGreen. (b, d e f) Ao lado de cada estrutura 

está representado o espectro de absorção e emissão de cada fluoróforo. Os espectros do iodeto de 

propídio e Yo-Pro-1 foram obtidos com a ferramenta Spectra Viewer (Thermo Scientific) enquanto a do 

EvaGreen foi cedida no manual do fabricante. 
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Figura 4.4 – Eficiência do iodeto de propídio, YO-PRO-1 e EvaGreen em evidenciar a permeabilização da 

membrana plasmática. Razão entre a fluorescência máxima/background do (a) iodeto de propídio e o YO-

PRO-1 e (d) EvaGreen em diferentes concentrações.  A fluorescência mínima (b e e) representa a 

fluorescência de background. A fluorescência máxima (c e f) foi obtida após a incubação dos mesmos poços 

com Triton-X100 0,5% por 5 minutos. O iodeto de propídio e o YO-PRO-1 estão expressos em função da 

concentração. Todavia, o fabricante do EvaGreen não informa a concentração, logo os dados foram 

expressos em função da diluição da concentração recomendada pelo fabricante. (g) Comparação da janela 

de trabalho nas concentrações de 1 M para o iodeto de propídio e Yo-Pro-1 e 1x para o EvaGreen Os 

comprimentos de absorção e emissão foram: iodeto de propídio (Abs:540 nm/Em:609 nm), Yo-Pro-1 

(Abs:480 nm/Em:520 nm) e EvaGreen (Abs:500 nm/Em:540 nm). As figuras (b), (c), (e) e (f) estão expressas 

na unidade padrão do leitor de placas RFU (relative fluorescence units). Média ± erro padrão de n=9 (iodeto 

de propídio e Eva Green) em 3 dias independentes e n=6 para o YO-PRO-1 em dois dias independentes. 

Algumas barras de erros estão menores que os pontos marcados no gráfico e por isso não aparecem. A 

inferência estatística foi feita usando ANOVA + Tukey onde: **** p ≤ 0.0001 e ns: não significativo. 
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Para testar a o método em função da permeabilização induzida pela ativação do receptor 

P2X7, utilizamos células de linhagem de macrófago de camundongo J774.G8, que expressam 

constitutivamente o receptor P2X7 (Figura 4.8), e células HEK293T expressando heterologamente 

do receptor P2X7 (HEK293T-P2X7). Os detalhes do processo de transfecção das células HEK293T 

com o receptor P2X7 serão discutidos na próxima seção. A Figura 4.5a e b e c mostram a 

permeabilização celular induzidas pelo tratamento com 5 mM de ATP utilizando o iodeto de 

propídio, na concentração de 2 µM, como marcador da permeabilização. Assim, podemos ver que 

a permeabilização cresce com o tempo satura por volta de 6 minutos (Figura 4.5a-c), o que condiz 

com outros trabalhos publicados na literatura (184, 191). Além disso, podemos ver que há uma 

permeabilização mesmo na ausência de ATP nas células J774.G8 e HEK293-P2X7, mas não na 

célula HEK293T (Figura 4.5a-c). A captação de iodeto de propídio das HEK293T-P2X7 na ausência 

de ATP será discutida na próxima seção. Todavia, o mesmo não foi investigado nas células 

J774.G8. Para nossa surpresa, a célula HEK293T, que não expressa o receptor P2X7 (Figura 4.8), 

apresentou permeabilização da membrana plasmática ao iodeto de propídio em resposta ao 

tratamento com 5 mM de ATP (Figura 4.5c). Esse fenômeno será investigado com maiores 

detalhes na seção 4.3. Podemos ver na Figura 4.5e e que os valores de permeabilização relativa 

variam para cada corante. O iodeto de propídio e o EvaGreen apresentam uma maior entrada na 

ausência de ATP em comparação ao YO-PRO-1. Isso faz com que os valores de permeabilização 

observados com o tratamento com ATP também sejam maiores. Contudo, ao normalizamos os 

dados em função da entrada de corante na ausência de ATP, podemos ver que eles são 

permeabilizados em taxas similares em um tempo de incubação de 6 minutos (Figura 4.5f). Esses 

dados mostram que os passos no método de permeabilização relativa permitem que corantes 

que emitem diferentes quantidades de fluorescência possam ser comparados, uma vez que tais 

corantes possuem dimensões moleculares similares e é esperado que sejam permeabilizados em 

taxas similares.  
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Figura 4.5 – Permeabilização celular induzida pelo ATP. (a), (b) e (c) Permeabilização das células J774.G8 

e HEK293T (transfectadas com o receptor P2X7 ou não), respectivamente, ao iodeto de propídio em função 

do tratamento com ATP. Em (d) podemos ver a janela de trabalho que cada corante oferece pela razão 

fluorescência máxima/background. Em (e) está mostrada a permeabilização após a incubação de 6 

minutos com 5 mM de ATP. (f) Normalização da permeabilização da resposta ao ATP em função da entrada 

na ausência de ATP. A normalização foi feita pela média da entrada na ausência de ATP de cada dia. Média 

± erro padrão de (a) n=9, (b) n=18 e (c) n=12 em 3, 6 e 4 dias independentes, respectivamente. Em (d), (e) 

e (f) o n=9 em 3 dias independentes e o EVAGreen e n=6 em 2 dias independentes para o Yo-Pro-1. Para o 

iodeto de propídio, (d) n=9 em 3 dias independentes e (e) e (f) n= 32 em 11 dias independentes.   A 

inferência estatística foi feita usando ANOVA + Tukey onde: ** p ≤ 0.01, **** p ≤ 0.0001 e ns: não 

significativo. 

Com o objetivo de avaliar se os 3 passos idealizados no método de permeabilização 

relativa são vantajosos em relação a medição direta da permeabilização induzida pelo ATP 

extracelular expressamos os dados obtidos em um experimento significativo de ambas as 

maneiras. Assim, utilizamos o fator Z´ como medida de comparação dos métodos. Essa 

ferramenta foi desenvolvida para avaliar ensaios de alta vazão (285).  Nesse sentido, é computado 

os desvios padrão do controle negativo (veículo) e do controle positivo (ATP), e a diferença entre 

a média desses grupos. Assim, quanto menores forem os desvios e maior for a diferença entre as 
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médias maior o valor, onde o máximo é 1. Na figura 4.7 está mostrado um experimento 

representativo em triplicata onde comparamos os valores de Z´ entre a leitura direta da 

permeabilização e a utilização da fórmula de permeabilização relativa (Figura 4.1). Assim, 

podemos ver a utilização da formula de permeabilização relativa aumentou a diferença entre as 

médias sem afetar os desvios (Figura 4.7), logo aumentou a janela de trabalho em comparação a 

medida direta.  Assim, podemos observar que o no exemplo representativo o fator Z´ ficou maior 

utilizando a permeabilização relativa do que a leitura direta do poço. É importante frisar que a 

permeabilização celular induzida pelo receptor P2X7 não afeta a integridade da membrana 

plasmática até os tempos de incubação analisados (6 minutos), uma vez que não há liberação 

significativa de lactato desidrogenase quando comparado ao controle (Figura 4.6). Uma vez que 

estabelecemos o método de captação de corante, o próximo passo foi otimizar um sistema de 

expressão heteróloga transiente do receptor P2X7 em células HEK293T. 

Figura 4.6 – Integridade da membrana plasmática após ao tratamento com ATP. Células HEK293T 

transientemente expressando o receptor P2X7 foram tratadas com 5 mM de ATP na presença de tampão 

fosfato em diferentes tempos. Não há liberação de lactato desidrogenase até o tempo usado nos 

experimentos de permeabilização dos corantes fluorescentes (<6 minutos). CN: controle negativo. Média 

± erro padrão de 1 dia de experimento em triplicata.  A inferência estatística foi feita usando ANOVA + 

Tukey onde: ****p ≤ 0.0001 e ns: não significativo. 
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4.2 -Otimização da expressão heteróloga do receptor hP2X7 em células HEK293T:  

Com o objetivo de trabalhar com o receptor P2X7 contendo mutações nos segundo 

domínio transmembrana, foi necessário estabelecer um modelo de expressão heteróloga. Logo, 

utilizamos células HEK293T, uma vez que ela não expressa o receptor P2X7 (13, 197) (Figura 4.8a). 

Para tal, escolhemos a lipofecção como método de internalização do plasmídeo na célula. O 

plasmídeo utilizado foi o PQCXIN (Clontech - EUA) subclonado com o cDNA do receptor P2X7 

humano. O fabricante da Lipofectamina 3000™ não informa a concentração ou a composição dos 

lipídeos na sua fórmula. Além disso, há um componente do kit denominado P3000, o qual tem a 

composição também não informada e deve ser previamente misturado ao plasmídeo, em uma 

proporção específica, logo antes desse ser misturado com a Lipofectamina 3000™. O fabricante 

também recomenda que se mantenha a concentração de 1 ng/µL de plasmídeo e varie a 

concentração de lipofectamina para encontrar o ponto ótimo de expressão. Nesse sentido 

utilizamos a imunodetecção do receptor P2X7, por Western Blot e imunofluorescência, e a 

resposta funcional do receptor frente ao tratamento com ATP em células HEK293T nas diferentes 

concentrações lipofectamina para avaliar os níveis de expressão. Em adição, a atividade 

metabólica da célula e a integridade da membrana plasmática foram avaliadas, por MTT e 

liberação de lactato desidrogenase, respectivamente, nas mesmas concentrações de 

Lipofectamina 3000™. 

Expressamos a concentração de lipofectamina em função do volume do reagente em um 

total de OPT-MEM (v/v). Logo, seguindo a faixa recomendada pelo fabricante testamos as 

concentrações de 0,05%; 0,1%; 0,15% e 0,3% de Lipofectamina 3000™ incubadas por 24 horas 

com plasmídeo contendo a sequência do receptor P2X7. A figura 4.8j mostra a quantificação 

relativa da expressão (em função da expressão da β-actina) do receptor P2X7. Pode ser observado 

que a expressão aumenta até a concentração de 0,15% e depois estabiliza. Além disso, o nosso 

ensaio de imunofluorescência mostra um padrão similar, com a marcação do receptor P2X7 

aumentando em função da concentração de Lipofectamina 3000™ (Figura 4.9c-f). Curiosamente, 

é possível observar uma maior marcação do receptor P2X7 na concentração de 0,3% de 

Lipofectamina 3000™ (Figura 4.8f) embora a expressão global não aumente (Figura 4.8i), já que 

os níveis de expressão globais parecem estabilizar entre a concentração de 0,15% e 0,3%, como 
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verificados através do Western Blot (Figura 4.8i e j). No entanto, a quantidade de células dispostas 

nos campos observados aparentemente decresce em função da concentração de Lipofectamina 

3000™ (Figura 4.8a-f), sugerindo que a lipofecção diminui a taxa de proliferação ou aumenta a 

taxa de morte das células transfectadas. Nesse sentido, podemos inferir que há uma quantidade 

maior de receptores por células e os níveis globais de expressão se mantém (Figura 4.8). A 

inspeção visual do poço ao microscópio 24 horas após a transfecção (não mostrado aqui) também 

sugere que há uma quantidade menor de células nas condições tratadas com 0,3% de 

lipofectamina durante a lipofecção.  

