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RESUMO 

 

THUANY PRADO RANGEL 

Papel das Espécies Reativas de Oxigênio no Controle de Toxoplasma gondii Mediado 

pelo Receptor P2X7 

Orientadores: Robson Coutinho Silva e Aline Cristina de Abreu Moreira-Souza 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção do 

título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no RCS 

Trabalho de Conclusão de Curso. 

O receptor P2X7 pertence ao grupo dos receptores purinérgicos, tendo o ATP como sua 

molécula ativadora. A ativação desse receptor desencadeia diversas vias intracelulares 

envolvidas na: fusão lisossomal, produção de mediadores inflamatórios como citocinas, 

quimiocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) e intermediários de nitrogênio (NO). O 

papel da ativação do receptor P2X7 tem sido amplamente estudada durante a infecção por 

patógenos intracelulares obrigatórios como: Porphyromonas gingivalis, Mycobacterium 

tuberculosis, Leishmania amazonensis e Toxoplasma gondii (T. gondii). O T. gondii é um 

parasito capaz de infectar ativamente células nucleadas e de subverter os mecanismos de 

defesa da célula como: inibir a fusão fagolisossomal, bloquear a produção de ROS e NO, 

dentre outros. A ativação do receptor P2X7 durante a infecção por T. gondii é importante no 

controle da infecção por induzir a fusão lisossomal e gerar a produção de ROS. Entretanto, a 

cascata intracelular ativada por esse receptor envolvendo ROS, durante a infecção por T. 

gondii ainda não foi totalmente elucidada. Nesse trabalho, investigamos a possível fonte de 

produção de ROS induzida pela ativação do receptor P2X7 e seu papel na eliminação de T. 

gondii em macrófagos murinos. Apesar das enzimas antioxidantes do T. gondii o ATP foi 

capaz de induzir a produção de ROS, mesmo em células infectadas e reduzir carga parasitária. 

Entrentanto, em macrófagos oriundos de animais knockout para o receptor P2X7 (P2X7-/-) o 

tratamento com ATP não teve efeito no controle da carga parasitária. Com o uso do pan-

inibidor de ROS, e inibidores específicos para NADPH oxidase e ROS mitocondrial 

(mtROS), foi possível observar que ATP induz a produção de ROS da NADPH oxidase e de 

mtROS durante a infecção. Nossos dados indicam que o efeito antiparasitário de ATP 

depende da NADPH oxidase. Enquanto mtROS se mostrou importante para a secreção de IL-
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1β, após a ativação do receptor P2X7, além de participar do efeito antiparasitário induzido 

pelo tratamento com IL-1β recombinante. Nossos resultados suportam a hipótese de que a 

eliminação de T. gondii mediada pelo receptor P2X7 envolve a produção de ROS da NADPH 

oxidase e secreção de IL-1β, e que o efeito de IL-1β requer o ROS produzido pela NADPH 

oxidase e pela mitocôndria. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, receptor P2X7 e ROS.  
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ABSTRACT 

 

THUANY PRADO RANGEL 

Role of Reactive Oxygen Species in the Elimination of Toxoplasma gondii Mediated by 

the P2X7 Receptor 

Orientadores: Robson Coutinho Silva e Aline Cristina de Abreu Moreira-Souza 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

The P2X7 receptor belongs to the purinergic receptors group, with ATP as its activator 

molecule. The activation of this receptor triggers several intracellular pathways involved in: 

production of inflammatory mediators such as cytokines, chemokines, reactive oxygen 

species (ROS) and nitrogen intermediates (NO). The role of P2X7 receptor activation has 

been extensively studied during infection by obligate intracellular pathogens such as: 

Porphyromonas gingivalis, Mycobacterium tuberculosis, Leishmania amazonensis and 

Toxoplasma gondii (T. gondii). T. gondii is a parasite capable of actively infecting nucleated 

cells and of subverting the cell defense mechanisms such as: inhibiting phagolisosomal 

fusion, blocking the production of ROS and NO, among others. After invasion of the host 

cell, the parasite is able to subvert defense mechanisms of the cell such as: phagolysosomal 

fusion, cytokine and chemokines production and inflammatory mediators such as ROS and 

NO. Activation of P2X7 receptor during T. gondii infection is important in controlling 

infection by inducing lysosomal fusion and generating ROS production. However, the 

intracellular cascade activated by this receptor has not yet been completely elucidated. In this 

work, we investigated the possible source of ROS production induced by activation of the 

P2X7 and its role in the elimination of T. gondii in murine macrophages. Although the 

antioxidant enzymes of T. gondii ATP was able to induce the production of ROS even in 

infected cells and reduce parasitic load. However, in macrophages from knockout animals to 

the P2X7 receptor (P2X7-/-) the ATP treatment had no effect on parasite load control. With 

the use of pan-inhibitor ROS, and specific inhibitors for NADPH oxidase and mitochondrial 

ROS (mtROS), it was possible to observe that ATP induces ROS production of NADPH 
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oxidase and mtROS during infection. Our data indicate that the antiparasitic effect of ATP 

depends on NADPH oxidase. While mtROS was shown to be important for IL-1β secretion 

after activation of the P2X7 receptor, it also participated in the antiparasitic effect induced by 

treatment with recombinant IL-1β. Our results support the hypothesis that P2X7 receptor-

mediated elimination of T. gondii involves ROS production of NADPH oxidase and IL-1β 

secretion, and that the IL-1β effect requires ROS produced by NADPH oxidase and 

mitochondria. 

 

Key-words: Toxoplasma gondii, P2X7 receptor and ROS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1. 1 Toxoplasma gondii 

 

O Toxoplasma gondii (T. gondii) é um protozoário intracelular obrigatório do filo 

Apicomplexa, capaz de infectar animais homeotermos, incluindo o homem (Sabin e Olitsky, 

1937). Foi identificado pela primeira vez em 1908, concomitantemente no Brasil em coelhos 

por Afonso Splendore e em roedores na África do Norte por Charles Nicolle e Louis 

Manceaux (Ferguson, 2009). Atualmente, T. gondii tem distribuição cosmopolita, sendo mais 

presente em países tropicais (Tenter, A.M., Heckeroth, A.R. e Weiss, L.M., 2000).  

O T. gondii possui três formas infectivas: taquizoíta, característico da fase aguda da 

infecção, apresenta alta taxa replicativa com a capacidade de invadir diversos órgãos; 

bradizoíta, característico da fase latente da infecção, presente em cistos teciduais mais 

comumente encontrados em sítios imunoprivilegiados; e esporozoíto, característico da fase 

sexuada no hospedeiro definitivo, presente em oocisto esporulado encontrado no ambiente 

(Jones, Lopez e Wilson, 2003).  

O ciclo de vida do T. gondii tem início em seu hospedeiro definitivo, os felinos. O 

parasito realiza sua reprodução sexuada nas células do epitélio intestinal onde são formados 

os oocistos não esporulados que serão eliminados nas fezes. No ambiente os oocistos 

esporulam e são capaz de infectar os hospedeiros intermediários (Tenter, A.M., Heckeroth, 

A.R. e Weiss, L.M., 2000).  Nos hospedeiros intermediários o parasito realiza sua reprodução 

assexuada, a infecção desses hospedeiros se dá por diferentes formas infectivas: pela ingestão 

de oocistos esporulados que podem estar presentes na água, no solo e em alimentos de origem 

vegetal; pela ingestão de bradizoítos em cistos teciduais presentes em carnes cruas ou mal 

cozidas de animais infectados; ou por infecção congênita onde os taquizoítos atravessam a 

placenta durante a gestação (Dubey, 2004). Outras formas de transmissão têm sido reportadas 

como o transplante de órgãos contendo cistos teciduais e por transfusão sangue contendo os 

taquizoítos (Hill e Dubey, 2002) (Figura 1). 

A infecção por T. gondii é comum em seres humanos, sendo a terceira doença mais 

transmitida por alimentos, nos Estados Unidos, que requer hospitalização e a maior causa de 

doença parasitária transmitida por alimento no mundo (Pappas, Roussos e Falagas, 2009; 

Hunter e Sibley, 2012). Segundo a última publicação do Centro de Controle e Prevenção de 

Doenças (CDC), foi mostrado que em alguns países cerca de 95 % da população está 

infectada por Toxoplasma, e o aumento da prevalência da doença está relacionada a áreas 
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quentes, úmidas e com baixas altitudes (CDC, 2017).  O Brasil é conhecidamente endêmico 

para a toxoplasmose e casos de pacientes imunocompetentes apresentando sintomas clínicos 

da toxoplasmose como retinococoroidite, lesões oculares, insuficiência pulmonar, dentre 

outros são comuns. No Brasil a soroprevalência de toxoplasmose é quatro vezes maior se 

comparado aos Estados Unidos da América (EUA). Em uma comparação com a Europa, às 

crianças brasileiras com toxoplasmose congênita, apresentam lesões oculares mais extensas e 

com maior propensão no comprometimento da retina (Dubey et al., 2012).   

