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XAVIER-JUNIOR, J. T. Avaliação do papel de moléculas purinérgicas P2X7 e CD39 em 

resposta ao Trypanosoma cruzi na fase aguda de infecção cardíaca. 2021. Dissertação 

(Mestrado Departamento de Imunologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

A doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, é uma importante causa 

de miocardite aguda e cardiomiopatia crônica no mundo. T cruzi é capaz de 

infectar e se replicar em diversos tipos celulares, podendo levar à morte celular 

por necrose, liberando sinais de perigo, como o ATP. O ATP extracelular pode 

ser reconhecido pelo canal iônico P2X7, podendo assim atuar na ativação 

celular. No entanto, a superestimulação deste receptor pode levar à morte celular 

por piroptose ou necrose. Entretanto, a ectonucleotidase CD39 é capaz de 

hidrolizar ATP em ADP e AMP, controlando os níveis de ATP extracelular. Desta 

forma, neste trabalho avaliamos o papel do P2X7 e CD39 no coração durante a 

fase aguda da infecção por T. cruzi. Camundongos C57BL/6 foram infectados e 

foi observado um aumento no número de células com expressão de P2X7 e 

CD39, assim como dos transcritos para P2rx7, no coração dos animais 

infectados. Animais P2rx7-/- infectados não apresentaram diferenças no peso 

corporal, parasitemia sanguínea, peso do coração e infiltrado celular no tecido 

cardíaco quando comparados com animais C57BL/6 infectados. Entretanto, foi 

observado aumento nos transcritos de DNA satélite T.c. 18s de T. cruzi, assim 

como de mRNA para IL-10 no coração de animais P2rx7-/- infectados. Junto a 

isto, foi observada diminuição nos transcritos de IL-6 e IFN-γ no coração destes 

animais. Além disto, na análise proteica, o coração de animais P2rx7-/- infectados 

apresentou redução nos níveis de IFN-γ e IL-1β e aumento de IL-10 e IL-12p70 

quando comparados com C57BL/6 igualmente infectados, indicando que células 

efetoras do sistema imune, como macrófagos, monócitos e linfócitos podem 

estar menos responsivas a infecção por T. cruzi no tecido cardíaco destes 

animais. Não foram observadas diferenças significativas na ativação de linfócitos 

ou polarização de macrófagos M1 e M2. Animais CD39-/- não apresentaram 

diferenças no peso, mas foi observado aumento na parasitemia sanguínea no 

dia 6 de infecção, assim como aumentos de DNA satélite de T. cruzi no coração 

destes animais quando comparados com animais C57BL/6 infectados. Além 

disso, foi encontrado um número maior de células CD45+ no coração dos animais 

CD39-/- infectados, bem como de células T CD4+ e CD8+, assim como de 



 

monócitos inflamatórios Ly6ChiLy6G- quando comparados com animais C57BL/6 

infectados. Estes dados sugerem que a molécula P2X7 pode desempenhar 

papel na ativação de macrófagos e sua ausência pode culminar no possível 

agravamento do parasitismo cardíaco. Ainda, CD39 provavelmente atua no 

controle da resposta inflamatória no tecido cardíaco, uma vez que sua ausência, 

a princípio, parece estar agravando o quadro da doença na fase aguda.  

Palavras-chave: ATP, P2X7, CD39, sinalização purinérgica, Trypanosoma 

cruzi, doença de Chagas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

XAVIER-JUNIOR, J. T. Evaluation of the role of P2X7 and CD39 purinergic molecules in 

response to Trypanosoma cruzi in the acute phase of cardiac infection. 2021. Thesis 

(Master degree Immunology Department) – Biomedical Sciences Institute, University of 

São Paulo, São Paulo, 2021. 

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is an important cause of acute 

and chronic cardiomyopathy worldwide. T. cruzi is capable of infecting and 

replicating in several cell types, which can lead to cell death by necrosis, 

releasing danger signals such as ATP. The extracellular ATP can be recognized 

by the P2X7 ion channel, thus being able to act in cell activation. However, 

overstimulation of this receptor can lead to cell death by pyroptosis or necrosis. 

In the other hand, the CD39 ectonucleotidase hydrolyzes ATP to ADP and AMP, 

controlling the extracellular ATP levels. Considering that in the heart of T.cruzi-

infected C57BL/6 mice we observed an increase in the number of cells 

expressing P2X7 and CD39, as well as in the level of P2rx7 transcripts, in this 

work we evaluated the role of P2X7 and CD39 in the heart during an acute phase 

of infection by T. cruzi. P2rx7-/- infected animals showed no differences in body 

weight, blood parasitemia, heart weight and cellular infiltrate in the cardiac tissue 

when compared to C57BL/6 infected animals. However, an increase in T.c. 18s 

satellite DNA of T. cruzi and IL-10 mRNA transcripts, as well as a decrease in IL-

6 and IFN-γ transcripts, was observed in the heart of the infected P2rx7-/- animals. 

Furthermore, in the protein analysis, the heart of T. cruzi-infected P2rx7-/- animals 

presented a reduction in the levels of IFN-γ and IL-1β and an increase in IL-10 

and IL-12p70 when compared to C57BL/6 equally infected, indicating that in the 

cardiac tissue of P2rx7-/- mice, the effector cells of the immune system, such as 

macrophages, monocytes and lymphocytes, are less responsive to T. cruzi 

infection. However, no significant differences were observed in lymphocyte 

activation or macrophage polarization to M1 and M2. CD39-/- animals displayed 

no differences in weight, but an increase in blood parasitemia was observed on 

day 6 of infection, as well as increases in T. cruzi satellite DNA in the heart of 

these animals when compared to infected C57BL/6 animals. Furthermore, a 

higher number of CD45+ cells was found in the heart of CD39-/- infected animals, 

as well as increases in CD4+ and CD8+ T cells, and in Ly6ChiLy6G- inflammatory 

monocytes when compared to C57BL/6 infected animals. The data obtained 

suggest that the P2X7 molecule plays a role in macrophage activation, and its 



 

absence may culminate in the possible worsening of the disease. Furthermore, 

CD39 probably acts to control the exacerbation of the inflammatory response in 

the cardiac tissue, since its absence aggravates the disease picture in the acute 

phase. 