Figura 4.8 – Expressão heteróloga do receptor P2X7 em células HEK293T com Lipofectamina 3000™. 

Células HEK293T foram transfectadas, seguindo as recomendações do fabricante (vide a seção de 

métodos) com diferentes concentrações de lipofectamina Lipofectamina 3000™. (a-h) Experimento de 
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imunofluorescência representativo de 3 dias independentes utilizando anticorpo policlonal para o 

receptor P2X7 e o anticorpo secundário conjugado ao fluoróforo Alexa488: (a) Células HEK293T não 

transfectada e (b) controle somente com o anticorpo secundário. (c-f) Células HEK293T transfectadas com 

Lipofectamina 3000™ nas concentrações de (c) 0,05%, (d) 0,1%, (e) 0,15% e (f) 0,3%. (g) Células J774.G8, 

que expressam constitutivamente o receptor P2X7. (h) Zoom da imagem (e) que utiliza a concentração de 

0,15%. (i) Experimento representativo de Western Blot mostrando a expressão global do receptor P2X7 

em diferentes concentrações de lipofectamina. (j) Média ± erro padrão da expressão relativa do receptor 

P2X7 em função da expressão de β-actina de dois Western Blots independentes. NT: não transfectada. (k) 

Média ± erro padrão da porcentagem de células marcadas para o receptor P2X7 nos experimentos de 

imunofluorescência, onde foram contadas 2 lamínulas por condição em 3 dias independentes (n=6). 

Para avaliar a função do receptor P2X7, fizemos ensaios de permeabilização com o 

método discutido na seção anterior. Nesse sentido, utilizamos 5 mM de ATP para ativar o receptor 

P2X7 e o iodeto de propídio como marcador da permeabilização da membrana plasmática. Como 

podemos ver na figura 4.9a-c, não há entrada de iodeto de propídio na célula HEK293T não 

transfectada durante o tempo de incubação utilizado (cerca de 6 minutos). Além disso, como 

citado anteriormente, a célula HEK293T, mesmo não expressando o receptor P2X7, permeabiliza 

ao iodeto de propídio em resposta ao tratamento com ATP (Figura 4.8), o que será discutido na 

próxima seção. A resposta de permeabilização ao iodeto de propídio cresce de maneira dose 

dependente em função da concentração de Lipofectamina 3000™ quando as células são 

transfectadas com o receptor P2X7 (Figura 4.9a). Essa resposta cresce até saturar em 0,15%, 

assim como os níveis expressão observados nos ensaios de Western Blot (Figura 4.8i e j).  Por 

outro lado, a entrada de iodeto de propídio na célula na ausência de ATP aumenta de maneira 

linear em função da concentração de Lipofectamina 3000™ (Figura 4.9d). A lipofectamina por si 

não levou ao aumento da toxicidade, dessa maneira ela está relacionada com a expressão do 

receptor P2X7.  Esse fato nos sugere três hipóteses: (1) a super-expressão do receptor P2X7 faz 

com que a célula entre em processo de necrose (primária ou secundária), levando a perda da 

integridade da membrana plasmática; (2) há uma atividade constitutiva do receptor P2X7 (na 

ausência de ATP) que levaria a entrada de uma certa quantidade de iodeto de propídio através 

do poro associado à sua ativação, uma vez que tal atividade já foi observada em outros canais 

(286, 287) ou a (3) transfecção com o receptor P2X7 pode, de alguma maneira, aumentar a 

liberação de ATP pelas células, que ativaria o receptor P2X7, mesmo sem aplicação externa e 

justificaria a entrada de iodeto de propídio mesmo na ausência de aplicação externa de ATP 
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(Figura 4.9c). Para testar a primeira hipótese, verificamos integridade da membrana plasmática e 

a atividade metabólica da célula por liberação de lactato desidrogenase e por MTT, 

respectivamente, 24 horas após a transfecção (Figura 4.9e e f, respectivamente). Podemos ver na 

figura 4.9e que há um decréscimo da atividade metabólica da célula de cerca de 25% a partir das 

concentração de lipofectamina de 0,15%. Curiosamente, ela se mantém sem diferença 

significativa em relação à concentração de 0,3% (Figura 4.9d). Esse dado deve ser interpretado 

com , pois a ativação do receptor P2X7, dependendo da situação, pode aumentar (282) ou 

diminuir a atividade mitocondrial (280). Em contraste, a liberação de lactato desidrogenase 

parece aumentar em função da concentração de Lipofectamina 3000™ (Figura 4.9f), reforçando 

a ideia de que as células estão perdendo a integridade da membrana plasmática. Contudo, esse 

aumento não foi estaticamente significativo, provavelmente devido ao baixo número de 

repetições do experimento. Baseado nos dados obtidos podemos concluir que a concentração de 

0,15% Lipofectamina 3000™ apresentou a melhor resposta de permeabilização aliado ao menor 

dano a célula (Figura 4.9c). Nesse sentido, utilizamos essa concentração de nos experimentos 

utilizando a expressão heteróloga do receptor P2X7. 

 Como mostrado anteriormente, a células HEK293T são permeabilizadas ao iodeto de 

propídio em resposta ao tratamento com ATP, mesmo não expressando o receptor P2X7 (Figura 

4.8a e 4.8). Embora essa questão não estivesse prevista nesse trabalho, esse fenômeno pode ser 

uma peça importante na elucidação dos efeitos do ATP na permeabilidade da membrana 

plasmática. Dessa forma, investigamos a via de permeabilização induzida pelo ATP extracelular 

independente do receptor P2X7.  
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Figura 4.9. Expressão heteróloga do receptor P2X7 em células HEK293T. (a) Permeabilização relativa de 

células HEK293T transfectadas com o receptor P2X7 com diferentes concentrações de Lipofectamina 

3000™. As células foram incubadas com ATP ou veículo por 6 minutos e o ensaio foi feito da mesma 

maneira que mostrado na figura 4.1. As células J774.G8 foram utilizadas como controle de expressão 
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constitutiva do receptor P2X7. NT: não transfectada. (b) e (c) mostram a curva de permeabilização em 

função do tempo nas concentrações de 0,15 (b) e 0,3% (c) de Lipofectamina 3000™. (d) Comparação da 

entrada de entrada de iodeto de propídio em 6 minutos em células transfectadas ou somente tratadas 

com lipofectamina sem a adição de ATP. (e) Análise da atividade metabólica das células transfectadas com 

diferentes concentrações de Lipofectamina 3000™ através da técnica de MTT. O Triton-X100 foi utilizado 

como controle positivo por causar danos a membrana e comprometer a viabilidade das células. (f) Análise 

da integridade da membrana plasmática das células transfectadas com diferentes concentrações de 

Lipofectamina 3000™ através da atividade da lactato desidrogenase presente no sobrenadante. O Triton-

X100 foi utilizado como controle positivo por comprometer a integridade da membrana plasmática e 

permitir a liberação de LDH para o meio extracelular. (a) Média ± erro padrão de 12 (NT), 1 (0,05%), 1 

(0,1%) , 11 (1,5%), 4 (0,3%)  ou 3 (J774.G8) dias independentes. (b) e (c) Média ± erro padrão de 4 dias 

independentes. (e) Média ± erro padrão de 1 dia para as condições sem o plasmídeo e 1 (0,05%) ,1 (0,1%) 

, 11 (1,5%) e 4 (0,3%)  dias para as condições com o plasmídeo. (f)  Média ± erro padrão de 1 dia. Todos os 

experimentos foram feitos em triplicata, onde os outliers foram excluídos (vide métodos) e o n está entre 

parênteses. A inferência estatística foi feita usando ANOVA + Tukey, onde: **p ≤ 0,01,***p ≤ 0,001, ****p 

≤ 0,0001 e ns: não significativo. 

 

 4.2 Permeabilização celular independente do receptor P2X7. 

 Com o objetivo de investigar a permeabilização independente do receptor P2X7 nas 

células HEK293T, realizamos o experimento de permeabilização relativa em diferentes 

concentrações de ATP. Para efeito de comparação, também foi feita uma curva dose-resposta ao 

ATP para as células HEK293T transfectadas com o receptor P2X7 na concentração de 0,15% de 

Lipofectamina 3000™ (HEK293T-P2X7) e para as células J774.G8 (Figura 4.10b e c, 

respectivamente). A permeabilização nas células HEK293T-P2X7 satura em 5 mM enquanto na 

célula HEK293T e nas células J774.G8 não foi possível encontrar o platô em concentrações até 10 

mM. A necessidade de concentrações milimolares de ATP para que se comece a observar o 

fenômeno de permeabilização nas células HEK293T sugere que não há outro subtipo de receptor 

P2X envolvido, uma vez que os subtipos P2X2 e P2X4 levam a permeabilização em concentrações 

menores de ATP (16, 120, 183). 

Para avaliar a contribuição do receptor P2X7 no total de permeabilização observado na 

célula HEK293T-P2X7, utilizamos o antagonista A740003. Esse antagonista consegue bloquear a 

resposta do receptor P2X7 em concentrações nanomolares, enquanto não apresenta atividade 

nos demais subtipos P2X em concentrações de até 100 µM (131). O tratamento com o antagonista 
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A740003 foi capaz de bloquear somente cerca de metade da resposta de permeabilização 

induzida pelo ATP nas células HEK293T-P2X7 (Figura 4.10d). Por outro lado, a permeabilização 

observada nas células HEK293T foi insensível ao tratamento com o A740003 em concentrações 

de até a concentração de 10 µM. Além disso, o agonista específico do receptor P2X7 Bz-ATP, foi 

capaz de induzir a permeabilização apenas na célula HEK293T-P2X7 (Figura 4.10g). Logo, podemos 

concluir que há pelo menos duas vias de permeabilização nas células HEK293T-P2X7: uma 

dependente e uma independente do receptor P2X7, cada uma contribuindo com cerca de metade 

da permeabilização ao iodeto de propídio observada.  Nesse sentido, fomos investigar 

características da via independente do receptor P2X7 com o objetivo de conseguir informações 

que auxiliem na sua elucidação, uma vez que ela não foi descrita na literatura. Esse achado reforça 

a teoria que a outras proteínas poderiam formar o poro na membrana plasmática após o 

tratamento com ATP.  