  

 

 

Figura 1 – Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Os oocistos eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos 

contaminam o ambiente podendo reiniciar o ciclo em seu hospedeiro definitivo através da predação de animais 

infectados ou pelo contato com os oocistos eliminados (1). Os hospedeiros intermediários podem se infectar pela 

e ingestão dos oocistos presente em água ou alimentos (2). Além da contaminação por oocistos o homem pode se 

infectar de outras formas como: ingerindo carne crua ou mal cozida ou por transplante de órgão contendo cistos 

teciduais; através da passagem dos taquizoítos pela placenta ou transfusão de sangue contendo taquizoítos (3) 

(Adaptado de: Jones, Lopez e Wilson, 2003). 

 

 

1 

2 

3 



20 
 

A toxoplasmose é classicamente definida como assintomática em indivíduos 

imunocompetente, e em indivíduos imunocomprometidos, os sintomas apresentam-se de 

forma diversa e debilitante, podendo causar morte. Os casos mais graves podem ser 

apresentados em pacientes como: recém-nascidos, portadores de HIV e indivíduos 

transplantados, devido à limitação ou comprometimento em seu sistema imunológico 

(Ferguson, 2009). 

Existe uma relação entre a virulência da cepa com a qual o hospedeiro pode ser 

infectado com a susceptibilidade ou resistência à toxoplasmose. Fenotipicamente as cepas são 

classificadas de acordo com a virulência expressa em estudos com camundongos e a taxa de 

crescimento in vitro, onde as cepas do tipo I são altamente virulentas e com alto crescimento, 

enquanto as do tipo II e III são menos virulentas e com uma menor taxa de crescimento in 

vitro (Yang N., et al., 2013). 

Em 1995 foi feita a primeira correlação do genótipo do parasito com a gravidade da 

doença, em amostras da Europa e América do Norte. Esse estudo mostrou que a cepa do tipo I 

é mais comum na toxoplasmose congênita, mas a maioria dos casos humanos são causados 

pela cepa do tipo II, sendo a cepa do tipo III mais comum em animais (Howe D.K. e Sibley 

L.D., 1995). 

No Brasil as amostras isoladas de gatos têm se mostrado geneticamente diferentes dos 

achados na América do Norte e Europa. Foram identificados 48 genótipos separados em 

quatro diferentes tipos: BrI, BrII, BrIII e BrIV, que se diferenciaram também na taxa de 

mortalidade em camundongos, onde o tipo BrI se apresentou altamente virulento, BrII e BrIV 

com virulência intermediária e BRIII, não virulento (Pena H.F.J., et al., 2008). A diversidade 

genética do Brasil, se comparado com América do Norte e Europa, pode contribuir para a 

maior prevalência de doença ocular causada pelo Toxoplasma e uma maior prevalência de 

infecção se comparado a outras partes do mundo (Furtado, et al., 2011). Na maioria das 

regiões brasileiras 50 – 80 % das grávidas apresentam soroprevalência para toxoplasmose. Em 

consequência, as lesões oculares em crianças brasileiras são maiores em comparação com 

crianças européias (Dubey J.P., et al., 2012). 

Uma pesquisa realizada na cidade de Campos dos Goytacazes, situada na região norte 

fluminense do Rio de Janeiro, que apresenta alta taxa de uveíte relacionada com a infecção 

por Toxoplasma, comparou o nível socioeconômico da população infectada. Foi observado 

que pessoas com o nível socioeconômico baixo apresentam maior soroprevalência para 

Toxoplasma, quando comparada com níveis socioeconômicos médio e alto. Nesse mesmo 

estudo foi relacionado à soroprevalência com o consumo de água não tratada, apontando para 
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um aumento em três vezes no risco de infecção por T. gondii. Este dado confirma a 

importância de fatores como condições ambientais, hábitos alimentares e higiene, com a 

diferença da soroprevalência encontrada em distintos grupos (Bahia-Oliveira L.M.G., et al., 

2003; Furtado, et al., 2011).  

O T. gondii é um parasito bem sucedido em subverter os mecanismos de eliminação do 

hospedeiro, por inibir a produção de mediadores inflamatórios como a secreção de citocinas 

pró-inflamatórias, espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido nítrico (NO), é capaz de se 

converter para forma de resistência (bradizoíto), o que permite estabelecer uma fase latente da 

infecção representada pela presença de cistos teciduais, o que gera dificuldade no tratamento e 

cura de indivíduos infectados (Blander e Saeij, 2009). 

 

1. 2 Resposta imune contra infecção por T. gondii 

 

A infecção natural por T. gondii se dá pela ingestão de formas infectivas, que se 

rompem no intestino do hospedeiro e inicia a infecção nas células epiteliais intestinais. Após 

replicação, o parasito lisa a célula hospedeira e consegue se disseminar pelo organismo, este é 

o momento em que pode ser reconhecido por células do sistema imune inato como os 

neutrófilos, células dendríticas e macrófagos (Hou, et al., 2011). Os macrófagos, monócitos e 

células dendríticas reconhecem o T. gondii através de receptores do tipo Toll (TLRs) que 

estão presentes na membrana ou no citoplasma da célula. Os TLRs presentes na membrana 

das células do sistema imune são capazes de reconhecer padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs). Os TLRs membranares capazes de reconhecer padrões associados ao T. 

gondii são o TLR 2 e 4 capazes de reconhecer proteína ancorada a glicosilfosfatidilinositol 

(GPI), e o TLR 11 que reconhece profilina (Denkers E.Y., 2010).  

A sinalização intracelular TLRs envolvidos no reconhecimento de T. gondii é mediada 

pela molécula adaptadora MyD88 (myeloid differentiation primary response 88). A ativação 

de MyD88 é importante para a produção de interleucina 12 (IL-12) durante a infecção por 

Toxoplasma (Hou B., et al., 2011). A citocina IL-12 é secretada por células do sistema imune 

inato. Ao ser reconhecida por linfócitos T e natural killer estas células irão responder 

produzindo interferon gamma (IFN-γ) (Khan I.A., Matsuura T., Kasper L.H., 1994).  

Diversos mecanismos são ativados pelo IFN-γ em células do sistema imune. A 

ativação de indoleamina 2,3 – dioxigenase (IDO) que degrada o triptofano, aminoácido 

essencial para o crescimento Toxoplasma (Takikawa O., et al., 1988). O reconhecimento do 

IFN-γ também leva a ativação da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), ativando a produção 
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de óxido nítrico (NO) que possuí efeito microbicida inibindo enzimas metabólicas do T. 

gondii. A iNOS também é capaz de diminuir a disponibilidade de arginina, impedindo a 

replicação do Toxoplasma (Fang F.C., 2004; Yarovinsky F., 2014). As GTPases relacionadas 

a imunidade (IRGs) e as proteínas ligadoras de guanilato (GBPs) também são ativadas por 

IFN, e são capazes de destruir o vacúolo parasitóforo, deixando o T. gondii livre no 

citoplasma da célula, deixando-o susceptível a eliminação pela célula hospedeira (Yarovinsky 

F., 2014). 

 

1. 3 Subversão do Sistema Imune 

 

Para o estabelecimento de uma infecção bem sucedida, os microrganismos 

desenvolvem formas de subverter os mecanismos microbicidas da célula hospedeira. O T. 

gondii possui um sistema específico de motilidade e secreção que lhe confere à habilidade de 

invadir ativamente as células do hospedeiro, auxilia na evasão da resposta imunológica e 

facilitar sua dispersão pelo organismo devido sua capacidade de se estabelecer em diversos 

tipos celulares e tecidos (Hunter e Sibley, 2012). 

Após a entrada na célula, o T. gondii é capaz de manipular a célula hospedeira 

favorecendo sua replicação. O Toxoplasma impede a expressão de proteínas de membrana 

associadas à lisossoma (LAMP), receptores de manose-6-PO4, receptores de transferrina e 

outras moléculas que compõem um fagossoma primário, impedindo fusão lisossomal ao 

vacúolo parasitóforo (VP) a esse compartimento, e consequentemente sua acidificação (Sibley 

L.D., 2003). Para a aquisição de nutrientes importantes para sua replicação, o T. gondii 

expressa a proteína de roptria 2 (ROP2) ancorada ao VP voltada para o citoplasma da célula 

recrutando mitocôndrias da célula hospedeira, assim como retículo endoplasmático (RE), para 

o entorno do VP (Sibley, LD., 2003; Hunter, CA. e Simbley, LD., 2013; de Souza W. e 

Belfort Jr R., 2014).  

A subversão de mecanismos microbicidas também pode ser feita através da secreção 

de ROP16, sua ação está relacionada com a fosforilação de transdutores de sinal, resultando 

na ativação prolongada desses fatores, o que gera um feedback negativo na produção de IL-12 

(Butcher BA., et al., 2011). A ROP18 é outra proteína importante do T. gondii que fica 

ancorada ao VP, impedindo a ligação de enzimas que clivam guanosina trifosfato (GTPases), 

relacionadas com a resposta imune do hospedeiro, que tem como alvo a desestabilizar o 

vacúolo parasitóforo (Khaminets A., et al., 2010).   
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A presença de moléculas antioxidantes no T. gondii tem sido amplamente estudada 

como um importante mecanismo de escape do controle antimicrobiano do hospedeiro. As 

moléculas antioxidantes parasitárias são expressas em seu citosol (peroxirredoxina (Prx) 1 e 2, 

catalase, superóxido dismutase (SOD) 1) ou na mitocôndria (Prx3, SOD2 e 3), e são 

importantes para a proteção contra a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) do 

hospedeiro (Kwok, LY., et al., 2004).  