Key words: ATP, P2X7, CD39, purinergic signaling, Trypanosoma cruzi, Chagas 

disease. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1. Doença de Chagas 

A doença de Chagas é uma zoonose causada pelo protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi e constitui um grave problema socioeconômico e de saúde 

pública, principalmente no continente americano, englobando 21 países da 

américa central, norte e sul. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima a 

existência de seis a sete milhões de pessoas cronicamente infectadas por T. 

cruzi no mundo (WHO, 2020), levando a óbito cerca de 12.500 pessoas 

anualmente. No Brasil, estima-se que cerca de 1,9 a 4,6 milhões de pessoas 

estejam infectadas (MSF, 2018), onde entre 1999 e 2007, estima-se que a 

doença causou cerca de cinquenta e três mil mortes (Martins-Melo et al., 2012). 

A doença de Chagas continua sendo uma zoonose negligenciada, além de ser 

uma das causas de miocardite aguda e cardiomiopatia crônica em áreas 

endêmicas da América Latina (Barbosa et al., 2015).  

A transmissão do T. cruzi é mediada principalmente por insetos vetores 

hematófagos da subfamília Triatominea (Reduviidae). O parasito, que se 

encontra e replica no intestino do inseto, pode infectar um mamífero após a 

picada deste. Isto ocorre porque o inseto libera o parasito em suas fezes próximo 

a ferida causada pela picada e, ao coçar, o indivíduo pode colocar as fezes do 

inseto em contato com a ferida e assim ser infectado pelo parasito. Além desta 

forma canônica de transmissão, há outras formas de infecção, tais como 

transmissão oral por alimentos contaminados, transplante de órgãos, 

transmissão vertical da mãe para o feto ou acidentes laboratoriais (CDC, 2021). 

Após a infecção por T. cruzi, e período de incubação, inicia-se a fase 

aguda, normalmente assintomática, com duração de aproximadamente dois 

meses. Contudo, cerca de 2% dos infectados morrem devido à miocardite ou 

meningo-encefalite aguda. Nesta fase, podem ser observados números 

elevados de parasitos na corrente sanguínea e nos tecidos, o que promove uma 

resposta imune expressiva, com produção de altos níveis de citocinas e ativação 

de linfócitos T e B (Junqueira et al., 2010 e Rodrigues et al., 2011). Apesar de 

bastante efetiva, a resposta imune ao T. cruzi não elimina por completo a 

presença do parasito, em tal forma que um pequeno número de parasitos poderá 

ser detectado no sangue e alguns tecidos por toda a vida do hospedeiro. Cerca 

de 60-70% dos indivíduos na fase crônica são assintomáticos, enquanto que os 
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30-40% restantes manifestam cardiomiopatia, e/ou problemas digestivos por 

conta do desenvolvimento de megacólon ou megaesôfago (Machado et al., 

2012).  

1.2. Ciclo de vida do T. cruzi 

O ciclo de vida do parasito é complexo, envolvendo hospedeiros mamíferos e 

vetores insetos. O T. cruzi apresenta, basicamente, quatro estágios de vida, 

sendo: epimastigota, trypomastigota metacíclico, amastigota e trypomastigota 

sanguícola. A fase epimastigota é uma fase de replicação no intestino do inseto 

vetor, isto é, antes da infecção do hospedeiro vertebrado. Ainda no intestino do 

inseto vetor, o T. cruzi se diferencia para o estágio trypomastigota metacíclico, 

sendo esta uma fase com capacidade infectiva, mas não replicativa do parasito, 

liberada nas fezes do vetor. Ao atingir a corrente sanguínea do homem e outros 

mamíferos, os trypomastigotas metaciclicos podem infectar diferentes tipos 

celulares, como macrófagos e células musculares, e dessa forma se diferenciar 

em amastigotas intracelulares, estágio de alta replicação parasitária por fissão 

binária. Após a replicação, amastigotas se diferenciam em trypomastigotas 

sanguícolas e rompem a célula infectada, podendo infectar novas células e 

prosseguir na sua expansão por repetidos ciclos. Eventualmente, após a sucção 

sanguínea do hospedeiro vertebrado pelo inseto vetor, os tripomastigotas 

poderão chegar ao intestino deste. (CDC, 2021) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de vida do parasito hemiflagelado T. cruzi. O inseto vetor 

hematófago, ao picar o hospedeiro vertebrado, libera em suas fezes a fase 

trypomastigota metacíclico do parasito. Desta forma, o parasito é capaz de infectar 

células do hospedeiro no local lesado ou regiões de mucosa, dependendo do local da 

picada. Ao infectar estas células, o parasito se diferencia em amastigotas intracelulares, 

que se replicam por fissão binária. Após a replicação, o parasito se diferencia em 

trypomastigostas e rompem a célula infectada, podendo infectar novas células ou 

eventualmente voltar ao intestino do inseto, pela sucção do sangue do animal 

vertebrado por este. No intestino do inseto o parasito se diferencia em epimastigotas, 

fase replicante, e ao tomar a porção terminal do intestino do inseto, se diferenciam em 

trypomastigotas metacíclicos podendo infectar novos hospedeiros vertebrados (CDC, 

2021).  