 Com o objetivo de verificar se a panexina está envolvida na permeabilização das células 

HEK293T, realizamos o ensaio de permeabilização relativa na presença do seu antagonista 

probenecida. Como podemos ver na figura 4.10f, a probenecida bloqueou cerca de metade da 

permeabilização induzida pelo ATP nas células HEK293T, o que sustenta a ideia de que a panexina 

promove a permeabilização nessas células. Uma vez que a panexina não pode ser ativada 

diretamente pelo ATP (207), levantamos a hipótese que os receptores P2Y1 e P2Y2, que são 

expressos nas células HEK293T poderiam ativar a panexina, através do aumento do Ca++ liberados 

pelos estoques intracelulares (207). Para testar a participação do receptor P2Y2 utilizamos o UTP 

como agonista, contudo essa molécula não foi capaz de induzir a permeabilização em 

concentrações de até 50µM.  

Para verificar se o tratamento com ATP nas células HEK293T promoveria a abertura de um 

canal, realizamos experimentos de patch-clamp na modalidade whole-cell em células HEK293T. 

As células foram mantidas em um potencial de -60 mV e o ATP foi aplicado manualmente, com o 

auxílio de uma micropipeta, na concentração de 5 mM. Logo, podemos ver na figura 4.11a que o 

ATP leva a abertura de canal cátion seletivo na membrana. O canal abre e atinge o platô 

milissegundos após a aplicação do ATP, apresentando uma corrente de 21,7 ± 4,6 pA/pF que 
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dessensibiliza por volta de 40 segundos. Além disso, as correntes observadas não puderam ser 

bloqueadas pelo antagonista do receptor P2X7 A740003 (1µM) (Figura 4.11b e c).  

Figura 4.10 – Características da permeabilização independente do receptor P2X7. (a-c) Ensaio de 

permeabilização relativa em resposta a diferentes concentrações de ATP nas células (a) HEK293T, (b) 

HEK293T-P2X7, (c) J774.G8. (d) Curva de inibição do antagonista específico para o receptor P2X7 A740003 

nas células HEK293T (vermelho) e HEK293T (Azul). O tracejado representa a média da resposta com 5 mM 

de ATP. A resposta em (d) foi normalizada em função dos controles de cada dia, onde 100% é a resposta 

obtida com 5 mM de ATP e 0% é a resposta do controle negativo. (e) Ensaio de permeabilização relativa 

em resposta a diferentes concentrações de UTP nas células HEK293T. O tracejado representa a média do 

tratamento com o veículo (controle negativo). (f) Ensaio de permeabilização relativa em resposta ao ATP 

na presença do antagonista da panexina probenecida (2,5 mM). (g) Ensaio de permeabilização relativa em 

resposta ao agonista específico do receptor P2X7 Bz-ATP. Todos os ensaios de permeabilização relativa 

foram feitos utilizando o iodeto de propídio como marcador da permeabilização em um tempo de 

incubação de 6 minutos. Média ± erro padrão de (a) 2, (b) 5, (c) 2, (d) 5, (e) 3, (f) 3 ou (g) 2 dias 

independentes de experimento. Todos os experimentos foram feitos em triplicata onde os outliers foram 

excluídos (vide métodos) e o n está entre parênteses. A inferência estatística foi feita usando ANOVA + 

Tukey, onde: ****p ≤ 0,0001 e ns: não significativo. 
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Figura 4.11 – Atividade de canal desencadeada pelo ATP em células HEK293T. (a) e (b) Traços 

representativos de experimentos de patch-clamp modalidade whole-cell em células HEK293T na 

presença de ATP (a) e/ou (b) o antagonista específico do receptor P2X7 A740003. (c) Média ± erro 

padrão do pico da corrente de 3 dias independentes de experimentos. O número de células 

analisadas está entre parênteses. A inferência estatística foi feita utilizando o ANOVA + teste t 

onde: ns: não significativo. 

 

4.4 - Possível dilatação do canal do receptor P2X7 

Com o objetivo de verificar se a permeabilização dependente do receptor P2X7 constitui 

na dilatação do canal do próprio receptor, adaptamos o ensaio de acessibilidade à cisteína ao 

ensaio de permeabilização relativa (discutido na seção 4.1) para verificar a acessibilidade de 

resíduos do domínio no TM2 do receptor P2X7 ao composto MTSEA-biotina. Nesse tipo de ensaio, 

são feitas mutações nos domínios transmembrana de canais trocando os aminoácidos em 

questão por cisteína. Logo, são utilizados compostos capazes de se ligar covalentemente a esses 

resíduos de cisteína, contudo, a ligação somente ocorre se o resíduo em questão estiver exposto 

durante a abertura do canal e se o composto utilizado tem dimensões pequenas o suficiente para 
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chegar até esse resíduo. Logo, escolhemos o MTSEA-biotina, que possui a segunda menor medida 

(em um plano x/y/z) de 0,6nM e 381 Da. Para garantir que a possível acessibilidade a esse 

composto represente a dilatação do canal, decidimos buscar resíduos que estariam na região de 

maior estreitamento da região transmembrana do canal. Para esse objetivo utilizamos um 

modelo comparativo da estrutura do receptor hP2X7 baseado na estrutura do zfP2X4 no estado 

aberto (Figura 4.12). Essa estrutura quando inserida em uma membrana in silico promove a 

passagem dos cátions K+ e Na+ mas não de Cl- em simulações de dinâmica molecular (288). A 

região do maior estreitamento do canal está entre os resíduos G339 e S342 (Figura 4.13), o que é 

sustentado por dados funcionais recentemente publicados (176).  Nesse sentido, hipotetizamos 

que se o canal do receptor P2X7 dilate, o primeiro resíduo exposto na luz do canal após a região 

de estreitamento (G345 – Figura 4.13) seria acessível ao composto metanotiosulfonados MTSEA-

biotina e a entrada de iodeto de propídio possa ser, pelo menos parcialmente, bloqueada. Logo, 

escolhemos o resíduo o G345 (Figura 4.13), que é o primeiro resíduo que aparece exposto a luz 

do canal após a região de estreitamento (em direção ao interior da célula). Para isso idealizamos 

produzir mutante onde o resíduo G345 será substituído por uma cisteína (G345C). 

Para realizar a mutação, buscamos na sequência codificante do cDNA do receptor P2X7 os 

códons relacionados aos aminoácidos na região transmembrana, em especial os correspondentes 

ao resíduo G345. Logo, foi desenhado um primer que alinhe nessa região e já contenha as bases 

codificantes para a cisteína na região de interesse. Mesmo tendo essa discrepância, o primer 

consegue alinhar dentro das condições da reação do kit e então foi feito uma reação de PCR onde 

o produto amplificado formará o novo plasmídeo contendo a mutação (vide métodos). Contudo, 

após o sequenciamento do plasmídeo, foi verificado que não houve a mutação, o que até o 

momento inviabiliza o ensaio de acessibilidade à cisteína.  
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Figura 4.12 – Estrutura 3D do modelo comparativo do receptor hP2X7 humano. O modelo foi construído 

a partir da estrutura do receptor P2X4 do peixe-zebra. As imagens mostram o receptor modelado no 

estado (a) fechado e (b) aberto. Em (c-d) podemos ver separadamente os domínios TM2 no estado fechado 

e aberto, respectivamente. As estruturas estão mostradas na representação cartoon, portanto não 

podemos ver as cadeias laterais. Essa estrutura é formada por 3 subunidades idênticas, cada uma com dois 

domínios transmembrana, sendo que o segundo domínio transmembrana (TM2 – em vermelho) forma a 

passagem dos íons pela membrana (espaço entre as linhas pontilhadas) em um formato que remete a 

metade de uma ampulheta. É importante notar que a estrutura do receptor P2X4 de peixe zebra, que 

serviu como molde, não possuía os domínios intracelulares (vide introdução), portanto essa região, 

embora muito importante, não foi modelada. As linhas tracejadas indicam a posição da membrana 

plasmática. O modelo estrutural foi cedido pelo autor para a realização desse trabalho (288). Figura gerada 

pelo software Pymol. 
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Figura 4.13 – Região de estreitamento do canal do receptor P2X7. (a-d) Representação gráfica, em 

cartoon, da estrutura dos segundos domínios transmembrana (TM2s) do modelo comparativo do receptor 

P2X7, baseado na estrutura do receptor P2X4 no estado aberto, destacando os resíduos que formam a 

região de estreitamento do canal, baseados nos dados de Pippel et al (176), como esferas. (a) Visão lateral 

do trímero, (b) visão lateral do monômero, (c) visão do lado extracelular e (d) visão do lado intracelular do 

trímero. Os átomos dos resíduos presentes na região do estreitamento do canal estão representados como 

esferas. Em (b) a imagem sofreu uma leve inclinação para melhorar a visualização. (e-f). Figuras geradas 

pelo software Pymol. 
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Figura 4.14 – Análise da mutagênese sítio dirigida. (a) Sequência de aminoácidos (em verde) e de códons 

relativos ao TM2 do receptor P2X7 (em preto). O aminoácido a ser mutado, a glicina 345 (G345) está em 

azul. Os primers estão mostrados em vermelho. (b) Características dos primers gerados pelo algoritmo da 

New England Biolabs para realizar a mutação. (c) Alinhamento pela plataforma BLAST do resultado do 

sequenciamento de parte do plasmídeo presumivelmente com a mutação G345C (Query) na  sequência 

do receptor P2X7 variante A humano (Sbjct) . A seta vermelha indica a região esperada da mutação, que 

não ocorreu. (d) Análise de uma outra alíquota do plasmídeo presumivelmente com a mutação G345C, 

não utilizada nos experimentos dessa tese, mostrando a cisteína inserida na posição esperada.  
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5- Discussão 
 

Há mais de 40 anos, vem sendo demonstrado a capacidade do ATP extracelular de causar 

profundas modificações celulares como inchaço celular, influxo de Na+ e Ca++ e efluxo de K+ (290, 

291). Embora essas características pudessem ser explicadas por um canal catiônico não seletivo, 

era também observado a permeabilidade da membrana plasmática a moléculas de maior peso 

molecular, como o para-nitrofenilfosfato (219 Da) (177).  Além disso, esse efeito poderia ser 

revertido pela adição de concentrações >mM de Ca++ ao meio extracelular, fazendo com que 

alguns autores sugerissem que o ATP poderia interagir diretamente na membrana plasmática, 

mudando sua fluidez e abrindo espaços por onde os íons, e moléculas maiores como o para-

nitrofenilfosfato, poderiam passar através do seu gradiente eletroquímico (177) . Contudo, após 

o estabelecimento do conceito de sinalização purinérgica (26) através de receptores específicos   

e a posterior clonagem e classificação desses receptores, os efeitos acima citados nas células 

foram atribuídos à ativação receptor P2X7 pelo ATP extracelular (170, 181, 182, 292). 

Posteriormente, ainda foi descrito que os receptores P2X2 e P2X4 possuíam também a 

propriedade de promover a permeabilização da membrana plasmática a corantes de alto peso 

molecular (16, 120, 183), entretanto nenhum desses subtipos foram amplamente descritos como 

o receptor P2X7.  