A superóxido dismutase do Toxoplasma 2 (TgSOD2) e a peroxirredoxina do 

Toxoplasma 1 (TgPrx1) são expressas de forma constitutiva em todas as formas do parasito. 

Já a TgSOD1 e TgPrx2 estão presentes na forma de taquizoíta e bradizoíta. Todas elas sendo 

o importantes para a evasão dos mecanismos oxidativos das células hospedeiras contra o 

parasito (Tabela 1) (Kwok, LY., et al., 2004). A presença dessas moléculas no parasito possui 

um papel crucial para sua sobrevivência na célula hospedeira. A indução farmacológica da 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) com composto de ferro (III) ([Fe 

(HPCINOL) (SO4)] 2-μ-oxo), pela célula hospedeira e a diminuição da atividade das 

moléculas antioxidantes do T. gondii, aumentou de forma significativa a morte do parasito 

(Portes, J.A., et al., 2015). 

 

Tabela 1 – Moléculas antioxidantes do T. gondii. Genes de moléculas antioxidantes do T. gondii que foram 

identificados até o momento (Adaptado de Kwok, LY., et al., 2004). 
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1. 4 Sinalização Purinérgica 

 

No contexto inflamatório diversos tipos celulares são capazes de liberar nucleotídeos 

que atuam como sinal de perigo, dentre eles a adenosina trifosfato (ATP). Foi observado que 

macrófagos murinos são capazes de liberar ATP para o meio extracelular após a ativação de 

receptores do tipo TOLL (TLR) (Ren, H., et al., 2014). Podemos encontrar ATP no meio 

extracelular no contexto de células em via de morte, tal como as células necróticas, que são 

capazes de liberada ATP de forma desregulada. O ATP também pode ser secretado das 

células por canais de panexina e conexina, em células inflamatórias, e por panexina em 

células apoptóticas (Figura 2) (Idzko M., et al., 2014).  

Em 1972 Burnstock descreveu a ação do ATP em células do sistema nervoso, como 

modelo de transmissão não-adrenérgico e não-colinérgico, sugerindo o primeiro modelo de 

sinalização purinérgica. Os receptores purinérgicos foram descritos em 1976 e em 1978 foram 

classificados de acordo com a molécula capaz de ativá-los, sendo divididos em: receptores P1 

(receptores para nucleotídeos disfosfatados) e receptores P2 (receptores para nucleotídeos 

trifosfatados) (Burnstock G., 1972; Ralevic e Burnstock, 1998) (Figura 3). 

 

Figura 2 – Liberação de ATP para meio extracelular. O ATP pode ser liberado para o meio extracelular por 

células necróticas de forma desregulada, ou por canais de panexina e conexina em células apoptóticas e 

inflamatórias (Adaptado de: Idzko M., et al., 2014) 
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Figura 3 – Receptores purinérgicos e seus ligantes. O ATP ativa receptores P2X e P2Y. Por ação de enzimas 

como a nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase) e ectonucleotidases fosfato do ATP e ADP, 

respectivamente, gerando ADP, AMP e adenosina. Os nucleotídeos gerados são capazes de ativar P2Y e P1. O 

UTP e UDP também são capazes de ativar receptores do tipo P2Y (Adaptado de: Kaebisch, C., et al., 2015). 

 

 

Em 1985 os receptores P2 foram divididos em duas subfamílias, de acordo com sua 

função (Burnstock G., 2004). A subfamília P2Y, composta por 8 membros (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13 

e 14), que são receptores metabotrópicos ligados à proteína G. Enquanto que a subfamília P2X, 

é composta por 7 membros (P2X1-7) conhecidos como receptores ionotrópicos, formadores 

de canais iônicos (Lazarowski, Boucher e Harden, 2003). (Figura 4)  
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Figura 4 – Receptores P2. Os receptores P2 são subdivididos em P2Y – receptores metabotrópicos associados à 

proteína G e P2X – receptores ionotrópicos. (Adaptado de Burnstok G., et al., 2007) 

 

Dentre os receptores ionotrópicos, o receptor P2X7 tem grande importância no 

contexto inflamatório (Figura 5), tendo como molécula ativadora endógena o ATP. O 

receptor P2X7 está presente em células de diferentes tecidos incluindo células do sistema 

imunológico, e sua ativação participa da liberação de mediadores inflamatórios como a 

citocina IL-1β, fator de necrose tumoral-α (TNF-α), proteína quimioatraente de monócito-1 

(MCP-1), ROS, óxido nítrico (NO), além de levar a indução da fusão fagolisossomal e morte 

celular programada (Coutinho-Silva, et al., 2007; Hughes, JP., Hatcher, JP., e Chessell, IP., 

2007; Coutinho-Silva, et al., 2009). 
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Figura 5 – Efeito celular da ativação do receptor P2X7. P2X7 após ser ativado por ATP induz a ativação de 

inflamassoma NLRP3 que resulta na clivagem de pró-IL-1β e IL-18 secretadas em sua forma madura; ativa 

proteína quinase ativada por estresse (SAPK) / quinase c-Jun N-terminal (JNK), ativando vias de morte celular. 

O influxo de Ca2+, ativa fosfolipase D via RhoA, gerando a fusão lisossomal ao fagossomo, culminando na 

eliminação de patógenos intracelulares; ativa NADPH oxidase, gerando espécies reativas de oxigênio, 

importante mediador inflamatório (adaptado de Miller, CM., et al., 2011). 

 

Em diversos modelos tem sido mostrado que a morte celular programada por 

apoptose, é um dos mecanismos desencadeados pelo receptor P2X7. Estudos mostram que a 

ativação do receptor P2X7 é capaz de ativar diversas moléculas pró-apoptóticas como as 

quinases ativadas por estresse - Stress-activated protein kinase/c-Jun NH2-terminal kinase 

(SAPK/JNK) - e ativação de caspase 3, por exemplo (Coutinho-Silva R., et al., 1999; 

Humphreys B.D., et al., 2000).  

Outro mecanismo desencadeado pela ativação do receptor P2X7 é a ativação de 

fosfolipase D (PLD) via influxo de cálcio (Ca2+) (Miller, CM., et al., 2011). A PLD é uma 

enzima que auxilia a fusão lisossomal ao fagossoma e também ativando outras fosfolipases 

como a fosfolipase A2 (PLA2), que também é capaz de promover o mecanismo de fusão 

(Fairbairn I.P., et al., 2001).  
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A ativação da PLA2 e mobilização de ácido araquidônico, gerada pelo receptor P2X7, 

também participa da síntese de leucotrieno B4 (LTB4), que são mensageiros químicos que 

transmitem sinais do sistema imune e sua síntese tem apresentado um papel importante 

durante infecções (Flamand N., et al., 2007; El Ouaaliti M., Seil M. e Dehaye J.P., 2012; 

Chaves M.M., et al., 2014) 

A ativação do receptor P2X7 tem sido associada com a ativação de inflamassoma 

NLRP3. O inflamassoma é uma plataforma multiproteica, importante para a clivagem e 

consequente secreção de citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β e IL-18, e sua ativação 

necessita de dois sinais (Schroder K. e Tschopp J., 2010). A principal proteína que compõem 

o inflamossoma é um sensor intracelular da família de receptores proteicos com domínio de 

oligomerização de nucleotídeos (NLRs) (Clay G.M., Sutterwala F.S. e Wilson M.E., 2014). 

Dentre os NLRs que compõem o inflamassoma, o mais estudado tem sido o NLRP3, que se 

associa a proteína adaptadora ASC (preteína speck like associada a apoptose) e uma enzima 

proteolítica, a caspase-1, que se encontra na sua forma inativa (pró-caspase-1).  

O primeiro sinal para a ativação de inflamassoma se dá pelo reconhecimento de 

padrões moleculares ligados a patógeno (PAMPs) pelos TLRs, induz a ativa o fator de 

transcrição NF-kB dando início a transcrição de componentes do inflamassoma e pró-IL-1β e 

pró-IL-18 (Gombault A., Baron L. e Couillin I., 2012). O segundo sinal envolve a ativação do 

receptor P2X7, induzindo a montagem e ativação do complexo clivando a pró-caspase em 

caspase madura, que converte pró-IL-1β e pró-IL-18 em IL-1β e IL-18 maduras, 

subsequentemente secretada pela célula (He Y., Hara H. e Núñez G., 2016).  

O receptor P2X7, após sua ativação, estimula a produção de ROS em leucócitos frente 

a estimulos inflamatórios ou na presença de patógenos (Guerra N.A., et al., 2007). Por ser um 

canal iônico, sua ativação gera a alteração de íons intracelulares que ativam proteínas como a 

poteína quinase C (PKC) e a proteína quinase ativada por mitogeno p38 (p38 MAP kinase), 

responsáveis por fosforilar subunidades da enzima NADPH oxidase, estimulando sua 

montagem e ativação (Guerra A.N., et al., 2007). 