1.3. Cardiomiopatia chagásica 

Passada a fase aguda, uma fração considerável das pessoas infectadas 

pelo T. cruzi apresenta comprometimento cardíaco ou digestivo, e raramente 

ambos, sendo que o quadro mais devastador é a cardiomiopatia chagásica 

crônica (CCC) (Marin-Neto, 2007). Esta complicação resulta em uma relevante 

taxa de mortalidade por conta do desenvolvimento de arritmias e insuficiência 

cardíaca congestiva (Research Priorities for Chagas Disease, 2012).  
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No modelo experimental murino a miocardite aguda é uma manifestação 

comum da infecção pelo T. cruzi. Esta patologia decorre da invasão do tecido 

cardíaco pelo parasita num período no qual a resposta imune T. cruzi-específica 

é incipiente e os níveis de parasitemia elevados. Ainda, em determinadas 

linhagens de camundongos infectados por parasitas de algumas cepas, os 

animais mostram lesões cardíacas crônicas, que se assemelham, a nível 

histopatológico, ao quadro de CCC humano (Marinho et al., 2004).  

A causa da CCC humana, assim como da murina, é ainda desconhecida. 

Embora originalmente considerada o resultado de uma reação autoimune, pelo 

fato de a intensidade de resposta na fase crônica não ser proporcional aos níveis 

de T. cruzi encontrados no coração (Cunha-Neto et al.,1995 e Biolo et al., 2010), 

dados obtidos de pacientes chagásicos e camundongos cronicamente infectados 

sugerem que a patologia cardíaca crônica está relacionada à persistência do 

parasita no tecido cardíaco. Neste contexto, o desenvolvimento das lesões 

resulta não somente da destruição celular causada pelo parasita, mas também 

da ação do infiltrado inflamatório destinado à eliminação deste (Rassi, 2012). 

Desta forma, apesar de uma contribuição da autoimunidade não ter sido 

totalmente descartada, o problema central da CCC parece ser a persistência de 

T. cruzi no tecido cardíaco (Jones et al.,1993 e Tarleton, 2001). 

1.4. Resposta imune sistêmica e cardíaca contra o T. cruzi 

No individuo infectado, o reconhecimento e resposta ao T. cruzi depende 

da imunidade inata e adquirida. Macrófagos e células dendríticas reconhecem o 

parasito por TLRs 2,4 e 6 extracelulares, bem como TLRs 7 e 9 intracelulares e 

produzem citocinas como IL-12 e TNF-α. A IL-12 induz polarização de Linfócitos 

CD4+ Th0 para Th1 e ativam células natural killer (NK), sendo duas das principais 

células produtoras de IFN-γ (Andrade et al., 2014). Os macrófagos também 

participam na destruição do T. cruzi intracelular principalmente após serem 

polarizados em perfil pró-inflamatório (M1) pelo IFN-y produzido pelos linfócitos 

T e células NK, e assim produzir espécies reativas de oxigênio (ROS) e óxido 

nítrico (NO) (Figura 2) (Abrahamsohn, 1998). Uma vez instaurada a resposta 

adquirida específica, anticorpos IgG produzidos por células B desempenham um 

papel fundamental na remoção das formas extracelulares do T. cruzi. Células 

TCD8+ T. cruzi-específicas são fundamentais e importantes na detecção e 
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destruição das células infectadas pelo parasito (Figura 2) (Marinho et al., 2007), 

e, como indicado acima, células T CD4+ e CD8+ otimizam a atividade tripanocida 

dos macrófagos através da produção de IFN-y (Marinho et al., 2009).  

 

Figura 2. Resposta imune ao T. cruzi. A resposta imune contra o parasito se dá 

inicialmente pela imunidade inata, com ativação de macrófagos que são capazes de 

reconhecer padrões de patógenos (PAMPs) do parasito e responder ao mesmo com 

produção de citocínas como IL-12, TNF-a e IFN-y, bem como moléculas efetoras como 

espécies reativas de nitrogênio (RNI), que auxiliam no controle tissular do crescimento 

parasitário no tecido. Paralelamente, células apresentadoras de antígeno como 

macrófagos e células dendríticas migram para órgãos linfoides e dão início a resposta 

imune adaptativa, como ativação de linfócitos T CD4+ e CD8+, assim como linfócitos B 

que diferenciam em células plasmáticas. A ativação de células T CD4+ e CD8+ auxilia 

na polarização microbicida de macrófagos, capaz de controlar o crescimento parasitário. 

Junto a isto, células T CD8+ auxiliam na eliminação de células infectadas pelo parasito 

pela liberação de perforinas e granzimas nestas células. Por outro lado, células 

plasmáticas passam por estágio de maturação para produção de anticorpos 

opsonizantes e neutralizantes para auxiliar na eliminação do parasito (Andrade et al., 

2014). 

Os mecanismos imunes acima citados também operam no coração 

infectado pelo T. cruzi, uma vez que além dos macrófagos residentes, moléculas 

solúveis, tais como anticorpos, assim como células mieloides e linfoides ganham 

acesso ao coração inflamado. Entretanto, a participação das células estruturais 

cardíacas (cardiomiócitos, fibroblastos, assim como células endoteliais e da 

musculatura lisa dos vasos) na infecção pelo parasita não é bem elucidada, 

exceto o fato de serem alvos da invasão, ou agirem promovendo as modificações 

vasculares que permitem o recrutamento celular, ou a reconstrução do tecido 
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lesado. Diversos grupos de pesquisa têm avaliado a resposta in vitro ao T. cruzi 

por cardiomiócitos isolados de camundongos neonatos, destacando-se a 

produção de citocinas e quimiocinas (Machado et al., 2000; Goldenberg et al., 

2009). Além disto, em relação a estudos in vivo, o nosso grupo de pesquisa 

mostrou recentemente que os cardiomiócitos, principais vítimas na CCC, 

também contribuem in vivo à resposta imune cardíaca contra o parasito. Assim, 

no animal infectado pelo T. cruzi por um período de 10-30 dias foi observado que 

os cardiomiócitos são ativados através de receptores que utilizam o adaptador 

MyD88, sinalização que resulta em aumento significativo da produção local de 

quimiocinas e citocinas (Santana et al., 2018).  