Assim como apresentado na introdução, a natureza desse poro na membrana plasmática 

é debatida (11, 293) e sua identificação pode levar ao desenho de estratégias terapêuticas 

baseadas no receptor P2X7 (22). Tais estratégias tem o potencial de ser aplicado no tratamento 

de tumores (270) e no desenvolvimento de novos anti-inflamatórios (294). Nesse sentido, esse 

trabalho se propôs a investigar a possível dilatação do canal do receptor P2X7, que levaria a 

abertura de um poro na membrana capaz de permitir a entrada de moléculas de alto peso 

molecular. Para tal, desenvolvemos um métodos de evidenciar a permeabilização da membrana 

plasmática a fluoróforos de ligação ao DNA de alto peso molecular. Além disso, estabelecemos 

um modelo de expressão heteróloga do receptor P2X7 em células HEK293T utilizando lipofecção 

para, por fim, realizar o ensaio de acessibilidade à cisteína com o objetivo de verificar a 

acessibilidade de um resíduo de cisteína inserido no segundo domínio transmembrana do 
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receptor P2X7 a o composto metanotiosulfonado MTSEA-biotina.  Todavia, foi possível observar 

que há uma via de permeabilização da membrana plasmática independente do receptor P2X7, o 

que pode ser um peça chave no entendimento dos efeitos do ATP nas células. 

A combinação de ensaios de eletrofisiologia e captação de corantes fluorescentes tem 

sido as principais ferramentas na investigação da natureza da permeabilização da membrana 

plasmática a moléculas de alto peso molecular através da ativação do receptor P2X7 (13, 193). 

Embora essas abordagens tenham revelado inúmeras propriedades desse fenômeno, elas 

falharam em responder, de maneira clara, se o próprio canal catiônico não seletivo do receptor 

P2X7 entra em um estado dilatado ou se ele iniciaria uma cascata de sinalização que levaria uma 

outra proteína a formar um grande poro na membrana plasmática. Esse fato se deve algumas 

inconsistências na observações frente a cada uma das teorias propostas. Por exemplo, poucos 

grupos puderam relatar a abertura de um canal de alta condutância em ensaios de canal unitário 

na membrana plasmática (193, 195, 198). Por outro lado, já foi demonstrado que resíduos no 

segundo domínio transmembrana do receptor P2X7 e do receptor P2X2 são acessíveis a 

compostos metanotiosulfonados de alto peso molecular, como o MTSEA-biotina e o MTS-

rodamina, o que sugere que o canal posso assumir um estado conformacional dilatado. A teoria 

que o macroporo é formado por uma outra proteína, que não o receptor P2X7, é sustentada pela 

observação que o bloqueio gênico ou farmacológico da panexina podem bloquear a captação de 

moléculas de alto peso molecular induzida pela ativação do receptor P2X7(204). Todavia, a 

necessidade da panexina para a formação do macroporo foi observada apenas em alguns tipos 

celulares ou em determinadas condições experimentais (204, 218). Recentemente ainda foi 

sugerido que os receptores TRPA e TRPV pode formar um macroporo na membrana em 

decorrência da ativação do receptor P2X7.  Contradições como essa já foram observadas em 

outros canais, como para o CFTR. Como citado anteriormente, uma mutação nesse canal afeta 

sua atividade e contribui para a patologia da fibrose cística (295). Durante muitos anos várias 

teorias foram propostas para explicar a influência desse canal para a secreção adequada de muco 

pelo epitélio pulmonar nos acinos pancreáticos (99). Essas teorias eram baseadas em dados 

muitas vezes não replicáveis, muito devido a problemas na metodologia de concepções 

assumidas na época. Por exemplo, o nome do canal (regulador transmembrana da fribrose cística) 
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era devido a concepção de que ele era uma proteína que regulava a secreção de Cl- (99). Contudo, 

o estabelecimento e padronização de novas técnicas para o estudo do muco pulmonar, 

aumentaram nosso conhecimento sobre essa proteínas, revelando inclusive que ela era um canal 

de Cl-(98). Esse conhecimento vem melhorando a nossa capacidade de compreender como é 

formado o muco do epitélio pulmonar e permitir o desenho de estratégia terapêuticas que podem 

ser aplicados na prática clínica (295). Uma vez que a atividade receptor P2X7 parece ser 

importante tanto em locais inflamados (22) como no microambiente tumoral (18), é necessário a 

compreensão do seu mecanismo de formação do macroporo para que possamos explorar como 

a modulação desse fenômeno possa ser aproveitada na prática clínica. 

O uso de corantes fluorescentes se destaca como a abordagem mais utilizada na literatura 

para a evidenciar a permeabilização da membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular, 

devido à simplicidade dos ensaios e relativo baixo custo. Além disso, a propriedade de alguns 

corantes de serem relativamente impermeáveis a membrana plasmática e emitir mais 

fluorescência quando ligado ao DNA é bastante útil uma vez que torna mais fácil detectar a sua 

presença dentro da célula, uma vez que o sinal do corante dentro da célula é maior do que quando 

no meio extracelular. Nesse sentido, qualquer aparelho capaz de excitar tais corantes em seu 

comprimento de absorção e detectar a faixa de fluorescência emitida dentro dos comprimentos 

adequados é potencialmente capaz de evidenciar a permeabilização da membrana plasmática a 

esses corantes. Logo, técnicas como aquisição em leitores de placas (131, 191), microscopia de 

fluorescência (13, 184, 218) e citometria de fluxo (179, 186, 279) vem sendo usadas no estudo do 

poro associado ao receptor P2X7. A aquisição no leitor de placas é simples e rápida, logo tem sido 

a alternativa mais usada em ensaios de alta vazão, como os usados na descoberta e caracterização 

de novos bloqueadores (130, 131, 296), entretanto, essa abordagem não nos permite observar o 

fenômeno célula a célula, uma vez que adquirimos o valor global de fluorescência de cada poço. 

Na citometria de fluxo e na microscopia de fluorescência podemos observar o fenômeno célula a 

célula, entretanto, na primeira abordagem há o inconveniente da necessidade do uso da tripsina 

em células aderentes e a relativa demora, em relação ao leitor de placas, já que é necessário fazer 

a leitura de uma condição experimental por vez. Na microscopia de fluorescência também 

podemos observar a permeabilização célula por célula e, atualmente, com o desenvolvimento e 
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aplicação de câmeras CCD e softwares de aquisição, podemos registar com bastante precisão o 

fenômeno de permeabilização, contudo, dentre todas as abordagens essa se mostra a mais 

demorada, por também ser executada uma condição experimental por vez, e complexa devido a 

necessidade do câmaras especiais para o microscópio e uso de sistemas de perfusão para os 

tratamentos.  

O método escolhido para o desenvolvimento desse trabalho foi a leitura dos corantes 

permeabilizados em um leitor de placas. Nesse sentido, desenhamos um método que utiliza a 

leitura de fluorescência em diferentes etapas para evitar o aparecimento de artefatos na medida 

(Figura 4.1). Além disso, como mostrado anteriormente, o nosso método produz uma janela de 

trabalho maior do que a leitura direta dos corantes permeabilizados (Figura 4.6). Todavia, esse 

método é adequado somente a corantes capazes de se ligado ao DNA e emitir mais fluorescência 

de quando livre em solução. A ausência de passos de lavagem classifica o método como 

homogêneo. Esse tipo de método é empregado pela indústria farmacêutica em ensaios de alta 

vazão, como na busca por novos agonistas ou antagonistas. Nesse contexto, ensaios homogêneos 

são preferido, em detrimento de ensaios heterogêneos, devido a simplicidade, rapidez e o 

potencial de automação do método, o que é útil quando são testados muitos compostos. 

Contudo, não exploramos nesse trabalho a possibilidade de empregar o nosso ensaio de 

permeabilização a ensaios de alta vazão. A ausência de passos de lavagem também é importante 

ao se trabalhar com células de baixa aderência a placa, como por exemplo as células HEK293T. 

Essas células de destacam com facilidade, mesmo com o tratamento com poli-L-lisina. Logo, 

procedimentos de lavagem podem afetar a quantidade de células no poço. Além disso, como é 

possível ver na Figura 4.16, a lavagem também parece a afetar a permeabilidade da membrana 

plasmática. 

Nesse trabalho utilizamos 3 fluoróforos capazes de se ligar ao DNA: o iodeto de propídio, 

o YO-PRO1 e o EVAGreen. O iodeto de propídio e o YO-PRO1 são amplamente usadas em ensaios 

de morte celular e suas estruturas moleculares são bem conhecidas (Figura 4.3a, b e d). Por outro 

lado, o EVAGreen é protegido por patente e seu fabricante não revela a fórmula molecular exata. 

Entretanto, a busca pela sua estrutura molecular nos levou a uma patente de um kit de PCR em 

tempo real na qual o autor da patente mostra uma estrutura a qual ele atribui ao EVA-Green 
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(Figura 4.3c). O fabricante afirma que o EVA-Green possui um mecanismo de supressão da 

fluorescência quando em solução que acontece pelo fato de que a estrutura molecular consiste 

em dois monômeros de corante ligados por uma cadeia flexível (Figura 4.3c), que permite que os 

monômeros se aproximem e façam interações fracas. Devido ao baixo desvio de Stokes (Abs: 500 

nM/Em: 520 nM), ocorre uma autosupressão entre a fluorescência emitida pelos monômeros por 

proximidade. Quando próximo o suficiente ao DNA, a interação entre os monômeros é desfeita e 

ao intercalar as bases do DNA eles ficam distantes o suficiente para emitir fluorescência. 

Como mostrado na introdução (Figura 1.16), muitas moléculas já foram utilizadas na 

literatura no estudo do poro formado após a ativação do receptor P2X7 (297). Logo, a partir 

dessas informações, podemos estimar o tamanho do poro associado ao receptor P2X7. 

Classicamente, é afirmado que o receptor P2X7 é permeável a moléculas de até 900 Da. Contudo, 

alguns autores discutem os dados em função do diâmetro efetivo da molécula, que seria a 

segunda menor medida das coordenadas x/y/z, o que é mais adequado, uma vez esta seria a 

medida necessária para se interpretar a ocupação mínima de um corpo no espaço atravessando 

uma passagem estreita (Figura 1.16i). Já foi demonstrado que os corantes catiônicos: brometo de 

etídio (13, 183, 184, 191, 193, 204), YO-PRO-1 (203, 298), DAPI (187) e Hoechst 33258 (187) 

podem passar pelo poro associado à ativação do receptor P2X7. Todavia, a entrada de iodeto de 

propídio é observada por alguns grupos (186, 219) mas não por outros (179, 187). A diferença 

entre as observações pode duas explicações: (1) diferenças no método ou condições 

experimentais utilizadas, uma vez que esses parâmetros variam de trabalho para trabalho; ou, (2) 

que a via de permeabilização associada ao receptor P2X7 pode estar ligada a diferentes proteínas 

formadoras de poro em diferentes tipos celulares, onde alguns poros podem ter dimensões 

suficientes para passar o iodeto de propídio e outros não. A segunda explicação será discutida 

com detalhes adiante. Corantes aniônicos também pode ser permeabilizados através da ativação 

do receptor P2X7 como o Lucifer Yellow (188, 197, 219) e o FITC (13). Há divergências sobre o 

diâmetro das moléculas relatadas em diferentes publicações, contudo, nenhuma cita como foi 

feita a medida, logo não há como discutir as possíveis causas dessa diferença. Por exemplo, 

Browne et al reportam que o brometo de etídio teria segunda menor dimensão, nas coordenadas 

x/y/z, de 1,1 nm (13) enquanto Bukhari et al relatam 0,8 nm (187). Nossas medidas do brometo 



88 
 

de etídio, feitas através da medição dos limites dos raios de van der Waals da reconstrução da 

molécula feita no software PyMol, corroboram com as medidas de Browne et al (Figura 1.16). 