A presença do receptor P2X7 em células de Kupffer é importante para a associação 

das subunidades da enzima NADPH oxidase, e a ativação de P2X7 está associada com maior 

expressão da subunidade p47phox (Chatterjee S., et al., 2012). A geração de ROS, após 

ativação do receptor P2X7, também está associada com a indução da ativação de 

inflamassoma, e secreção de IL-1β (Schroder K. e Tschopp J., 2010; Tschopp J, Schroder K., 

2010).  
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1. 5 Sinalização Purinérgica Contra Patógenos Intracelulares 

 

Os mecanismos microbicidas ativados pelo receptor P2X7 tem um papel importante na 

resposta contra patógenos intracelulares. Durante a infecção por diferentes espécies e cepas de 

Chlamydia a ativação do receptor P2X7 é capaz de controlar a infecção em macrófagos e 

células epiteliais através da ativação de fosfolipase D (PLD) e consequente formação do 

fagolisossomo (Coutinho-Silva R., et al., 2003). Na infecção por outras bactérias como 

Porphyromonas gingivalis, a ativação do receptor em células epiteliais gengivais, resulta na 

produção de ROS, ativação de caspase-1, secreção de IL-1β e eliminação do patógeno 

(Almeida-da-Silva C.L.C., et al., 2016).  

O receptor P2X7 é capaz de ativar PLD, que culmina na fusão lisossomal e controle 

microbiano, mesmo em modelos que conhecidamente impedem esse mecanismo de 

eliminação, como durante a infecção por Mycobacterium tuberculosis (Kusner D.J. e Adams 

J., 2000). 

No contexto da infecção por protozoários como Leishmania, foi observado o aumento 

na expressão dos receptores P2X7 funcionais, tornando a célula mais susceptível à apoptose, e 

mais resistente à infecção (Coutinho-Silva e Ojcius, 2012). Neste mesmo contexto, já foi 

descrito que a ativação do receptor P2X7 é importante para a produção de mediadores 

inflamatórios como NO (Chaves SP., et al., 2009). A geração de LTB4 via ativação do 

receptor P2X7, também tem sido mostrado importante para a eliminação de Leishmania 

amazonensis em macrófagos murinos (Chaves M.M, et al., 2014). Recentemente foi mostrado 

que animais deficientes para o receptor P2X7 apresentam maior susceptibilidade na infecção 

por Leishmania, desenvolvendo maior lesão na pata e maior carga parasitária, quando 

comparados com animais selvagens, além de uma excessiva proliferação de células T efetoras 

(Figliuolo, V. R., et al., 2017). 

Como é possível observar, a ativação do receptor P2X7 está intimamente associada à 

ativação de cascatas intracelulares que desencadeiam mecanismos importantes para a proteção 

do hospedeiro contra diversos agentes infecciosos. 

 

1. 6 Sinalização Purinérgica na Infecção por T. gondii 

 

No contexto da infecção por T. gondii, a ativação do receptor P2X7 pode ocorrer após 

o ciclo lítico do parasito tendo um importante papel o controle da toxoplasmose. Em humanos 

o polimorfismo relacionado com a diminuição de função do receptor P2X7 gera um aumento 
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da susceptibilidade à infecção por T. gondii mesmo em indivíduos saudáveis (Lee, MP., et al., 

2010).   

No contexto da infecção por Toxoplasma o ATP presente no meio extracelular induz a 

ativação do receptor P2X7 em macrófagos murinos, e a resposta microbicida desencadeada 

por esse receptor envolve: produção de ROS, fusão lisossomal, independente da produção de 

óxido nítrico (NO) (Correa, et al., 2010; Lees, MP., et al., 2010) (Figura 6).  

A ausência do receptor P2X7 aumenta a susceptibilidade à infecção e dano hepático 

em animais infectados via intraperitoneal com T. gondii Me-49 (tipo II - avirulenta) (Miller, 

CM., et al., 2011). No modelo de infecção oral, também com cepa Me-49, ocorre uma 

desregulação no perfil de citocinas no epitélio intestinal de animais knockout para o receptor 

P2X7 (P2X7-/-) durante a fase aguda da infecção (Miller, CM., et al, 2015). Dados prévios do 

nosso grupo mostram que na ausência do receptor P2X7, animais infectados com uma cepa 

virulenta de T. gondii (RH), apresentam maior destruição tecidual durante a fase aguda da 

infecção e menor produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-12, TNF-α e IFN-ү 

(Corrêa, G., et al., 2016). Esses dados sugerem que o receptor P2X7 tem um papel chave 

frente à infecção por T. gondii nos motivando a explorar mais intimamente os mecanismos de 

ação por ele disparados. 
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Figura 6 – Modelo de eliminação de T. gondii por macrófagos via ativação do receptor P2X7. Após o 

engresso do parasita há a liberação de ATP para o meio extracelular, ATP ativa o receptor P2X7, durante a 

infecção induzindo a produção de ROS e a fusão lisossomal, independente da produção de NO (Adaptado de: 

Correa, et al., 2010). 
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1. 7 Espécies Reativas de Oxigênio na Inflamação 

 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são definidas como radicais de oxigênio (O2). 

Elas resultam do metabolismo celular e incluem o peróxido de hidrogênio (H2O2), o ânion 

superóxido (O2
-) e o radical hidroxila (OH-) (Martinon 2010). Espécies reativas de oxigênio 

podem ser geradas como produtos do metabolismo do oxigênio na cadeia transportadora de 

elétrons dentro da mitocôndria e também por enzimas como: NADPH oxidases, xantina 

oxidoreductases, lipoxigenases e ciclooxigenases (Martinon 2010). Em fagócitos, a primeira 

função descoberta para o ROS foi sua atividade microbicida (Dupré-Crochet, Erard e Nüβe, 

2013). Duas fontes de ROS se destacam em fagócitos: a NADPH oxidase e a mitocôndria. 

A NADPH oxidase é uma enzima composta por multi-subunidade que estão presentes na 

membrana plasmática e no citosol. Duas proteínas integrais de membranas formam a 

subunidade principal: NOX2 (também conhecida como gp91phox), p22phox, que compreendem 

a subunidade flavocitocromo b558 (cyt b558) e RAP1A, na porção citosólica da enzima 

encontra-se as subunidades reguladoras: p40phox, p47phox e p67phox e RAC2. A subunidade 

p47phox é fosforilada e a RAC2 se liga a guanosina trifosfato (GTP) e todo complexo 

citoplasmático se desloca para a membrana e se associa com a cyt b558, dando início a 

atividade oxidativa da enzima. Ao ser ativada a NADPH oxidase transfere elétrons de 

NADPH para FAD, que estão associadas ao domínio c-terminal citoplasmático da NOX2, e 

logo em seguida para o O2, transformando em O2
- (Figura 7) (Panday A., et al., 2015).  

A ausência de NOX2 é a principal causa da doença granulomatosa crônica (CGD), que 

gera uma deficiência na produção de ROS deixando o paciente mais susceptível a infecções 

fúngicas e bacteriana (Dan Dunn J., et al., 2015).  
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Figura 7 – Esquema da enzima NADPH oxidase. A subunidade citoplasmática p47phox é fosforilada e se liga 

ao complexo citoplasmático (p40phox, p47phox,  p67phox e RAC)  e por fim se associa à NOX2. A enzima a 

NADPH oxidase é ativada e inicia a transferência elétrons da NADPH para o O2, gerando O2
- (adaptada de 

Panday A., et al., 2015). 

 

A mitocôndria contribui para a geração de ROS através da cadeia respiratória, que é 

responsável pela síntese de ATP por fosforilação oxidativa. Essa fosforilação se dá através da 

oxidação aeróbica do hidrogênio, baseando-se na transferência de elétrons que ocorre na 

cadeia respiratória mitocondrial (Figura 8). O Oxigênio (O2) recebe elétrons através da 

oxidação de NADH pelo complexo I e de succinato pelo complexo II, e se transforma em O2
- 

na matriz mitocondrial, onde rapidamente transformado em peróxido de hidrogênio (H2O2) 

pela SOD2. Os complexos I, II, em condições fisiológicas, são as principais fontes de ROS 

mitocôndial (mtROS), mas também existem outras fontes como o complexo III que recebe 

elétrons da ubiquitinona para a redução do O2, que é liberado na membrana mitocondrial 

interna (Hamanaka, RB. e Chandel, NS., 2010; Dikalov, 2011). Em macrófagos o mtROS 

pode estar envolvido com ação do ROS fora do fagossoma, como por exemplo na infecção 

por Listeria monocytogenes. 

A geração de ROS em células do sistema imune inato está associada à ativação celular 

mediado pelo reconhecimento de PAMPs através de receptores de reconhecimento padrão 

(PPRs), padrões moleculares assosciados a dano (DAMPs) podem ser reconhecido por 

diversos receptors como PPRs, receptor para produtos finais de glicação avançada (RAGE) e 

triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) e  a secreção de citocinas pró-
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inflamatórias como: IL-1β, TNF-α e IFN (InvivoGen, 2011; Schieber, M. e Chandel, NS., 

2014).  

 

 

 

 

Figura 8 – Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial e produção de mtROS. Complexo I e II da 

cadeia respiratória transferem elétrons para o O2 através da oxidação de NADH e do succinato, respectivamente. 