1.5. Os receptores purinérgicos 

ATP é uma molécula altamente energética, utilizada pelas células em 

suas atividades de manutenção e sinalização intracelular (Joyce et al., 1995), 

síntese de ácidos nucléicos (Beuning e Karin, 2000) e neurotransmissão 

(Larsson et al., 2011). Entretanto, em microambiente de dano tecidual, onde 

ocorre morte celular por necrose, há extravasamento de conteúdo intracelular e, 

consequentemente, alta concentração de ATP extracelular (Seminario-Vidal et 

al., 2009), um mediador classificado como DAMP que ativa diversas células 

através de receptores purinérgicos, como o P2X7. 

Descritos originalmente no sistema nervoso (Burnstock, 1976), os 

receptores purinérgicos, receptores que respondem a purinas tais como ATP e 

adenosina, podem ser classificados em 2 grupos, P1 e P2 (Burnstock, 1978). O 

grupo P1 reconhece basicamente a molécula adenosina, produto derivado da 

hidrólise de ATP por proteínas ectonucleotidases CD39 e CD73. O grupo P2 

inclui os receptores P2Y, que são receptores acoplados a proteína G, e os P2X, 

que são canais iônicos e compreendem  receptores que vão de P2X1 a P2X7 

(Dubyak et al., 2007). O P2X7 é amplamente expresso em diversos tipos 

celulares. Assim, no coração, este receptor é expresso por diferentes células, o 

que inclui cardiomiócitos, células epiteliais e musculares dos vasos e 

fibroblastos, assim como células residentes do sistema imune (Barth et al., 2010; 

Pfleger et al., 2012; Mazzola et al., 2008; Cosentino et al., 2012). 

Na inflamação, o ATP extracelular que se liga ao P2X7 funciona como 

segundo sinal para ativação de inflamassoma NLRP3, o que leva a produção de 
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ROS e citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-18 e outras citocinas via 

ativação do fator de transcrição NFκB, potencializando a resposta imune local 

(Di Virgilio et al., 2017). Entretanto, em um microambiente de morte celular 

exacerbada, o acumulo de ATP extracelular pode, através do P2X7, ativar o 

canal iônico panexina e liberar altas concentrações de ATP da própria célula que 

está sendo ativada (Boyce et al., 2017). Esta liberação de ATP pode levar a 

exaustão mitocondrial, produção de ROS, desbalanço iônico e consequente 

morte celular, o que gera mais DAMPs e pode levar a uma piora na resposta 

inflamatória (Savio et al., 2018; Zhang et al., 2018). 

1.6. P2X7 na infecção por T. cruzi 

O receptor P2X7 é largamente estudado em infecções virais, bacterianas 

e parasitarias, assim como em doenças autoimunes e câncer (Di Virgilio, 2017). 

Em nosso laboratório, Sales e colaboradores mostraram que, na infecção por 

Plasmodium chabaudi, o direcionamento da resposta imune para perfil Th1 está 

relacionado com a ativação do P2X7R nas células T CD4+ parasito-específicas 

(Salles et al., 2017). Ainda, na infecção murina causada por Mycobacterium 

tuberculosis de alta virulência, a sinalização por P2X7 determina um aumento da 

patologia no pulmão, assim como maior infiltrado leucocitário, uma vez que há 

maior sinalização e recrutamento celular pelas células residentes do tecido 

(Amaral et al., 2014). 

Poucos trabalhos têm abordado o papel do P2X7 na infecção pelo T. cruzi. 

No modelo murino de infecção foi originalmente descrito o envolvimento do P2X7 

na morte dos timócitos CD4+CD8+ na fase aguda. Timócitos provenientes de 

camundongos infectados se mostraram mais susceptíveis ao ATP extracelular 

que aqueles de animais não infectados, fenômeno que ocorreria pela abertura 

de poros na membrana celular (Mantuano-Barradas et al., 2003). No entanto, em 

um trabalho posterior do mesmo grupo, utilizando camundongos P2rx7-/- na 

infecção pelo T. cruzi, não foi possível reproduzir os resultados in vitro 

observados acima, e ainda, observou-se que a ausência do P2X7 não resulta 

em mudança significativa na curva de parasitemia ou na atrofia tímica, levando 

a conclusão de que o P2X7 pode estar envolvido neste processo, mas não 

exerce papel principal (Cascabulho et al., 2008). Em outro trabalho foi mostrado 

que o P2X7 é ativado nos mastócitos que infiltram o tecido cardíaco do 
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camundongo infectado pelo T. cruzi, mas o P2X7 não foi o principal indutor de 

morte destas células (Meuser-Batista et al., 2011).  

1.7. As ecotnucleotidases, hidrolases de ATP 

Ectonucleosídeo trifosfato hidrolases (Entpds) são ectoenzimas capazes 

de hidrolisar e controlar os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares.  

Estas proteínas transmembrana são encontradas em diversos tipos celulares e 

participam de variados processos fisiológicos, como fluxo sanguíneo, ativação e 

recrutamento celular (Burnstock, 2018). Das 7 ectonucleotidases conhecidas 

(Entpd 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8), a Entpd1 ou CD39 é amplamente estudada por sua 

capacidade particular de hidrolisar ATP em ADP + Pi e ADP em AMP + Pi. Junto 

a isto, a ecto-5’-nucleotidase ou CD73 é capaz de hidrolisar AMP em adenosina 

+ Pi. Mutuamente estas duas proteínas são capazes de controlar os níveis de 

ATP extracelular pela geração de adenosina (Burnstock, 2018). A adenosina, 

produto formado da hidrólise do ATP, ativa receptores P1. Receptores P1 são 

receptores acoplados a proteína G e são subdivididos em A1, A2A, A2B e A3. A 

sinalização via receptores P1 medeia atividades cardiovasculares e no sistema 

nervoso central. A sinalização via adenosina aumenta a atividade de células Treg 

que por sua vez suprimem a atividade de células T efetoras e atividade pró 

inflamatória de células mieloides (Antonioli et al., 2019). Por este fato, o uso de 

bloqueadores de ectonucleotidases e receptores de adenosina como tratamento 

adjuvante tem sido proposto para tratamento de diferentes tipos de tumores (Sek 

et al., 2018).  