Nesse trabalho, mostramos a permeabilização ao iodeto de propídio, que calculamos que teria 

como diâmetro efetivo de 1,2 nm, (Figura 1.16), e dessa maneira estimamos que o diâmetro do 

poro associado a ativação do receptor P2X7 seja superior a esse valor. Assumindo a estrutura do 

EVAGreen mostrada na figura 4.3, podemos estimar que as suas dimensões efetivas são similares 

ao do iodeto de propídio. Outras moléculas, com dimensões tão grandes quanto o iodeto de 

propídio (1,2/1,2/0,9 nm) como os corantes aniônicos Lucifer Yellow (1,2/1/0,3 nm) e FITC 

(1/0,8/0,7 nm) (Figura 1.16), também podem passar pelo poro associado ao receptor P2X7 e 

reforçam a ideia de que o diâmetro do poro é maior que pouco mais que 1 nametro. Uma vez que 

estabelecemos as condições ótimas do experimento de permeabilização, buscamos otimizar a 

expressão heteróloga do receptor P2X7 nas células HEK293T.  

Nesse trabalho, a lipofecção (299) foi o método de escolha para a transfecção e a 

consequente expressão heteróloga do receptor P2X7. Esse método é utilizado em diversos 

trabalhos envolvendo a expressão heteróloga dos receptores P2X em células HEK293T (13, 184, 

191). Contudo, há apenas uma descrição vaga do processo de transfecção, com poucos ou 

nenhum detalhe sobre as quantidades de células e/ou reagentes utilizados. Dessa maneira, 

determinamos as condições para ter uma eficiência máxima de expressão, uma vez que baixos 

níveis de expressão podem resultar em uma permeabilização insatisfatória altos níveis de 

expressão podem ser prejudiciais a célula, uma vez que a super-expressão de proteínas de 

membrana ou o excesso de compostos de lipofecção podem ser tóxicos à célula (299, 300). A 

lipofecção é baseada na mistura entre o DNA plasmidial de interesse e uma combinação de 

lipídeos catiônicos e lipídeos neutros (299). O princípio se baseia em que as moléculas de DNA 

plasmidial possam interagir com a cabeça polar dos lipídeos catiônicos através das interação 

eletrostática com as cargas negativas dos grupamentos fosfato das bases do DNA (299, 301). Além 

disso, os lipídeos neutros iriam interagir com esses lipídeos catiônicos formando complexos 

moleculares estáveis denominados lipoplexos (301). Essas estruturas interagem com a membrana 

plasmática e são endocitados, chegando ao núcleo (302) onde, após a dissociação dos lipoplexos 

(303), as regiões de interesse do plasmídeo possam ser transcritas em RNA-mensageiro ou, 
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dependendo do plasmídeo, ainda integradas ao DNA genômico. As primeiras formulações de 

lipofecção foram feitas por Felgner et al, e apresentaram uma eficiência de até 100 vezes em 

relação ao método utilizando fosfato de Ca++, dependendo do tipo celular e do plasmídeo 

utilizado (299). Uma vez internalizado, os lipoplexos podem ter dois destinos: difusão até núcleo, 

através do movimento browniano ou associação ao citoesqueleto seguido pelo transporte ativo, 

através de microtúbulos, até o lisossomo, para posterior degradação (304). Nesse sentido, a razão 

entre os dois destinos possíveis dos lipoplexos determina, em parte, a eficiência de transfecção 

(304). A Lipofectamina™ é uma formulação comercial de lipídeos neutros e catiônicos a qual o 

fabricante não fornece a composição. Desde seu lançamento em 1993, 3 diferentes gerações de 

formulações já foram desenvolvidas: Lipofectamina™, Lipofectamina 2000™ e Lipofectamina 

3000™. A Lipofectamina™ apresenta maior eficiência quando comparada a outras formulações 

de lipídeos catiônicos/neutros (304, 305). Nesse sentido, Cardarelli et al exploraram os 

mecanismos celulares por trás dessa eficiência. Os lipoplexos formados pela Lipofectamina™ 

majoritariamente se difundem pelo citoplasma até atingir o núcleo. Em contraste, as demais 

formulações utilizadas predominantemente se associam à microtúbulos logo após sua entrada na 

célula e são endereçadas para a degradação no lisossomo (304). Contudo, o desconhecimento da 

composição da Lipofectamina impede que saibamos mais sobre os mecanismos físico-químicos 

por trás desse fenômeno. Além da lipofecção e do método de cloreto de Ca++, outras formas de 

transfecção pode ser feitas, como a micro injeção e a utilização de “pinças-óticas”, para 

internalizar o DNA. Essas abordagem são adequada a apenas um pequeno número de células, 

como experimentos de eletrofisologia em oócitos de X. laevis (306), uma vez que o procedimento 

tem de feito invidualmente para cada célula. Logo, devido à alta eficiência da lipofecção (136, 

304) e sua praticidade, esse foi o método de escolha nesse trabalho. Nesse sentido, utilizando a 

última formulação lançada, a Lipofectamina 3000™. A lipofecção levou a expressão do receptor 

P2X nas células HEK293T com uma expressão e resposta de permeabilização similar a observada 

nos macrófagos de camundongo J774.G8. A variante de camundongo do receptor P2X7 produz 

uma permeabilização mais intensa que a variante humana quando é analisado célula a célula por 

microscopia de fluorescência(184). Contudo, nossos ensaios de imunofluorescência sugerem que 

há uma densidade e distribuição diferente de receptores como mostrado na figura 4.8, sugerindo 
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uma maior densidade de receptores por célula nas células HEK293T transfectada, principalmente 

nas concentraçãoes de Lipofectamina 3000 de 0,15% e 0,3% (Figura 4.8c-f). Por outro lado, todos 

os macrófagos J774.G8 expressam o receptor P2X7 mas em uma densidade menor por células 

(Figura 4.8g).   

Foi possível observar uma correlação entre a entrada de iodeto de propídio na ausência 

de ATP e a expressão do receptor P2X7, o que não parece estar relacionado com a alguma 

toxicidade da Lipofectamina 3000 (Figura 4.9d) mas sim com a expressão do receptor P2X7 

através do plasmídeo. Esse fato pode representar a atividade basal do receptor P2X7 ativado pelo 

ATP liberado pelas próprias células. Consistente com essa explicação, Adinolfi et al mostraram 

que a ativação basal do receptor P2X7 expresso heterologamente em células HEK293 aumenta a 

concentração intracelular de Ca++ (282). Além disso, Faria et al mostraram que a ionomicina, um 

ionóforo de Ca++ é capaz de promover a permeabilização de células HEK293T ao brometo de etídio 

(194). A atividade metabólica, evidenciada pela técnica de MTT, não apresentou diferença entre 

as condições de transfecção de 0,15% e 0,3% de Lipofectamina 3000 (Figura 4.9d), embora tenha 

havido uma grande diferença na entrada de iodeto de propídio na ausência de ATP (Figura 4.9a e 

d). Contudo, a análise da atividade metabólica nesse caso deve ser feito com cautela. A atividade 

basal do ATP, liberado pelas próprias células e pelas células vizinhas, no receptor P2X7 expresso 

heterologamente em células HEK293T aumenta a atividade mitocondrial(282). Logo, embora a 

super-expressão do receptor P2X7 possa ter um efeito nocivo em determinados níveis, o aumento 

da atividade mitocondrial pode superestimar o resultado do MTT. Por outro lado, a liberação de 

lactato desidrogenase aumenta entre as concentrações d 0,15% e 0,3% de Lipofectamina 3000, 

indicando que mesmo que atividade mitocondrial possa estar aumentada, as células estão 

perdendo a integridade da membrana plasmática, sugerindo que eles estão entrando em necrose. 

Além disso, a liberação de lactato desidrogenase na concentração de 0,3% de Lipofectamina 3000 

pode estar subestimada, uma vez que nessa condição a taxa de proliferação parece ser menor 

(Figura 4.8f e 4.9f). Assim, super-expressão do receptor P2X7 na membrana pode prejudicar as 

propriedades da mesma em se manter íntegra. Consistente com essa explicação, a super-

expressão de proteínas de membrana é muitas vezes tóxicas tanto em sistemas procariotos 
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quanto eucariotos, o que é uma das principais barreiras na produção dessas proteínas em larga 

escala, como para estudos estruturais.  

Para nossa surpresa, observamos que a célula HEK293T permeabilizou ao iodeto de 

propídio quando tratada com 5 mM de ATP. Dados não publicados do nosso grupo mostram, por 

RT-PCR, que a célula HEK293T utilizadas no presente trabalho não transcrevem o RNA-

mensageiro do receptor P2X7 (307). Além disso, como pode ser observado na figura 4.8a e c, essa 

célula não apresenta imunomarcação para o P2X7 tanto por Western Blot quanto por 

imunofluorescência (Figura 4.8). A células HEK293 e HEK293T são amplamente usadas no estudo 

de receptores P2X, tanto para a caracterização dos receptores expressos heterologamente 

quanto para o estudos envolvendo mutantes. A diferença entre dois subtipos se refere a 

capacidade da variante 293T de expressar o SV40 large T antigen, uma proteína capaz de ligar no 

promotor do vírus símio 40 (SV40 – simian virus 40), que está presente no plasmídeo utilizado 

nesse trabalho, aumentando a expressão de genes próximos (308). No demais, esses dois 

subtipos de células HEK293 apresentam pouca variação na sua expressão gênica (309).  É 

desejável que em um sistema de expressão heteróloga, a célula não expresse constitutivamente 

a proteína de interesse. Entretanto, inúmeros trabalhos que utilizam a expressão heteróloga de 

receptores P2X em células HEK293 não mostram se a célula utilizada expressa ou não o receptor 

P2X em questão, com exceção dos trabalhos publicados por Browne et al (13)  e Schachter et al 

(197), que mostraram que a células HEK293T e HEK293, respectivamente, não expressavam o 

receptor P2X7. Todavia, Worthington et al observaram que as células HEK293 apresentava todos 

os subtipos P2X, com exceção do subtipo P2X2 (o subtipo P2X7 não foi analisado nesse trabalho) 

(310). Contudo, a expressão era somente observada em células com alta confluência. Contudo, 

outros trabalhos são necessários para dar suporte aos achados de Worthington et al. Como citado 

anteriormente, a ativação dos receptores P2X2 e P2X4 também podem levar a permeabilização 

da membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular (16, 120, 183, 311). Se esses 

subtipos estiverem promovendo a permeabilização das células HEK293T, seria esperado que 

concentrações menores que 5 mM de ATP seriam necessárias para promover a permeabilização. 