O complexo III produz O2- através da transferência de elétrons da ubiquitinina para o O2. Enquanto o O2
- 

formado na matriz mitocondrial é oxidado pela SOD2 em H2O2 (Dikalov, 2011). 

 

A ação do ROS no controle de patógenos, pode ser direta através da NADPH oxidase, 

presente na membrana do fagossomo, produzindo O2
-, sendo posteriormente convertido em 

outros intermediários como, H2O2, OH- e ácido hipocloroso (HOCl) podendo causar dano 

oxidativo direto ao patógeno (Yang H.C., et al., 2011). 

O ROS produzido pela mitocôndria leva a ativação de PKC, em células epiteliais, 

induzindo a produção de ROS pela NADPH oxidase (Dan Dunn J., et al., 2015). A presença 

de ROS nas células também pode auxiliar na ativação de outras vias de eliminação de 

patógenos. A produção de ROS induzida pela ativação do receptor P2X7 leva a montagem e 

ativação de inflamassoma com consequente secreção de IL-1β (Hewinson J., el al., 2008).  A 

concentração de ROS pode interferir em seu efeito, baixas concentrações de H2O2 tem efeito 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schieber%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24845678
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandel%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24845678
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bacteriostático em Escherichia coli, promovendo dano ao DNA enquanto concentrações mais 

altas desempenham outras ações que culminam na morte bacteriana (Fang F.C., 2011). 

A Listeria monocytogenes é uma bactéria que tem a capacidade de se multiplicar no 

citosol da célula hospedeira e durante a resposta imune contra essa bactéria o reconhecimento 

de IFN-γ ativa o receptor nuclear de estrogênio alfa (ERR-α) que é importante para a 

expressão de genes que codificam a maquinaria da cadeia respiratória, aumentando a 

produção de mtROS, importante para o controle bacteriano (Sonoda J., et al., 2007). Após o 

reconhecimento de Salmonella typhimurium por TLRs houve um aumento de mtROS pela 

translocação do receptor associado ao fator 6 (TRAF6), e a inibição da produção desse ROS 

resultou na diminuição do controle bacteriano (West A.P., Shadel G.S. e Ghosh S., 2011). 

Embora os estudos a cerca da participação de ROS no controle a infecções estejam crescentes, 

os mecanismos anti-toxoplasma por essa via ainda não estão totalmente elucidados.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Dados da literatura demonstram que ROS é um mecanismo importante para o controle de 

infecções contra patógenos intracelulares. Já é descrito que o T. gondii é capaz de modular a 

produção de ROS da célula hospedeira, liberando moléculas antioxidantes para o ambiente 

citoplasmático. 

Conhecendo a importância do receptor P2X7 para o controle da infecção e proteção do 

hospedeiro bem como capacidade induzir a produção de ROS, se faz necessário mais estudos 

para compreender a contribuição de ROS na ação microbicida do receptor P2X7 no contexto 

da toxoplasmose.  

 

 

3 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar o papel da ativação do receptor P2X7 na produção de ROS e seu papel na 

eliminação de T. gondii em macrófagos murinos. 

 

3. 1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

1 - Identificar as fontes de ROS induzidas pela ativação do receptor P2X7 durante a 

infecção por T. gondii; 

2 – Investigar a participação de ROS na atividade antiparasitária induzida pela ativação do 

receptor P2X7;  

3 - Explorar a participação de ROS na secreção de IL-1β induzida pela ativação do 

receptor P2X7 durante a infecção por T. gondii; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Obtenção de Macrófagos Peritoneais 

 

Foram utilizados macrófagos peritoneais de camundongos C57Black/6 selvagens (WT) ou 

knockout para o receptor P2X7 (P2X7 -/-), machos ou fêmeas com 8-12 semanas. Os animais 

foram eutanasiados conforme as normas de bioética na utilização de animais de laboratório do 

Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho – IBCCF (nº do processo: 01200.001568/2013-87). 

Foi realizada a injeção de 6 mL de tampão fosfato-salino (PBS) gelado no peritoneo de cada 

animal, seguido de massagem e aspiração do volume introduzido. O lavado peritoneal foi 

transferido para tubos de 15 mL e então centrifugados a 340 g por 10 minutos, o sobrenadante 

foi descartado e o pellet de células ressuspendido em 1 mL de meio Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM - Invitrogen, EUA). As células foram contadas em hemocitômetro e 

a concentração ajustada para cada experimento especificamente. As células foram mantidas 

por 1 hora a 37 ºC e 5% de CO2 na estufa em atmosfera umidificada (período de adesão 

celular). Após esse período foi realizada a lavagem dos poços com PBS a 37 ºC por 2 vezes, 

para remoção das células não aderentes. A cultura foi mantida em meio DMEM suplementado 

com 10% de soro fetal bovino (SFB – Gibco, EUA) e 1% de penicilina e estreptomicina 100 

U/mL (Sigma - Aldrich, EUA), na estufa por pelo menos 24 h antes dos experimentos.  

 

4.2 Manutenção da Cepa de Toxoplasma (RH) 

 

Os taquizoítas foram mantidos através de passagem na cavidade peritoneal de 

camundongos CF1, não isogênicos, com três semanas de idade. A infecção foi realizada de 

forma intraperitoneal com inóculo de 106 parasitas por camundongo. Para a obtenção dos 

taquizoítos, os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 seguido pelo deslocamento 

cervical, 48 ou 72 horas após infecção. Foi injetado 5 mL de PBS gelado na cavidade 

peritoneal do animal seguido de aspiração. O lavado peritoneal foi transferido para um tubo 

de 15 mL e centrifugado por 5 minutos à 50 g. O sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo de 15 mL e centrifugado por 10 minutos à 1000 g. O pellet foi ressuspendido com 1 mL 

de DMEM e os parasitos quantificados em hemocitômetro, e a concentração ajustada para a 

infecção de acordo com o número de macrófagos utilizados para cada experimento.  
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4.3  Interação Parasito-Hospedeiro 

 

Para a realização dos experimentos, os macrófagos foram infectados na proporção de três 

parasitos para cada célula (MOI 3) e mantidos por 2 horas na estufa a 37 ºC com 5% de CO2 

em atmosfera umidificada. Após o período de interação, a cultura foi levemente lavada com 

PBS à 37ºC, com a intenção de remover os parasitos que não infectaram as células. Em 

seguida foram realizados os tratamentos específicos pertinentes a cada experimento. 

 

 

4.4 Análise da Produção de ROS 

 

4.4.1. Detecção de ROS por Espectrofotometria 

 

A sonda 2’, 7’- diacetato de diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA – ThermoFisher, 

EUA), foi utilizada como indicador para produção de ROS. Os macrófagos foram plaqueados 

em placa de 96 poços negra com fundo transparente, na densidade 2x105 células por poço. 

Após infecção com T. gondii (cepa RH), conforme citado no item 4.3, as células foram 

incubadas com 5 µM da sonda H2DCFDA diluída em Solução Balanceada de Hank´s (HBSS) 

e juntamente pré tratadas ou não com 10 mM de N-acetilcisteína (NAC – pan inibidor de 

ROS), por 30 minutos. Em seguida foram tratadas ou não com 1 mM de ATP ou 100µM de 

H2O2 por 40 minutos. Todas as incubações foram mantidas em estufa a 37 ºC com 5% de CO2 

em atmosfera umidificada. A fluorescência foi detectada em espectrofotômetro "SpectraMax3, 

com excitação a 490 nm e emissão em 520 nm, a uma temperatura 37 ºC. Foram realizadas 

três leituras com intervalo de 10 minutos (tempo 40, 50 e 60 minutos). 

 

4.4.2. Detecção de ROS por microscopia de Fluorescência 

 

A sonda MitoSOX™ Red (ThermoFisher, EUA) detecta a produção de superóxido 

produzido pelas mitocôndrias. Os macrófagos foram plaqueados em placa de 24 poços na 

densidade 2x105 células por poço. Após infecção com T. gondii (cepa RH), conforme citado 

no item 4.3, a cultura foi incubada com 5µM da sonda MitoSOX diluída em HBSS e também 

pré tratada com 1 µM de Rotenona (inibidor do complexo 1 da cadeia transportadora de 

elétrons) por 30 minutos. Em seguida as células serão tratadas com 1 mM de ATP e 100 µM 
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de H2O2 por 30 minutos. Após os tratamentos as células foram lavadas com PBS, e fixadas 

com formaldeído 4% por 30 minutos, lavadas novamente com PBS e incubadas com 2 µg/ml 

de Hoechst 33342 (Invitrogen, EUA) por 5 minutos, em seguida foram lavadas com água 

destilada. As laminas foram montadas com ProLong™ Gold Antifade Mountant (Invitrogen, 

EUA). A fluorescência foi observada por microscopia de fluorescência no microscópio Axio 

Observer- Zeiss. 