Em doenças infecciosas, Amaral e colaboradores demonstraram que o 

uso de antagonista de receptores de adenosina aumenta o número de células T 

efetoras CD69+, bem como produção de IFN-γ no pulmão de animais infectados 

por M. tuberculosis (Amaral et al., 2019). Na infecção por T. cruzi, Ponce e 

colaboradores propuseram que o tratamento de animais com inibidores da 

atividade de CD73 promove aumento de macrófagos inflamatórios infiltrantes no 

coração dos animais infectados, bem como aumento de citocinas pró-

inflamatórias, o que auxiliaria na resolução da doença (Ponce et al., 2016).  

Neste contexto, o esclarecimento do papel do ATP, que sinaliza via P2X7, 

na patologia cardíaca aguda decorrente da infecção pelo T. cruzi é assunto de 
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grande importância. Isto se dá pelo fato do ATP estar envolvido na ativação 

celular e produção de citocinas cruciais na resposta a infecções como M. 

tuberculosis e P. chabaudi, tendo possível papel também na patologia cardíaca 

durante a infecção por T. cruzi. 
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2.1. Objetivo geral 

Compreender o papel do receptor P2X7 e da ectonucleotidase CD39 no 

coração de camundongos durante a fase aguda de infecção por T. cruzi 

2.2. Objetivos específicos 

o Avaliar a expressão de P2X7 e ectonucleotidases CD39 e CD73 na 

população de células cardíacas de camundongos; 

o Avaliar a expressão de P2X7 e ectonucleotidases CD39 e CD73 na 

população de células cardíacas após infecção por T. cruzi; 

o Avaliar o fenótipo cardíaco e infiltrado inflamatório em animais P2rx7-/-; 

o Avaliar a ativação de células imunes no coração de animais P2rx7-/- após 

infecção por T. cruzi; 

o Gerar um modelo Cre-lox de estudo de P2X7 especificamente em 

cardiomiócitos; 

o Avaliar o fenótipo cardíaco e infiltrado inflamatório em animais CD39-/-. 
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3.1. Uso de animais e comitê de ética 

Camundongos C57BL/6, MerCreMer+/+, P2rx7fl+/+, P2X7-/- e CD39-/-, todos 

com background C57BL/6, foram fornecidos pelo biotério do Departamento de 

Imunologia do ICB-USP. Todos os procedimentos experimentais seguiram o 

regulamento nacional de diretrizes éticas para a experimentação e bem-estar 

dos camundongos do Conselho Nacional de Saúde e Experimentação Animal do 

Colégio Brasileiro (COBEA). Além disso, os protocolos foram aprovados pelo 

Comitê de Saúde Animal da USP, com o número de licenciamento: 4828250219. 

3.2. Obtenção da colônia de animais MerCre+P2rx7fl+/+ 

Camundongos MerCreMer+/+ foram cruzados com camundongos 

P2rx7fl+/+ para obter uma geração F1 (MerCreMer+/-P2rx7fl+/-) 100% 

heterozigota. Estes camundongos F1 foram cruzados novamente entre si para 

obter animais F2 (MerCreMer+P2rx7fl+/+) 100% homozigotos para o gene P2rx7fl. 

Para o gene MerCreMer não é possível verificar se o animal é homozigoto ou 

heterozigoto, uma vez que se trata de um transgene presente em um 

cromossomo artificial e não existe um gene WT para comparação. No entanto 

isto não é problema, uma vez que uma única cópia da recombinase Cre gerada 

é suficiente para a deleção gênica. 

Os animais parentais e as diferentes progênies foram genotipados em 

relação à presença dos genes MerCreMer e P2rx7fl, assim como do gene P2X7 

WT. A genotipagem foi realizada por PCR convencional utilizando DNA extraído 

de sangue da cauda e pares de “primers” específicos para estes 

genes/transgenes. 

3.3. Genotipagem dos animais gerados 

Para análise do gene P2rx7fl e do transgene MerCreMer, foi utilizada a 

técnica de PCR. A reação de amplificação foi realizada em um volume de 20μl 

contendo 1μl de DNA (50 ng/ml), 0,5μl dos primers específicos para cada 

molécula (12,5 pmol/cada) (Invitrogen), 10μl de Dreamtaq (Invitrogen). As 

sequências dos primers estão descritas a seguir: 

Tabela 1. Primers utilizados para genotipagem dos animais transgênicos. 

MerCreMer Sequência 
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MerCreMer-F 5´-ATACCGGAGATCATGCAAGC-3´ 

MerCreMer-R 5´-AGGTGGACCTGATCATGGAG-3´ 

controle positivo interno-F 5´-CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT-3´ 

controle positivo interno-R 5´-GTAGGAGGTAATTCTAGCATCATCC-3´ 

P2rx7fl Sequência 

P2rx7fl-F 5´-CCATGAGCATCATCCTGACTT-3´ 

P2rx7fl-R 5´-CATTCTCCGTCACCTCTGCTA-3´ 

LAR3 5´-CACCGGGTTCTTCTGTTAGTCC-3´ 

 

3.4. Tratamento com tamoxifeno para ativação de Cre recombinase 

Para que o gene Cre fosse induzido e clivasse a sequência gênica do receptor 

P2X7 nos camundongos MerCreMer+P2rx7fl+/+ foi necessário tratar os animais 

com tamoxifeno. O tratamento foi realizado por via intraperitoneal utilizando 4-

hidroxi-tamoxifeno (4-OHT) (Sigma), dissolvido em óleo de milho (Sigma) na 

concentração de 10mg/mL a 37ºC overnight. Os animais receberam doses 

diárias de 20mg/kg em 100ul, por 5 dias (Sohal et al., 2001). 