Na literatura, os trabalhos que observaram a permeabilização via receptores P2X2 e P2X4 

conseguiram tal com concentrações de 30-300 µM e (16, 183, 311) 100-300 µM (120, 311), 
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respectivamente. Contudo, foi possível observar que a permeabilização ocorreu apenas em 

concentrações acima de 1 mM, logo, nossos dados sugerem que a permeabilização da células 

HEK293T não depende de outros subtipos P2X. Nesse sentido, decidimos investigar algumas 

características dessa via de permeabilização com o objetivo de elucidar as proteínas envolvidas 

nesse processo. 

Como citado anteriormente, há evidências publicadas na literatura de que a panexina está 

envolvida na permeabilização da membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular 

desencadeada pelo ATP (204, 223, 224, 312). Em contraste, parece não haver necessidade da 

panexina na permeabilização induzida pela ativação do receptor P2X7 em alguns tipos celulares 

(217, 218) ou com alguns splice variantes do receptor, como o P2X7k (223). Essas observações 

sugerem que o poro associado ao receptor P2X7 possa ser célula ou variante específico (11).  

Acredita-se que na células em que a panexina é importante para a permeabilização, a ativação do 

receptor P2X7 desencadearia sinais intracelulares que culminariam na sua ativação (224). O poro 

da panexina pode ser aberto por despolarização da membrana (198), aumento do Ca++ 

intracelular (207) ou pela clivagem do seu domínio C-terminal (215). O receptor P2X7 é capaz de 

levar a despolarização da membrana (12) e aumentar o Ca++ intracelular (116), logo é possível que 

ele seja capaz de ativar a panexina por algumas das vias conhecidas. (221).  Assim, podemos 

observar na Figura 4.10f que o tratamento com probenecida, um antagonista da panexina, 

bloqueou cerca de metade da permeabilização nas células HEK293T, o que sugere a participação 

da panexina nessa via. Contudo, na ausência do receptor P2X7 (Figura4.8), outra proteína deve 

estar sendo ativada pelo ATP que por sua vez iria ativar a panexina, já que ela não pode ser ativada 

diretamente pelo ATP (207). Nesse sentido, Locovei et al, mostraram que oócitos de X. laveis 

injetados com RNA-m dos receptores P2Y1 ou P2Y2  juntamente com o RNA-m da panexina 

produziam correntes característica de panexina (207). Nesse mesmo estudo, ainda foi observado 

que o aumento de Ca++ intracelular, tanto derivado dos estoques intracelulares em resposta a 

ativação dos receptores P2Y quanto pelo tratamento com ionóforos, eram essenciais para a 

abertura do poro da panexina. Consistente com essas observações, foi recentemente 

demonstrado que a ativação do receptor P2Y2 com UTP em macrófagos leva a abertura do poro 

da panexina, em um mecanismo dependente de Ca++ intracelular e citoesqueleto, desencadeando 
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a liberação de ATP para o meio extracelular, que pode ainda levar a ativação do receptor P2X7 

(313). É descrito na literatura que as células HEK293 apresentam expressão endógena dos 

receptores P2Y1 e P2Y2 (314). Além disso, Faria et al mostraram que o tratamento com ionóforos 

de Ca++ também levavam a permeabilização tanto de células que expressam o receptor P2X7, 

como culturas primárias macrófagos, quanto em células que não expressam o receptor P2X7, 

como as células HEK293 (193, 194). O ATP é capaz de ativar os receptores P2Y1 (39) e P2Y2 (49) 

como agonista parcial e completo, respectivamente Além disso, esses subtipos estão associados 

a ativação da PKC, levando ao aumento do Ca++ intracelular (39, 49). Levando em consideração 

essas informações, é possível que a via de permeabilização independente do receptor P2X7 na 

célula HEK293T poderia ser desencadeada pela ativação de receptores P2Y, que levariam ao 

aumento do Ca++ intracelular e ativariam a panexina. Embora a concentração de ATP necessária 

para produzir a permeabilização da célula HEK293T (Figura 4.10a – [>mM]) seja alta quando 

comparado a necessária para ativar os subtipos P2Y1 (39) e P2Y2 (49), Locovei et al observaram 

que a amplitude da corrente produzida pelo tratamento com ATP em oócitos de X. laevis, 

injetados com o RNA-m da panexina e dos receptores P2Y1 ou P2Y2, não saturava em até 1 mM 

(207). Para verificar a possibilidade do envolvimento do receptor P2Y2, fizemos o ensaio de 

permeabilização relativa em células HEK293T utilizando o UTP como agonista. Podemos ver na 

figura 4.10e que o UTP não foi capaz de desencadear a permeabilização das células HEK29T em 

concentrações até 50 µM, o que sugere que esse efeito não depende do receptor P2Y2. Será 

necessário fazer o mesmo ensaio utilizando o ADP testar o envolvimento do receptor P2Y1. Além 

disso, serão realizados ensaios com ionóforos de Ca++ para confirmar o seu envolvimento na 

permeabilização. 

Como pôde ser observado na figura 4.11, o tratamento com ATP nas células HEK293T 

desencadeou uma corrente macroscópica. Corroborando com essa visão Schachter et al e 

Noremberg et al também observaram correntes macroscópicas, mediante ao tratamento com 

concentrações milimolares de ATP, em células HEK293 (197) e células HEK293T (298), 

respectivamente por patch-clamp modalidade whole-cell. Todavia, Noremberg et al mostraram 

que essas correntes eram geradas em virtude de um efeito indireto do ATP no receptor TRPM7 

(transient receptor potential melastatin 7). O receptor TRPM7 faz parte da grande família de 
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canais TRP (transient receptor potential) (315).  O canal do subtipo TRPM7 ainda é associado a 

um domínio cinase intracelular (316), fazendo com que esse subtipo seja conhecido como “canal-

cinase”. Essa proteína desempenha papel fundamental na regulação da homeostase do Mg++ 

(317), promovendo o seu transporte para o citoplasma (318). Contudo a acumulação intracelular 

de Mg++ promove a inibição do próprio TRPM7 através da interação com o seu domínio 

citoplasmático (319). Além disso, o canal do TRPM7 é inibido, de maneira voltagem dependente, 

pelo Ca++ extracelular, logo a depleção desse íon ou a mudança no potencial da célula promove a 

abertura do canal (318). Durante a ativação do TRPM7, o domínio cinase intracelular promove 

fosforilação tanto em si próprio (320) quanto de outros alvos (321-323), desencadeando sinais 

que regulam diferentes eventos celulares.  O ATP tem a capacidade e agir como um quelante de 

íons divalentes (324) e, levando em consideração as altas concentrações de ATP utilizadas nos 

experimentos, ele teria a capacidade depletar o Ca++ extracelular e desinibir o canal TRPM7. Nesse 

sentido, Noremberg et al mostraram em células HEK293T e células de glioma de rato C6, que a 

depleção do Ca++, pela perfusão de uma solução extracelular livre de Ca++, produzia correntes 

idênticas às observadas com o tratamento com ATP (298). Além disso, as duas correntes podiam 

ser inibidas pelo Mg++ intracelular. Para mais, antagonistas específicos e o bloqueio da expressão 

do receptor TRPM7 por siRNA também foram capazes de abolir essas correntes. Em contraste 

com as nossas observações, Noremberg et al não observaram a captação de YO-PRO-1 em 

decorrência ao tratamento com ATP nas células HEK293T e C6. Por outro lado, embora Schachter 

et al tenham afirmado que a célula HEK293 não permite a entrada de brometo de etídio mediante 

ao tratamento com ATP, o dado apresentado nesse trabalho não mostra claramente isso. A 

inspeção visual das fotos de microscopia de fluorescência mostradas nesse trabalho dão a 

impressão que há uma entrada de brometo de etídio na células que, assim como nas nossas 

observações, é menor do que a observada na célula HEK293T-P2X7 (197). Para o nosso 

conhecimento, não há trabalhos mostrando a capacidade do TRPM7 de promover a 

permeabilização de corantes como iodeto de propídio, contudo o subtipo TRPM8 é capaz de levar 

a permeabilização do corante POPRO3 e da droga N-etil-lidocaína quando ativado pelo seu 

agonista mentol (325). Logo, é possível que a desinibição do canal TRPM7, causada pelo efeito 

quelante do ATP nos Ca++ extracelular, esteja correlacionada com a via de permeabilização 
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independente do receptor P2X7. De acordo com essa ideia, o vermelho de rutênio, um inibidor 

geral dos receptores TRPs, capaz de também inibir o TRPM7 (326), bloqueou parte da 

permeabilização ao iodeto de propídio, induzida pelo ATP, em astrócitos murinos (219) . Logo, a 

possível permeabilização mediada pelo receptor TRPM7 também pode ser explicada de duas 

maneiras: (1) pela passagem direta dos moléculas de alto peso molecular pelo canal TRPM7 ou 

(2) pela ativação de uma segunda proteína que iria formar o poro na membrana.  