 

 

4.5 Análise de Carga Parasitária 

 

Os macrófagos de camundongos C57Black/6 WT ou P2X7-/- foram plaquedas sobre 

lamínula redonda de 13 mm estéril, em placa de 24 poços, em uma densidade de 2x105 células 

por poço. Após infecção com T. gondii (cepa RH), conforme citado no item 4.3, as células 

foram pré tratadas com inibidores de ROS: 10 mM de NAC, 100 nM de Mito-TEMPO (Mito 

– inibidor de mtROS), 1 µM de Rotenona ou 1 µM de Apocinina (inibidor específico da 

NADPH oxidase), por 30 minutos. Em seguida as células foram tratadas ou não com 1mM de 

ATP ou 1ng/mL de IL-1β recombinante, por 30 minutos. Após os tratamentos o meio foi 

trocado e a cultura mantida por 15 horas, totalizando 18 horas de infecção. Após incubação, 

as células foram fixadas com formaldeído a 4% por 30 minutos, em seguida os macrófagos 

foram corados com KIT Panótico Rápido (Laborclin, Brasil) e montados com entelan (Merck, 

EUA) em lâminas de vidro devidamente identificadas. A carga parasitária foi analisada por 

microscopia de luz (Zeiss Primo Star - objetiva de 100x), quantitativa e qualitativamente. A 

análise quantitativa é gerada pelo cálculo da porcentagem de infecção, e a análise qualitativa é 

obtida pelo cálculo do índice de infecção, através das fórmulas abaixo: 

 

 

 

 

 

Onde: Células infectadas (CI); Células totais (CTotais); Parasitos intracelulares (PI) 
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4.6 Análise da Produção de IL-1β – ELISA 

 

As células foram plaqueadas em placa de 96 poços na densidade de 2x105 células por 

poço, e após a infecção com T. gondii (cepa RH), conforme citado no item 4.3, as células 

foram pré-tratadas ou não com 100 nM de Mito-TEMPO (Mito) por 30 minutos, seguido pelo 

tratamento ou não com 1 mM de ATP por 30 minutos. Em seguida o meio foi trocado e as 

células mantidas em cultura por 15 horas, totalizando 18 horas de infecção. Após esse tempo 

foi coletado o sobrenadante da cultura e realizado o ensaio imunoenzimático ELISA para 

avaliar a secreção da citocina IL-1β com kit comercial (kit ELISA R&D Systems, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.7 Análise Estatística 

 

 Foi realizada a análise estatística utilizado o programa GraphPad Prism 5.0, sendo 

empregado teste-T student para as comparações entre dois grupos e ANOVA com pós-teste 

Turkey, para comparações múltiplas dos grupos analisados. Foi considerada diferença 

estatística quando p < 0,05. 

 Para análise de intensidade de fluorescência foi utilizado o programa ImageJ. 
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5 RESULTADOS 

 

5. 1 Ativação do receptor P2X7 induz a produção de ROS, em macrófagos 

murinos, durante a infecção por Toxoplasma gondii. 

 

A ativação do receptor P2X7 tem a produção de ROS como uma de suas vias de 

eliminação de patógenos. A produção de ROS, como mecanismo microbicida, é 

conhecidamente subvertida pelo T. gondii. Com base em estudos prévios e achados do nosso 

grupo,  nos propuzemos a analisar  se o tratamento com ATP, frente a infecção por 

Toxoplasma em macrófagos de camundongos C57Black/6, seria capaz de induzir a producão 

de  ROS.   

Para tal ensaio, macrófagos infectados ou não com T. gondii cepa RH, foram em 

seguida tratados com ATP. As células foram então incubadas com a  sonda H2DCFDA, 

(grupamento cetato é oxidado) e a leitura da flourescencia medida 40 minutos depois do 

tratamento. Foi  possível observar que o tratamento com ATP induziu a produção de ROS 

(Figura 9). Tal producão foi notada tanto em células não infectadas (Figura 9 A) quanto em 

células infectadas (Figura 9 B) com T. gondii. As células também receberam um pré-

tratamento com pan inibidor de ROS, NAC, que se  mostrou capaz de reduzir o efeito do 

ATP. A partir de 50 minutos após o tratamento com ATP a producão de ROS foi 

significativamente maior em relação ao controle não tratado (Figura 9 C).  
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Figura 9 - ATP induz a produção de ROS em células infectadas por T. gondii. Macrófagos peritoneais foram 

infectados (B) ou não (A) com T. gondii (cepa RH) MOI:3 por 2 h. As células foram incubadas com a sonda 

H2DCFDA e inibidor de ROS (NAC 10 mM) por 30 minutos, imediatamente após a infecção. Em seguida as 

células foram tratadas com ATP 1 mM. A fluorescência foi medida com uma excitação de 495 nm e emissão em 

520 nm durante nos tempos de 40 min, 50 min e 60 min. Gráfico da produção de ROS após 50 minutos de 

tratamento com ATP (C). Gráficos apresentam média de 3 experimentos independentes. (*) significativo em 

relação ao controle e (#) significativo em relação ao efeito do tratamento. (*/ #) p < 0,05; (**) p < 0,01; (*** / 

###) p < 0,001. 
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5. 2  ATP induz a produção de ROS mitocondrial em macrófagos murinos 

infectados com T. gondii. 

 

O ROS mitocondrial é essencial para o metabolismo celular, entretanto, tem sido 

atualmente explorado no contexto da resposta imune (Dan Dunn J., et al., 2015).   

Para avaliar se a ativação do receptor P2X7 induz a produção de ROS mitocondrial, os 

macrófagos foram infectados ou não com T. gondii cepa RH, incubadas com a sonda para 

mtROS, MitoSOX (indicador de superóxido), na presença ou ausência de de rotenona, 

(inibidor do complexo I da cadeia respiratória), seguidos pelo tratamento com ATP. 

Como já sugerido na literatura que T. gondii é eficiente em bloquear a produção de 

ROS, em nossos experimentos a infecção foi capaz de diminuir a produção de mtROS basal e 

a produção estimulada por H2O2 na célula hospedeira (Figura 10 A – controle/H2O2). Neste 

contexto o tratamento com ATP foi eficiente em induzir a produção de mtROS tanto em 

células infectadas quanto em células não infectadas (Figura 10). Embora o efeito do 

tratamento com ATP tenha sido positivo em células infectadas com T. gondii e em células não 

infectadas, o uso do inibidor de mtROS (rotenona), reverteu a produção de ROS induzida por 

ATP apenas em células infectadas. Nossos dados indicam que a ativação do receptor P2X7, 

via ATP, é importante para a produção de diferentes fontes de ROS, em células infectadas e 

não infectadas.  
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Figura 10 - ATP induz a produção de mtROS em células infectadas por T. gondii. Micrografia (A) apresenta 

macrófagos peritoneais infectados ou não com T. gondii (cepa RH) MOI:3 por 2 h. As células foram incubadas 

com a sonda MitoSOX (vermelho) juntamente com o inibidor de ROS (Rotenona 1 µM) por 30 minutos após a 

infecção. Em seguida as células foram tratadas com 1 mM de ATP. Após 30 minutos as imagens foram obtidas 

por microscopia de fluorescência, microscópio Zeiss Axio Observer, na objetiva de 100x. Gráfico apresenta 

quantificação da média da intensidade de fluorescência (B). N=1 

+ 
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5. 3 A secreção de IL-1β, durante a infecção por T. gondii é dependente de 

mtROS. 

 

A ativação do receptor P2X7 leva a secreção de IL-1β (Schroder K. e Tschopp J., 

2010). Já tem sido mostrado que camundongos P2X7-/-, durante a fase aguda da infecção 

por T. gondii cepa RH apresenta uma menor produção de IL-1β, quando comparados com 

animais WT (Corrêa, G., et al., 2016). Considerando que a produção de ROS também tem 

sido relacionada com a secreção de IL-1β (Gabelloni M.L., et al., 2013). Nos propusemos a 

investigar a participação de ROS na secreção de IL-1β após a ativação do receptor P2X7, 

durante a infecção por T. gondii.  

Nesse contexto utilizamos macrófagos infectados ou não com T. gondii cepa RH, em 

seguida as células foram incubadas ou não com Mito-TEMPO (Mito) e tratadas com ATP. 

Nossos dados mostram que, durante a infecção por T. gondii, o tratamento com ATP é 

capaz de produzir a secreção de IL-1β. O tratamento com o inibidor de mtROS foi capaz 

de reverter à produção de IL-1β desencadeada por ATP durante a infecção por T. gondii. 

(Figura 15) 

Esses dados sugerem que a ativação do receptor P2X7, durante a infecção por T. 

gondii é importante para a secreção de IL-1β tendo a participação de ROS produzido pela 

mitocôndria. 
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Figura 11 – Secreção de IL-1β, após ativação do receptor P2X7, requer mtROS. Macrófagos peritoneais de 

camundongos C57Black/6 infectados com T. gondii (cepa RH), MOI: 3, por 2 h. As células foram incubadas 

com 100 nM de Mito TEMPO (MITO) por 40 min., e em seguida foram tratadas com 3 mM de ATP. A citocina 

Il-1β foi dosada após 24 h de infecção por ELISA. Gráfico representativo de 3 experimento independentes 

realizados em triplicata.  
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5. 4 O efeito antiparasitário de ATP e IL-1β envolvem a participação de ROS. 