3.5. Infecção com T. cruzi cepa Y 

T. cruzi foi mantido por passagens semanais em animais A/J. Animais 

experimentais de background C57BL/6 foram infectados via intravenosa com 

200 microlitros de sangue diluído contendo 5x103 tripomastigotas.  A parasitemia 

foi determinada por microscopia, com lâminas contendo 5ul de sangue da cauda 

dos animais infectados. 

3.6. Análises de transcritos inflamatórios por rtPCRq 

Nos camundongos, após perfusão com PBS para eliminar o sangue dos 

tecidos, o RNA foi extraído da parte posterior do coração. Todas as amostras de 

tecido foram maceradas em nitrogênio líquido, para evitar degradação do RNA, 

e processadas em 600l de solução buffer. O RNA total foi obtido utilizando o Kit 

RNeasy Mini (Qiagem, Germantown, Maryland, USA) seguindo o protocolo do 

fabricante. Um micrograma de RNA foi convertido em cDNA por incubação com 
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transcriptase reversa. Após a obtenção de cDNA os transcritos de inflamatórios 

foram quantificados por rtPCRq. Foi utilizado o ensaio platinum SYBR Green 

(Invitrogen) e 4 pmol/ul de primers específicos para Tc.18s, IFN-γ, Arg1, TNF-α, 

iNOS, IL-6, IL-10 e TGF-β (Tabela 2). A quantificação de cDNA específico para 

as diferentes moléculas foi realizada usando o equipamento e software ABI 7500 

Fast Real-Time PCR system (Applied Biosistems). Os cálculos foram feitos por 

quantificação relativa, utilizando GAPDH (Tabela 2) como controle endógeno. 

Tabela 2. Primers utilizados em análise por rtPCRq 

Primers Sequência 

Tc.18s-F 

Tc.18s-R 

5′-TTGAATTGAGGGCCTCTAAGG-3′ 

5´-AAAGGTACCACTCCCGTGTTT-3′  

IFN-γ-F 

IFN-γ-R 

5’-GCGTCATTGAATCACACCTG-3’ 

5’-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3’ 

Arg1-F 

Arg1-R 

5’-AAAGCTGGTCTGCTGGAAAA-3’ 

5’-ACAGACCGTGGGTTCTTCAC-3’ 

TNF-α-F 

TNF-α-R 

5’-CCCCAAAGGGATGAGAAGTT-3’ 

5’-CACTTGGTGGTTTGCTACGA-3’ 

iNOS-F 

iNOS-R 

5’-GGCAGCCTGTGAGCACTTTG-3’ 

5’-GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC-3’ 

IL-6-F 

IL-6-R 

5’-ATGGATGCTACCAAACTGGAT-3’ 

5’-TGAAGGACTCTGGCTTTGTCT-3’ 

IL-10-F 

IL-10-R 

5’-AAGGACCAGCTGGACAACAT-3’ 

5’-TCATTTCCGATAAGGCTTGG-3’ 

TGF-β-F 

TGF-β-R 

5’-TGACGTCACTGGAGTTGTACGG-3’ 

5’-GGGTTCATGTCATGGATGGTGC-3’ 

GAPDH-F 

GAPDH-R 

5’-TGAAGCAGGCATCTGAGGG-3’ 

5’-CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG-3’ 
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3.7. Análise histopatológica 

Para o estudo histopatológico, os animais foram eutanasiados e o 

coração, previamente perfundido, foi isolado e a parte anterior foi fixada em 

formol 10%. Após a fixação, o coração foi mantido em etanol 70% e em água, 

nas duas horas anteriores ao processamento para coloração com hematoxilina 

e eosina. Os corações foram emblocados em parafina para realização dos 

cortes. A leitura histopatológica de cada lâmina foi feita avaliando o ventrículo 

esquerdo do coração. 

3.8. Análise por citometria de fluxo 

As células presentes no coração dos camundongos não infectados e 

infectados por T. cruzi foram avaliadas por citometria de fluxo. O coração dos 

animais foi coletado e o excesso de sangue foi retirado bombeando o coração 

em PBS. Em seguida os corações inteiros foram digeridos com solução de 

digestão (colagenase e DNAse IV 0,5 mg/mL por 30 minutos sob agitação à 

37°C). Após dissociação enzimática, a suspensão celular foi filtrada em cell 

stainer com poros de 70μm para a retirada de tecido excedente. As células 

provenientes do processamento coração dos animais infectados e controles 

foram coletadas, contadas e plaqueadas na concentração de 1x106 células/poço, 

para serem depois marcadas com os anticorpos anti-cTnT, anti-CD45, anti-

CD11b, anti-Ly6c, anti-Ly6G, anti-CD4, anti-CD8, anti-P2X7, anti-CD39, anti-

CD73, anti-CD44, anti-CD69, anti-CD62L, anti-STAT1, anti-STAT3, anti-F4/80 e 

anti-IAb. 