Já foi demonstrado que o tratamento com ATP leva ao rearranjo do citoesqueleto e 

consequentemente mudanças na morfologia da célula (192, 327). Além disso, drogas que 

perturbam a dinâmica do citoesqueleto diminuem a permeabilização a moléculas de alto peso 

molecular desencadeada pelo ATP sem afetar a atividade do canal do receptor P2X7 (183, 194) 

ou mesmo em células que não expressam o receptor P2X7, como as células HEK293 (194). Além 

disso, Nesse sentido, Gu et al mostraram que a miosina de cadeia pesada IIA, uma proteína 

motora capaz de se associar ao citoesqueleto, co-imunoprecipita com o receptor P2X7(208). Além 

disso, esses autores também mostraram a ativação do receptor P2X7 pelo ATP levou a dissociação 

da miosina de cadeia pesada IIA do receptor e o seu bloqueio farmacológico diminuiu a 

permeabilização ao brometo de etídio induzida pelo ATP. Esses dados sugerem que a ativação do 

receptor P2X7 afeta a associação da miosina de cadeia pesada IIA com o citoesqueleto e esse 

fenômeno precede a permeabilização induzida pelo ATP. Coincidentemente, a atividade de cinase 

do TRPM7 é capaz de fosforilar a miosina de cadeia pesada IIA e afetar sua associação com o 

citoesqueleto(323). Nesse sentido, células expressando mutantes da miosina IIA, que as tornam 

incapazes de serem fosforiladas pelo domínio cinase do TRPM7, não se associam ao citoesqueleto 

e apresentam a distribuição intracelular diferente da variante WT. Logo, é possível que tanto a 

ativação do receptor P2X7 quanto a desinibição do receptor TRPM7 por altas concentrações 

(>mM) de ATP extracelular, afetem a associação da miosina IIA com filamentos de citoesqueleto 

que por sua vez desencadeariam a ativação de uma proteína formadora de poro na membrana 

plasmática. Nossos dados também mostraram que a probenecida bloqueou parte da 

permeabilização independente do receptor P2X7 desencadeada pelo ATP, sugerindo a 

participação da panexina. Nesse sentido, já foi observado que a panexina também é capaz de se 

associar ao citoesqueleto (328). Além disso, ela também pode ser ativada como um 
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mecanoceptor (329), através de deformações na membrana plasmática, assim como ocorre 

quando há a formação de blebs induzidos tratamento com ATP (em função também de 

modificações no citoesqueleto) (192, 327). Logo, também é possível que a panexina possa ser 

ativada tanto pelo receptor P2X7 quanto pelo receptor TRPM7 via modificações no citoesqueleto 

que iriam: (1) a ativar a panexina via associação direta com o citoesqueleto ou (2) em decorrência 

da distensão da membrana plasmática durante a formação de blebs. Nosso dados mostraram que  

de que a probenecida bloqueou apenas parte da permeabilização (cerca de 50%) de iodeto de 

propídio nas células HEK293T (Figura 4.10f) mesmo na concentração 2,5 mM, que é capaz de 

bloquear cerca de 90% das correntes da panexina expressas heterologamente em oócitos de X. 

laevis (221). Dessa forma, há a possibilidade da participação de outras proteínas formadoras de 

poro na permeabilização. Nesse sentido, Faria et al observaram que antagonistas dos receptores 

TRPV1 e TRPA1 bloqueavam parcialmente a captação de iodeto de propídio em culturas primárias 

de astróticos de camundongo (219) e células de Müller de galinhas (185) tratados com ATP. Além 

disso, esses autores mostraram que a combinação de antagonistas dessas duas proteínas 

formadoras de poro apresentavam efeito sinérgico em bloquear a captação de iodeto de 

propídio, sugerindo a sua participação conjunta no fenômeno (219). Tanto o receptor TRPV1 (187, 

330) quanto TRPA (331) são conhecidas por também promoverem a permeabilização da 

membrana plasmática a corantes de alto peso molecular. Contudo, para o nosso conhecimento, 

não há dados na literatura correlacionando a atividade dos receptores TRPV ou TRPA com a 

dinâmica do citoesqueleto.  

Há dados na literatura sustentando que exista diferença entre as proteínas formadoras de 

poro responsáveis pela captação de corantes catiônicos e aniônicos. Nesse sentido, pelo menos 

dois grupos diferentes mostraram que as células HEK293 expressando o receptor P2X7 eram 

capazes de permeabilizar o corante catiônico brometo de etídio mas não o aniônico Lucifer Yellow 

(14, 197). Corroborando com essas observações, foi recentemente demonstrado que 

antagonistas de canais maxi-ânions, proteínas capazes de formar um poro ânion seletivo de alta 

condutância na membrana plasmática, eram capazes de bloquear a maior parte da 

permeabilização a corantes aniônicos via ativação do receptor P2X7, embora causassem somente 

um bloqueio modesto na captação de corantes catiônicos (219). Curiosamente, o trabalho de 
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Schachter et al sugere que a permeabilização a corantes catiônicos, mas não aniônicos, depende 

de um transportador e não de um canal (197). Nesse sentido, foi mostrado que macrófagos 

podem promover o influxo, mas não efluxo, de sulforodamina B quando tratados com ATP. Por 

outro lado, o corante anônico Lucifer Yellow podia ser tanto captado quanto liberado pela célula, 

suportando a hipótese de que essas moléculas seriam difundidas pelo canal aniônico de alta 

condutância maxi-ânion de acordo com seu gradiente de concentração (219). A explicação de que 

os corantes catiônicos são internalizados por um transportador alinha com o fato de que a 

probenecida é capaz de bloquear a captação de corante em certos tipos celulares, assim como 

pode ser observado na figura 4.10f, uma vez que essa droga é capaz de antagonizar a atividade 

de transportadores de solutos aniônicos (332) ou catiônicos (333). Contudo, esse bloqueio se 

deve a competição da probenecida com os solutos transportados em detrimento do antagonismo 

direto do transportador. Contudo, mais estudos replicando os dados de Shachter et al devem ser 

feitos para confirmar a reprodutibilidade das informações.  

 Baseados nos dados mostrados, podemos observar que a célula HEK293T forma um poro 

na membrana plasmática ativado por concentrações milimolares de ATP independente da 

ativação do receptor P2X7. Essa via de permeabilização não envolve a participação do receptor 

P2Y2. Serão feitos ensaios de permeabilização com ADP pra verificar a participação de receptor 

P2Y1 nessa via. Além disso, serão usados tanto ionóforos quanto quelantes intracelulares de Ca++ 

para provar a participação desse íon na permeabilização das células HEK293T. Vamos também 

prosseguir com a identificação do canal desencadeado pelo tratamento com ATP nas células 

HEK293T, com o objetivo de confirmar desinibição do receptor TRPM7 pela depleção do Ca++ 

extracelular e o uso de inibidores. Por fim, serão testados outros antagonistas da panexina bem 

como seu bloqueio genético por siRNA para confirmar sua participação na permeabilização. 

Nossos dados suportam a ideia que é possível que outras proteínas, como a panexina, possam 

formar o poro na membrana plasmática desencadeado pelo ATP. Além disso, nossos dados 

sugerem que outra proteína, que não o receptor P2X7, possa iniciar a cascata de eventos 

intracelulares que ativariam a panexina. Contudo, esses fatos não excluem a possibilidade de que 

o próprio receptor P2X7 poderia também dilatar a permitir a passagem direta de pelo menos 
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parte dos corantes. Nesse sentido, decidimos investigar a dilatação do receptor P2X7 por ensaio 

de acessibilidade à cisteína. 

Em contraste com as observações de Schachter et al, o grupo liderado pelo professor Alan 

North demonstrou que o corante aniônico FITC era capaz de ser permeabilizado por células 

HEK293T transfectadas com o receptor P2X (13)7. Além disso, esses autores realizaram mutações 

pontuais no segundo domínio transmembrana do receptor P2X7 inserindo resíduos carregados 

tanto positivamente quanto negativamente. A análise de ensaios de permeabilização mostrou 

que a inserção de resíduos carregados negativamente aumentavam a permeabilização ao corante 

catiônico brometo de etídio e resíduos carregados positivamente aumentavam a captação do 

corante aniônico FITC. Esses dados sustentam que houve uma dilatação do canal do receptor 

P2X7 que permitia a passagem tanto de corantes aniônicos quanto de corantes catiônicos, uma 

vez que o potencial eletrostático do canal influência a entrada de tais corantes. Além disso, 

Karasawa et al mostraram, em um sistema mais reducionista, que é possível o receptor P2X7 por 

si só permita a passagem de YO-PRO-1 pelo canal. Esses autores expressaram o receptor P2X7 em 

células de inseto SF9, extraíram e o solubilizaram o receptor com o auxílio de detergentes. Após 

a purificação do receptor P2X7, ele foi inserido em vesículas de diferentes composições lipídicas, 

contendo DNA em seu interior, e verificaram que havia a entrada de YO-PRO-1. Além disso, a 

acumulação de corante no interior da vesículas contendo o receptor P2X7 desencadeada pelo 

ATP ocorria de maneira dose-dependente (201). A dilatação do canal do canal do receptor P2X7 

expresso também é sustentada pela acessibilidade de resíduos de cisteína inseridos no TM2 (que 

formam a parede do canal iônico) aos compostos metanotiosulfonados de alto peso molecular. 

Nesse sentido, Browne et al, mostraram que os resíduos G345C e T348 eram acessíveis aos 

compostos MTSEA-biotina e MTS-rodamina (13). A acessibilidade foi demonstrada tanto pelo 

bloqueio parcial da captação de brometo de etídio e das correntes observadas por patch-clamp 

modalidade whole-cell em células HEK293T, quanto pela precipitação dos receptores biotiniladas 

(devido a ligação do MTSEA-biotina ao resíduo de cisteína) com beads contendo avidina. A 

possível dilatação do receptor P2X2 também pode ser demonstrada por Li et al, onde a ligação 

do composto metanotiosulfonados MTSEA-rodamina ao resíduo T336 (presente também no TM2 

do receptor P2X2) bloqueou a corrente gerada pelo NMDG+ (164). Corroborando com essa 
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observações, Harkat et al mostraram que frações excisadas de membrana de células HEK293T 

expressando o receptor P2X2 eram prontamente permeáveis ao NMDG+ (16). Além disso, esses 

grupo desenvolveu uma estratégia para a permitir a passagem do YO-PRO-1 pelo receptor P2X2 

sem o tratamento com o agonista. Essa abordagem consistiu na inserção de cisteínas no segundo 

domínio transmembrana do receptor, no entanto, as células foram tratadas com compostos 

metanotiosulfonados que modificavam a estrutura molecular, estendendo ou contraindo, sob a 

irradiação de luz em determinados comprimentos de onda. Esses compostos se ligavam as 

cisteínas e presumivelmente induziam o afastamento nas hélices transmembrana que permitiam 

a passagem de Yo-Pro-1 pelo canal e também produziam corretes. Em contraste com essas 

observações, Pippel et al também verificaram a acessibilidade de resíduos presentes no segundo 

domínio transmembrana do receptor P2X7 a compostos metanotiosulfonados e maleamidas 

(também capazes de se ligar covalentemente à cisteína) em um sistema de expressão heteróloga 

baseado em oócitos de X. laevis (176). Contudo, esses autores observaram que o resíduos G345C 

não eram acessível ao composto maleamida-Cy6 e não permitiam a entrada de corantes de alto 

peso molecular.  

Nesse trabalho, estamos desenvolvendo uma adaptação do ensaio de acessibilidade à 

cisteína para aplicar a permeabilização induzida pelo receptor P2X7 a corantes de alto peso 

molecular. Embora nosso dados preliminares também sugiram que o resíduo G345C seja acessível 

ao composto MTS-biotina, novos ajustes no protocolo são necessários para confirmar essa 

observação. Para mais, mostramos que pelo menos duas vias podem operar ao mesmo tempo 

produzindo a permeabilização nas células HEK293T-P2X7. Essa observação, pode basear uma 

teoria que englobe dados aparentemente conflitantes na literatura, onde diferentes tipos 

celulares poderiam iniciar diferentes vias de permeabilização dependentes ou não do receptor 

P2X7(11, 218). Baseados no nosso dados e nos da literatura, sugerimos 6 possíveis vias pelo o 

qual o ATP poderia estar levando a permeabilização da membrana plasmática a moléculas de alto 

peso molecular (Figura 5.1). Logo, diferentes pontos dessa via podem ser explorados para 

possíveis abordagens terapêuticas. Por exemplo, a elucidação de uma dessas vias, em especial as 

independentes do receptor P2X7, podem revelar maneira de modular a abertura do macroporo, 

aumentando sua atividade levando a morte de células tumorais (264, 277-280) sem interferir com 
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a resposta imune contra o tumor (253, 273). Nesse sentido, foi mostrado que o aumento da 

atividade do macroporo associado a ativação do receptor P2X7 por hipertermia clinicamente 

tolerável (40 ºC) aumentou seu efeito citotóxico em células de linhagem de tumor intestinal (334).  