 

 A ativação do receptor P2X7 pelo ATP, ativa diferentes vias de eliminação de patógenos 

intracelulares (Coutinho-Silva, et al., 2007). Dentre esses mecanismos temos a produção de 

ROS, como tem sido observado no presente trabalho, e a secreção de citocinas pró-

inflamatórias como a IL-1β (Hughes, JP., Hatcher, JP., e Chessell, IP., 2007). Foi possível 

observar a secreção de IL-1β durante a fase aguda da infecção por T. gondii (Corrêa, G., et 

al., 2016). 

 Conhecendo que o tratamento com ATP leva a produção de ROS e a secreção de IL-1β, 

fomos investigar a ação desses mediadores inflamatórios durante a infecção por T. gondii e 

verificar se o ROS teria alguma participação no mecanismo de controle. Para tal, macrófagos 

infectados foram tratados com ATP 1 mM ou IL-1β 1 ng/mL, na presença ou ausência do 

pan-inibidor de ROS e após 18 h de infecção a carga parasitária foi avaliada por microscopia 

óptica.  

 Foi possível observar que o tratamento com ATP ou IL-1β recombinante foi capaz de 

reduzir a carga parasitária nos macrófagos (Figura 11 A e B). O mecanismo de controle foi 

mediado por ROS, uma vez que, na presença do pan-inibidor de ROS o efeito dessas duas 

moléculas foi revertido (Figura 11 A e B).  Este dado nos indica que a ação do ATP e do IL-

1β no controle da infecção é depende da produção de ROS. 

Para avaliar se o efeito do tratamento com ATP é dependente do receptor P2X7 fomos 

avaliar a carga parasitária em macrófagos de animais P2X7-/- infectados e tratados com ATP e 

IL-1β recombinante (Figura 11 D e E), onde foi possível observar que o tratamento com ATP 

não teve efeito sobre a carga parasitária, mas o tratamento com IL-1β recombinante se 

mostrou eficaz no controle parasitário, mesmo na ausência do receptor P2X7. Nossos 

resultados apontam que o tratamento com ATP atua de forma dependente do receptor P2X7. 
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Figura 12 - Efeito do tratamento com ATP e IL-1β no controle da infeccao por T. gondii é mediado por 

ROS. Macrófagos peritoneais de camundongos C57Black/6 WT e P2X7-/-, foram infectados com T. gondii (cepa 

RH), MOI: 3, por 2 h. Em seguida foram incubados com 10 mM de NAC por 30 min, e depois tratados com 1 m 

M de ATP ou 1 ng/mL IL-1β recombinante, por 30 min. (A – C) Macrófagos WT(A) Micrografia da cultura. 

Setas indicam células infectadas. Fotos obtidas pelo microscópio Primo Star, Zeiss. (B) Gráfico de índice de 

infecção (C) gráfico de porcentagem de infecção, respectivamente apresentando média e desvio de 3 

experimentos independentes realizados em triplicata. (D e E) Macrófagos P2X7-/-. (D) Gráfico de porcentagem 

de infecção e (E) gráfico de índice de infecção, respectivamente, representativo de 2 experimentos independentes 

em triplicata. Gráficos apresentam média de 3 experimentos independentes. (*) significativo em relação ao 

controle e (#) significativo em relação ao efeito do tratamento (*/ #) p < 0,05; (**/ ##) p < 0,01; (*** / ###) p < 

0,001.  
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5. 5 ATP atua no controle da infecção por T. gondii de forma independente de 

mtROS.  

 

 Sabendo que o efeito da ativação do receptor P2X7 e da citocina IL-1β é dependente de 

ROS, fomos investigar qual seria a fonte específica de ROS, envolvida no mecanismo 

microbicida conduzido pelo receptor P2X7. Para isso, macrófagos infectados com T. gondii 

foram pré-tratados ou não com inibidores específicos de mtROS (Rotenona ou Mito TEMPO) 

por 30 min. Em seguida tratados com ATP, e após 18 h de infecção a carga parasitária foi 

avaliada por microscopia óptica.  

 Como mostrado (Figura 11), o tratamento com ATP ou IL-1 β recombinante reduziu a 

carga parasitária. Interessantemente, observamos que o tratamento com rotenona apresentou 

redução no efeito da IL-1β sobre o controle da carga parasitária. Entretanto, a ação do ATP 

sobre a infecção foi mantida (Figura 12), mostrada na micrografia (Figura 12 A) e 

confirmada pela quantificação de parasito intracelular – índice de infecção (Figura 12 B) e 

pela porcentagem de células infectadas (Figura 12 C).  

 Para confirmar esses dados repetimos o procedimento experimental utilizando outro 

inibidor de mtROS – Mito TEMPO. Foi possível observar que, novamente o efeito da citocina 

IL-1β é revertido, mas o efeito do ATP se manteve (Figura 13 A), confirmado pela 

quantificação do índice de infecção (Figura 13 B) e pela porcentagem de infecção (Figura 13 

C). Esses dados nos apontam que o efeito antiparasitário mediado por ATP via P2X7 é 

independente de mtROS, enquanto a ação microbicida da citocina IL-1β é dependente de 

mtROS.  
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Figura 13 - Efeito do controle da carga parasitária via IL-1β dependente de mtROS. Macrófagos 

peritoneais de camundongos C57Black/6 infectados com T. gondii (cepa RH), MOI: 3, por 2 h. As células foram 

incubadas com 1µM de rotenona por 30 min., e em seguida foram tratadas com 1 mM ATP ou 1 nM IL-1β 

recombinante, por 30 min. (A) Micrografia da cultura. Setas indicam células infectadas. Fotos obtidas pelo 

microscópio Axionplan - Zeiss. (B) Gráfico do índice de infecção e (C) gráfico de porcentagem de infecção. 

Gráfico representativo de 2 experimentos independentes, realizados em triplicata.  
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Figura 14 – Efeito do controle da carga parasitária via IL-1β dependente de mtROS Macrófagos 

peritoneais de camundongos C57Black/6 infectados com T. gondii (cepa RH), MOI: 3, por 2 h. As células foram 

incubadas com 100 nM de mito TEMPO por 30 min., e em seguida foram tratadas com 1 mM ATP ou 1 nM IL-

1β recombinante, por 30 min. (A) Micrografia da cultura. Setas indicam células infectadas. Fotos obtidas pelo 

microscópio Primo Star, Zeiss. (B) Gráfico do índice de infecção e (C) gráfico de porcentagem de infecção, 

apresentando media e desvio de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. Gráficos apresentam 

média de 3 experimentos independentes. (*) significativo em relação ao controle e (#) significativo em relação 

ao efeito do tratamento (*) p < 0,05; (**/ ##) p < 0,01; (*** / ###) p < 0,001.  

 



52 
 

5. 6  NADPH oxidase medeia o efeito antiparasitário induzido por ATP em 

macrófagos infectados por T. gondii.  

 

 Considerando a mitocôndria e a NADPH oxidase as duas principais fontes de ROS em 

fagócitos, fomos analisar qual seria a participação da NADPH oxidase no controle da infecção 

mediado pelo receptor P2X7 uma vez que a participação do mtROS foi descartada nos 

experimentos anteriores.   

 Neste contexto, infectamos macrófagos peritoneais com T. gondii, após infecção foi 

realizado o tratamento com ATP ou IL-1β recombinante. Foi observado um papel importante 

do ATP e de IL-1β no controle da carga parasitária, como já visto anteriormente. Foi 

realizado, também, o tratamento com inibidor específico da NADPH oxidase – apocinina [1 

µM] – para avaliar se o efeito do ATP está ligado com essa enzima. Após o tratamento, foi 

observada a reversão do efeito do ATP no controle da carga parasitária, o que nos indica a 

participação da NADPH oxidase no controle parasitário desencadeado pela ativação do 

receptor P2X7. Curiosamente, o efeito da IL-1β também necessita da NADPH oxidase, como 

foi mostrada pela micrografia (Figura 14 A), e confirmado pela quantificação do índice 

(Figura 14 B) e porcentagem (Figura 14 C) de infecção. 

 Este resultado sugere que a ativação do receptor P2X7 via ATP, atua na eliminação de T. 

gondii, principalmente com a produção de ROS pela enzima NADPH oxidase. 
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Figura 15 - NADPH oxidase participa da ação microbicida induzida por ATP. Macrófagos peritoneais de 

camundongos C57Black/6 infectados com T. gondii (cepa RH), MOI: 3, por 2 h. As células foram incubadas 

com 1 µM de Apocinina por 30 min., e em seguida foram tratadas com 1 mM ATP ou 1 nM IL-1β recombinante, 

por 30 min. (A) Micrografia da cultura. Setas indicam células infectadas. Fotos obtidas pelo microscópio 

Axionplan - Zeiss. (B) Gráfico do índice de infecção e (C) gráfico de porcentagem de infecção, apresentando 

media e desvio de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. (*) significativo em relação ao 

controle e (#) significativo em relação ao efeito do tratamento (*) p < 0,05; (**/ ##) p < 0,01; (*** / ###) p < 

0,001. 
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6 DISCUSSÃO 

O T. gondii é um parasito que apresenta uma alta soroprevalência mundial. Estima-se 

que na América do Sul 40-80% da população esteja infectada, sendo que o Brasil 

apresenta uma soroprevalência de mais de 60%, com a presença de cepas atípicas 

causando doenças em pacientes imunocompetentes (Pappas, Roussos e Falagas, 2009). 