3.9. Análise de bioplex 

A parte posterior do coração dos animais de grupos controles e infectados 

foram processados e o sobrenadante coletado e mantido sob temperatura de -

80ºC. As moléculas contidas nas amostras de sobrenadante foram quantificadas 

por Bioplex (Merk Millipore, USA) utilizando o Kit Mouse cytokine/chemokine 

painel 1 (Cat. No. MCYTMAG-70K-PX32). Foram quantificadas as seguintes 

moléculas: IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), TNFα. As análises foram 

realizadas de acordo com o protocolo do fabricante. 
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3.10. Estratégia de análise por citometria de fluxo 

Para avaliação de células do tecido cardíaco por citometria de fluxo foram 

utilizadas 3 diferentes estratégias de análise. Em todas as estratégias foram 

selecionados singlets, seguido de gate contendo cardiomiócitos e leucócitos 

(Fig. 3A) ou apenas leucócitos (Fig. 3B-C). Em todas as estratégias foram 

selecionadas apenas células vivas (Live and dead negativas). A partir disso, 

foram realizadas as análises subsequentes como demonstrado na figura 3. 

 

Figura 3. Representação das estratégias utilizadas para analise de células por 

citometria de fluxo. Em A estratégia de gates utilizada para avaliar células cardíacas 

cTnT+ e CD45+ presentes no coração (A). Em B e C estratégia de gates utilizada para 

avaliar infiltrado de leucócitos no tecido cardíaco de animais infectados, sendo células 

mieloides (B) e linfoides (C).  

3.11. Análise estatística 

A análise estatística dos dados foi realizada no software GraphPad Prism 

v.7 (San Diego, California, USA). Teste T paramétrico foi utilizado para análises 
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comparando dois grupos. E teste OneWay ANOVA paramétrico com pós-teste 

Tukey foi utilizado para comparação de três ou mais grupos. Considerou-se 

diferenças significativas quando *p<0.05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação da expressão de P2X7 e ectonucleotidases CD39 e 

CD73 em cardiomiócitos e leucócitos cardíacos 

O coração de animais C57BL/6 sadios foi coletado para análise em 

citometria de fluxo. Na análise por tSNE (t-distributed stochastic neighbor 

embeddin), capaz de organizar populações celulares por assimilação de 

marcadores, foi observada a presença de duas populações de cardiomiócitos, 

marcadas por cTnT+ (cardiac troponin T), cTnT.1 e cTnT.2 (Fig. 4A). As 

populações de cardiomiócitos se diferenciam principalmente pelo seu tamanho 

e pela mediana da intensidade de fluorescência (MFI) dos marcadores para 

P2X7, CD39 e CD73 (Fig. 4A-B). Além disso, a população de células CD45+ 

residentes do tecido cardíaco também apresenta expressão destas moléculas, 

mas com intensidade menor à observada em cardiomiócitos (Fig. 4C-D). 
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Figura 4. Avaliação da expressão de P2X7 e das ectonucleotidases CD39 e CD73 

em cardiomiócitos de camundongos C57BL/6 adultos. Tamanho (FSC-A), 

granulosidade (SSC-A) e expressão de CD73, P2X7 e CD39 em duas diferentes 

populações de cardiomiócitos (cTnT.1 e cTnT.2) observadas em meta-análise de 

aproximação tSNE e MFI (A, B). Expressão de CD73, P2X7 e CD39 em cardiomiócitos, 

cTnT+ (vermelho), e leucócitos, CD45+ (azul) (C, D). Dados expressos por média e 

desvio padrão. Teste T paramétrico. Asteriscos indicam diferenças estatísticas 

significativas e ns indicam que não há diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

4.2.  Aumento do número de células que expressam P2X7 e CD39 

observado após infecção por T. cruzi 
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Durante processos inflamatórios e infecciosos diversos com dano celular, 

observa-se recrutamento de células expressando o receptor P2X7 no 

microambiente infeccioso (Fowler et al., 2014; Amaral et al., 2014; Salles et al., 

2017). Estudos demonstraram que P2X7 está envolvido na ativação de 

inflamassoma NLRP3, bem como na ativação de caspase-1 e produção de IL-1b 

(Riteal et al., 2010; Mortaz et al., 2012). Ainda, P2X7 é um canal iônico, o que 

aumenta o influxo de cálcio e extravasamento de ATP, que funciona como 

retroalimentação deste canal de forma autócrina ou parácrina (Yip et al., 2009). 

Estes fatores culminam no recrutamento e ativação de células imunes no tecido 

lesado. Desta forma, avaliou-se transcritos e células P2X7+ no coração de 

animais C57BL/6 após 10 dias de infecção por 5x103 tripomastigotas de T. cruzi 

de cepa Y. 

O coração dos animais foi coletado para análises de infiltrado e transcritos 

inflamatórios após 10 dias de infecção. Na análise histológica foi observado alto 

número de células inflamatórias infiltrantes (setas verdes) no tecido conjuntivo 

em volta do coração, assim como no miocárdio, dos animais infectados (T.c.), 

caracterizando pericardite e miocardite. Além disso, foram encontrados ninhos 

de amastigotas de T. cruzi (setas pretas) em alguns cardiomiócitos (Fig. 5A). Foi 

observado também aumento nos transcritos de mRNA para P2rx7, bem como de 

TFN-α e Nlrp3, indicando que estas proteínas podem estar aumentadas podem 

estar aumentadas no coração dos animais infectados (Fig. 5B).  A frequência e 

número total de células CD45+, que caracterizam leucócitos está aumentada nos 

animais infectados quando comparados com controles não infectados (NI) (Fig. 