Em relação a dilatação do receptor, novos moduladores podem ser desenhados de maneira que 

desestabilizem o estado conformacional dilatado, preservando a atividade de canal e bloqueando 

a formação do macroporo. Tais ferramentas poderiam auxiliar na compreensão da influência do 

macroporo nos efeitos mediados pelo receptor P2X7 levando ao desenho de estratégias anti-

inflamatórias mais eficazes do que a proporcionadas pelos atuais antagonistas (22). Contudo, 

para esse fim são necessários mais dados estruturais a respeito do receptor P2X7 ligado ao ATP e 

até o momento, não foi possível cristalizar adequadamente o receptor na presença de ATP (136, 

137). O macroporo ainda pode servir de mecanismo de entrada de moléculas de difícil penetração 

na células. Nesse sentido, a ativação dos receptores TRPV1 e TRPM8 leva a abertura de um 

macroporo que permite a entrada de derivados hidrofílicos da lidocaína (325). Logo, esses 

bloqueadores podem se ligar ao seu alvo no domínio intracelular de canais de Na+ ativados por 

voltagem de neurônios sensoriais. Essa estratégia tem sido proposta para aumentar a 

especificidade dessas moléculas nas células alvo. Dentro desse contexto, tem sido proposto que 

a ativação do macroporo associado a ativação do receptor P2X7 também pode ser usado como 

mecanismo de entrada para o azul de metileno na terapia fotodinâmica (335, 336). Assim, a 

permeabilização do azul de metileno pelo macroporo aumentou a sua toxicidade em um modelo 

de terapia fotodinâmica utilizando a linhagem de macrófagos J774.G8 (336). Essa observação 

deixa aberta a possibilidade de que, a elucidação das proteínas envolvidas na formação do 

macroporo em diferentes tipos celulares possa levar ao também ao desenvolvimento de 

estratégias de permeabilização de compostos citotóxicos de maneira personalizada para cada 

tipo de tumor, baseado na expressão de tais proteínas formadoras de poro de cada tipo de célula 

tumoral. 
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Figura 5.1 – Possíveis vias de permeabilização da membrana plasmática ativadas por ATP. As vias 1 e 2 

são independentes e as 3-6 dependentes do receptor P2X7. (1) A depleção do Ca++ extracelular leva a 

desinibição do TRPM7 que por sua vez fosforila a miosina de cadeia pesada AII. Essa fosforilação permite 

que ela se associe corretamente a filamentos de actina promovendo mudanças no citoesqueleto e levando 

a abertura do poro da panexina por interação direta do citoesqueleto ou deformação da membrana 

plasmática. (2) o ATP ativa receptores P2Y associados a proteína Gq/PKC, levando ao aumento do Ca++ 

intracelular promovendo assim a abertura do poro da panexina. (3) A ativação do receptor P2X7 leva ao 

desligamento da miosina de cadeia pesada AII permitindo sua associação com o citoesqueleto e a possível 

interação com a panexina, assim como na via (1). (4) A ativação do receptor P2X7 leva, de maneira não 

conhecida, a ativação do TRPV1 ou TRPA1, permitindo a entrada de corantes catiônicos; e a ativação, via 

receptor P2X7, de canais maxi-ânion permitiria a entrada de corante aniônicos. (5) O canal do receptor 

P2X7 entra em um estado dilatado e permite a passagem tanto de corantes aniônicos quanto catiônicos. 

(6) O receptor P2X7 leva a ativação de um transportador de cátions orgânicos que move ativamente 

corantes catiônicos para o citoplasma. PKC: proteína cinase C, OCT: organic cation transporter.  
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6- Conclusões e perspectivas 
 

Esse trabalho tem como perspectiva a produção de 3 artigos: os dois primeiros serão 

metodológicos, sobre o método de permeabilização e sobre os aspectos e otimização da 

expressão heteróloga do receptor P2X7 em células HEK293T. O terceiro artigo será sobre as 

diferentes vias de permeabilização que o ATP pode desencadear nas células HEK293 que parecem 

envolver tanto a passagem das moléculas diretamente pelo canal do receptor P2X7 quanto por 

proteínas acessórias. Contudo, até os prazos estabelecidos pelo Programa de Pós-graduação em 

Biologia Celular e Molecular da FIOCRUZ, não foi possível terminar os experimentos necessários, 

que serão realizados nos próximos meses. 

No primeiro artigo, iremos abordar o ensaio de permeabilização relativa. Nesse contexto, 

pudemos achar as concentrações ótimas dos fluoróforos utilizados para o método e mostramos 

que ele possui passos de normalização intra-poço que são capazes de evitar artefatos e passos de 

lavagem, além de permitir a comparação de resultados entre corantes com intensidades de 

fluorescência diferentes. Nossos dados também mostraram que, dentro das condições 

experimentais utilizadas nesse trabalho, os passos de normalização aumentaram o valor do fator 

Z´ em comparação a medida direta da fluorescência, o que mostra um ganho na janela de 

permeabilização induzida pelo ATP, em comparação ao controle, afetando minimamente a 

dispersão dos dados. Para finalizar os dados para a publicação, iremos comparar com diferentes 

métodos já publicados em leitores de placas quanto a eficiência e testar a permeabilização em 

outros tipos celulares. 

Na segunda publicação, iremos abordar os aspectos da expressão heteróloga do receptor 

P2X7 em células HEK293T. Esse modelo de expressão é amplamente usado na literatura em 

estudos do receptor P2X7. Com os nossos resultados pudemos estabelecer condições ótimas de 

lipofecção. Além disso, nossos dados mostraram que a lipofecção do receptor P2X7 utilizando 

Lipofectamina 3000 alteram diferentes características nas células, como a atividade metabólica e 

a integridade da membrana plasmática. A compreensão dessas alterações é fundamental para a 

interpretação dos dados obtidos em tais modelos de expressão. Contudo, para melhorar nosso 

entendimento da influência dos componentes do processo de lipofecção nessas alterações, 
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realizaremos experimentos utilizando o plasmídeo vazio (PQCXIN sem a sequência do receptor 

P2X7 clonada) para testar a possível influência de outras características do plasmídeo nessas 

alterações. Além serão aumentados os n dos experimentos de imunofluorescência e liberação de 

lactato desidrogenase para se ter um perfil mais consistente destes dados. Os nosso dados de 

Western Blot e imunofluorescência mostraram os níveis de expressão globais e em cada célula, 

respectivamente. Contudo, no segundo caso, a avaliação foi predominantemente qualitativa. 

Para se ter a avaliação quantitativa, tanto dos níveis de expressão por célula e do número de 

células efetivamente transfectadas, iremos realizar experimentos de citometria de fluxo 

marcando as células com anticorpo anti-P2X7. 

O terceiro artigo será sobre os mecanismos de permeabilização ativados pelo ATP. Nesse 

trabalho, estamos desenvolvendo uma adaptação do ensaio de acessibilidade à cisteína para 

aplicar a permeabilização induzida pelo receptor P2X7 a corantes de alto peso molecular. 

Contudo, houveram problemas com o mutante proposto G345C, o que até o momento 

inviabilizou a realização dessa técnica. Todavia, os nosso dados apontam que haja pelo menos 

duas vias, desencadeadas por ATP extracelular, que levam a permeabilização da membrana 

plasmática: uma dependente e uma independente do receptor P2X7. Baseados no nosso dados e 

nos da literatura, sugerimos 6 possíveis vias pelo o qual o ATP poderia estar levando a 

permeabilização da membrana plasmática a moléculas de alto peso molecular (Figura 5.1). Logo, 

diferentes pontos dessa via podem ser explorados para possíveis abordagens terapêuticas. Por 

exemplo, a elucidação de uma dessas vias, em especial as independentes do receptor P2X7, 

podem revelar maneira de modular a abertura do macroporo, aumentando sua atividade levando 

a morte de células tumorais (264, 277-280) sem interferir com a resposta imune contra o tumor 

(253, 273). Nesse sentido, foi mostrado que o aumento da atividade do macroporo associado a 

ativação do receptor P2X7 por hipertermia clinicamente tolerável (40 ºC) aumentou seu efeito 

citotóxico em células de linhagem de tumor intestinal (334).  Em relação a dilatação do receptor, 

novos moduladores podem ser desenhados de maneira que desestabilizem o estado 

conformacional dilatado, preservando a atividade de canal e bloqueando a formação do 

macroporo. Tais ferramentas poderiam auxiliar na compreensão da influência do macroporo nos 

efeitos mediados pelo receptor P2X7 levando ao desenho de estratégias anti-inflamatórias mais 



104 
 

eficazes do que a proporcionadas pelos atuais antagonistas (22). Contudo, para esse fim são 

necessários mais dados estruturais a respeito do receptor P2X7 ligado ao ATP e até o momento, 

não foi possível cristalizar adequadamente o receptor na presença de ATP (136, 137). O 

macroporo ainda pode servir de mecanismo de entrada de moléculas de difícil penetração na 

células. Nesse sentido, a ativação dos receptores TRPV1 e TRPM8 leva a abertura de um 

macroporo que permite a entrada de derivados hidrofílicos da lidocaína (325). Logo, esses 

bloqueadores podem se ligar ao seu alvo no domínio intracelular de canais de Na+ ativados por 

voltagem de neurônios sensoriais. Essa estratégia tem sido proposta para aumentar a 

especificidade dessas moléculas nas células alvo. Dentro desse contexto, tem sido proposto que 

a ativação do macroporo associado a ativação do receptor P2X7 também pode ser usado como 

mecanismo de entrada para o azul de metileno na terapia fotodinâmica (335, 336). Assim, a 

permeabilização do azul de metileno pelo macroporo aumentou a sua toxicidade em um modelo 

de terapia fotodinâmica utilizando a linhagem de macrófagos J774.G8 (336). Essa observação 

deixa aberta a possibilidade de que, a elucidação das proteínas envolvidas na formação do 

macroporo em diferentes tipos celulares possa levar ao também ao desenvolvimento de 

estratégias de permeabilização de compostos citotóxicos de maneira personalizada para cada 

tipo de tumor, baseado na expressão de tais proteínas formadoras de poro de cada tipo de célula 

tumoral. 
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