Durante a entrada na célula hospedeira o Toxoplasma é capaz de alterar a resposta do 

hospedeiro a fim de estabelecer a infecção. A modulação do hospedeiro envolve o 

bloqueio da fusão do lisossomo ao vacúolo parasitóforo, alteração da produção de 

citocinas e o bloquei da resposta antioxidante, a fim de se livrar dos mecanismos 

microbicidas da célula hospedeira (Kwok, LY., et al., 2004; Hunter e Sibley, 2012). As 

moléculas do parasito auxiliam na modulação do hospedeiro são bem conhecidas, 

destacando-se a ROP-16, ROP-18, ROP-2 e as enzimas antioxidantes como TgSOD2 e 

TgPrx1 (Kwok, LY., et al., 2004; Khaminets A., et al., 2010; Butcher BA., et al., 2011). 

A ativação do receptor P2X7 tem se mostrado um importante mecanismo de defesa 

contra o Toxoplasma, tanto em humanos, quanto em camundongos. Nosso grupo mostrou 

que macrófagos peritoneais de Balb/c, o tratamento com ATP leva a produção de ROS 

(Correa, G., et al., 2010). O perfil inflamatório de células derivadas de Balb/c está 

relacionado com um perfil Th2 com baixos níveis de IFN-γ e altos níveis de IL-4, 

associado a um perfil anti-inflamatório, já camundongos C57Black/6 apresentam um 

perfil inflamatório Th1, gerando uma maior produção de IL-12 e IFN-γ (Watanabe, H., et 

al., 2004). No nosso trabalho avaliamos esse efeito em macrófagos de camundongos 

C57Black/6 WT e P2X7-/-, visto que o perfil inflamatório desse camundongo está 

diretamente relacionado à resposta imune importante para o controle da infecção por T. 

gondii (Dupont, C., Christian, D. e Hunter., C., 2012). Vimos que os macrófagos de 

C57Black/6 respondem ao ATP produzindo ROS de diferentes fontes, mesmo após a 

infecção.  

As formas infectivas do T. gondii apresentam diferenças metabólicas. Os taquizoítos 

se replicam rapidamente sendo capazes de gerar energia para sua sobrevivência através do 

ciclo dos ácidos tricarboxílicos e cadeia respiratória (Vercesi A.E., et al., 1998). Já os 

bradizoítos apresentam apenas a via glicolítica (Denton H., et al., 1996). Porém essas vias 

de obtenção de energia são incompletas, sendo necessária a ligação do VP com a 

mitocôndria e o retículo endoplasmático da célula hospedeira, a fim de obter moléculas 

importantes como ATP, para seu desenvolvimento (Oliveira H.C., 2014). Nossos dados 
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mostraram que o Toxoplasma foi capaz de modular negativamente a produção basal de 

ROS mitocondrial, esse efeito pode estar relacionado com a íntima ligação entre o vacúolo 

parasitóforo à mitocôndria. 

O receptor P2X7 é capaz de ativar diferentes vias inflamatórias como produção de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e IL-18), fusão lisossomal, apoptose e produção de 

ROS (Miller, CM., et al., 2011). A ativação do P2X7 tem se mostrado importante durante 

a infecção por T. gondii tanto em humanos quanto em camundongos (Correa, et al., 2010; 

Lees, MP., et al., 2010).  Experimentos in vitro mostram que o tratamento com ATP é 

capaz de controlar a proliferação de Toxoplasma, tendo a participação do receptor P2X7 

(Correa, et al., 2010).  Nossos dados mostram que macrófagos peritoneais de 

camundongos C57Black/6 WT, após o tratamento com ATP são capazes de controlar a 

carga parasitária, durante a infecção por T. gondii. Entretanto, macrófagos de animais 

P2X7-/- não são capazes de responder ao tratamento com ATP, mostrando que o efeito 

antiparasitário desencadeado por ATP é via ativação do receptor P2X7. 

Durante a infecção por Leishmania, a ativação do receptor P2X7 gera a produção 

de ROS, e esse mecanismo pode estar envolvido no controle da carga parasitária 

(Coutinho-Silva R., et al., 2009). A ativação do receptor P2X7 é capaz de reforçar os 

mecanismos microbicidas da célula hospedeira não permitindo o escape do T. gondii da 

fusão lisossomal, acidificação do vacúolo parasitóforo e produção de ROS (Correa G., et 

al., 2010).  

O aumento da produção de ROS na célula hospedeira leva a destruição e morte do 

T. gondii (Portes, J.A., et al., 2015). No nosso trabalho observamos que o efeito da 

ativação do receptor P2X7 no controle da carga parasitária envolve ROS produzido pela 

ativação da NADPH oxidase, e que o efeito de mtROS é importante de forma indireta, 

pois medeia a secreção e concomitantemente com o efeito microbicida da citocina IL-1β, 

após a ativação de P2X7, revisado por Schroder K. e Tschopp J., 2010 e confirmada em 

nossos resultados. 

 No contexto da infecção por Porphyromonas gingivalis, o receptor P2X7 induz a 

ativação e caspase-1 e secreção de IL-1β (Almeida-da-Silva C.L.C., et al., 2016). Durante 

a fase aguda da infecção por T. gondii, a presença do receptor P2X7 se mostrou 

importante para o controle da infecção e produção de IL-1β (Corrêa, G., et al., 2016).  

Além da ativação do receptor P2X7, a produção de ROS por diferentes fontes, também 

tem se mostrado importante para a secreção de IL-1β por células fagocíticas (Hamanaka 

R.B. e Chandel N.S., 2010; Gabelloni M.L, 2013). Nosso trabalho mostrou que a ativação 
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do receptor P2X7, no contexto da infecção por T. gondii induz a secreção de IL-1β 

durante a infecção, sendo dependente de ROS mitocôndrial. 

 

7 CONCLUSÃO 

Nosso trabalho conclui que a ativação do receptor P2X7 é importante para o controle 

da infecção por T. gondii através da produção de distintas fontes de ROS. Nossos 

resultados indicam que ATP atua diretamente na redução da carga parasitaria, através da 

produção de ROS pela NADPH oxidase. Já o mtROS participa da secreção de IL-1β 

induzida pela ativação do receptor P2X7 (Figura 16). 

A citocina IL-1β secretada após ativação do receptor P2X7 desencadeia outro 

mecanismo de eliminação de Toxoplasma, reduzindo a carga parasitária em macrófagos 

murinos via ROS da NADPH oxidase e mtROS.   

 

 

 

Figura 16 – Mecanismo proposto para o controle da infecção mediado pelo receptor P2X7. A ativação do 

receptor P2X7 via ATP, gera produção de ROS que culmina na morte do parasita e ativação de inflamassoma 

NLRP3, com consequente secreção de IL-1β, que ao ser reconhecida pelo seu receptor, induz a morte do parasito 

via mtROS (Adaptada de: Moreira-Souza A.C.A., et al., 2017) 
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8 PERSPECTIVAS  

 

 Explorar a participação de ROS da NADPH oxidase no efeito antiparasitário do receptor 

P2X7 em macrófagos de animais knockout para GP91 (NOX2), (subunidade principal da 

NADPH oxidase); 

 Avaliar a expressão das subunidades p67phox e p47phox em macrófagos infectados com T. 

gondii, após ativação do receptor P2X7; 

 Analisar a participação de distintas fontes de ROS na secreção de IL-1β induzida pela 

ativação do receptor P2X7, em macrófagos infectados com T. gondii; 

 Avaliar se ocorre a participação de ROS na fusão lisossomal induzida pela ativação do 

receptor P2X7, em macrófagos infectados com T. gondii; 

 Avaliar a participação de ROS na fusão lisossomal induzida pela ativação do receptor 

P2X7, em macrófagos de camundongos knockout para o receptor de IL-1 (IL-1r-/-) 

infectados com T. gondii. 
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de monografia. 
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1.1 Ros Production and IL-1β Secretion Mediates Toxoplasma Elimination After 

P2X7 Activation. (II Internacional Congress of Purinergic Signalling in South 

América, 2015 / XXXVII Jornada Giulio Massarani de Iniciação Científica, 

Tecnologia, Artística e Cultural da UFRJ, 2015 / XXI Semana de Microbiologia e 

Imunologia - UFRJ, 2015). 

1.2 Mitochondrial ROS: Its Importance in the Elimination of T. gondii due Activation 

of P2X7 Receptor. (VI Brazilian Purine Club Meeting, 2016). 

1.3 NADPH-Oxidase is the Mein Souce of ROS Induced by P2X7 Receptor 

Activation in Toxoplasma gondii Infected Macrophage. (XLI Congress of the 

Brazilian Society of Immunology, 2016). 

1.4 Ros: Sua Importância na Eliminação de T. gondii Após a Ativação do Receptor 

P2X7 (XXXVIII Jornada Giulio Massarani de Iniciação Científica, Tecnologia, 
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1.5 P2X7 Receptor Control Toxoplasma gondii Infection Through ROS from 

NADPH-oxidase. (VII Brazilian Purine Club Meeting, 2017). 

1.6 NADPH Oxidase Participa do Controle da Infecção por Toxoplasma gondii, 
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