5C), corroborando com o observado na análise histológica. O número de células 

cTnT+ expressando P2X7 não difere entre controle e infectado, bem como o 

número de células CD73+ (Fig. 5D-E). Entretanto, na análise por tSNE dentro de 

células CD45+ foi observado um aumento na frequência de células CD11b+, 

CD4+ e CD8+ e observa-se, nos histogramas, aumento de células que expressam 

altos níveis de P2X7 e CD39, mas não células que expressam CD73, no coração 

dos animais infectados (Fig. 5F). O aumento do número de células CD11b+, 

CD4+ e CD8+ é confirmado pelo número total de células no coração (Fig. 5G).  
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Figura 5. Caracterização do infiltrado inflamatório e expressão de P2X7, CD39 e 

CD73 no coração de camundongos C57BL/6 infectados por T. cruzi. Presença de 

células inflamatórias (setas verdes) e ninhos de amastigotas (setas pretas), 

caracterizando miocardite e pericardite nos animais infectados (A). Aumento de 

transcritos inflamatórios, como P2x7, TNF-α e NLRP3 no coração de animais infectados 

(B). Aumento de células CD45+ (azul), caracterizando o aumento na frequência e 

número dos leucócitos que infiltram o coração, e manutenção da população de 

cardiomiócitos cTnT+ (vermelho) nos animais infectados (C). Expressão de CD73, P2X7 

e CD39 em cardiomiócitos (cTnT+) (D), e número total de cardiomiócitos P2X7+CD39+, 

P2X7+CD39- e CD73+ (E), nos animais controle e infectados. Expressão de P2X7, CD73, 

e CD39 pelas células CD11b+, CD4+ e CD8+ na população de células CD45+ (F), e 

número total de células CD11b+, células CD4+ e CD8+ (G) dos animais controle e 

infectados. A expressão relativa dos genes foi determinada pelo ΔΔCT em relação ao 

gene housekeeping GAPDH. Dados expressos por média e desvio padrão. Teste T 

paramétrico. Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e ns indicam que 
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não há diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. Aumento de 20x, com ampliação 

de 40x no ninho de amastigota. 

4.3. Avaliação do fenótipo cardíaco e transcritos inflamatórios em 

animais P2rx7-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi 

Após observarmos que aumenta o número de células imunes e também 

a expressão de P2X7 após a infecção com T. cruzi, avaliou-se o fenótipo 

cardíaco e transcritos inflamatórios no coração de camundongos P2rx7-/- 

infectados por T. cruzi, com o objetivo de investigar a influência desta molécula 

durante a infecção cardíaca. Assim como anteriormente, os camundongos foram 

infectados por 5x103 tripomastigotas de T. cruzi cepa Y por 10 dias. 

Como observado por Cascabulho e colaboradores (Cascabulho et al., 

2008), não foram observadas diferenças significativas na parasitemia de animais 

P2rx7-/- quando comparados com animais C57BL/6. Junto a isto, não foram 

observadas diferenças no peso dos animais Infectados (T.c.) quando 

comparados com animais não infectados (NI) de ambos os grupos (Fig. 6A). 

Entretanto, os transcritos de DNA satélite para T. cruzi no coração de animais 

P2rx7-/- apresentaram aumento significativo quando comparado com o dos 

animais C57BL/6 (Fig. 6C).  O fenótipo cardíaco apresentado na análise 

histológica demonstrou a presença de células infiltrantes (setas verdes) e ninhos 

de amastigotas (setas pretas) nos animais infectados de ambos C57BL/6 e 

P2rx7-/- (Fig. 6B). Entretanto, não foram observadas diferenças significativas no 

peso total do coração, bem como na massa relativa do órgão ao peso total do 

animal. Ainda, mesmo apresentando aumento de leucócitos CD45+ nos animais 

infectados (T.c.)  em relação aos não infectados (NI) de ambas as linhagens, não 

foram observadas diferenças significativas entre os grupos P2rx7-/- e C57BL/6 

infectados (Fig. 6D). Por fim, observou-se diminuição de transcritos de mRNA 

para IFN-γ e IL-6, e aumento de transcritos para Arg1 e IL-10 no coração de 

animais P2rx7-/- quando comparados com animais C57BL/6 (Fig. 6E). 



34 

 

Figura 6. Avaliação do perfil fenotípico e transcritos inflamatórios no coração de 

camundongos C57BL/6 e P2X7-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi. Os animais 

foram infectados por T. cruzi e foi avaliado o peso, bem como a parasitemia dos animais 

infectados a cada dois dias (4,6,8,10) (A). Presença de células inflamatórias (setas 

verdes) e ninhos de amastigotas (setas pretas), caracterizando miocardite nos animais 



35 

infectados (B). Ainda, foi avaliada a presença de transcritos de T. cruzi estimando o 

DNA satélite T.c. 18s do parasito no coração (C). Aumento do peso do coração, bem 

como aumento da massa relativa do coração em relação ao peso total do animal, e 

aumento no número de células CD45+ no coração de animais C57BL/6 e P2X7-/- 

infectados (T.c.), se comparados aos camundongos não infectados (NI) (D). Expressão 

de transcritos inflamatórios para IFN-γ, Arg1, iNOS, IL-10, TNF-α, IL-6, TGF-β, IL-1 β no 

coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.) (E). A expressão relativa dos 

genes foi determinada pelo ΔΔCT em relação ao gene housekeeping GAPDH. Dados 

expressos por média e desvio padrão. Teste T paramétrico. Teste OneWay ANOVA 

paramétrico, pós-teste Tukey. Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e 

ns indicam que não há diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. Aumento de 20x, 

com ampliação de 40x no ninho de amastigota. 

4.4. Produção de citocinas no coração de animais P2rx7-/- após 10 

dias de infecção com T. cruzi. 

Além das análises de biologia molecular, foi avaliada a produção de 

citocinas no coração dos animais de ambos os grupos, C57BL/6 e P2rx7-/- 

infectados por T. cruzi. 

 Foi observado, assim como nas análises por rtPCRq, diminuição na 

produção de IFN-γ e aumento na produção de IL-10 (Fig. 7A-B) nos animais 

P2rx7-/- infectados em relação aos camundongos C57BL/6 infectados. Diferente 

do observado nas análises de biologia molecular, a produção de IL-1β 

apresentou queda na análise de citocinas no coração dos camundongos P2rx7-

/- infectados em relação à dos camundongos C57BL/6 infectados (Fig. 7C). 

Diferente disso, IL12(p70) aumentou no coração de animais P2rx7-/- infectados 

(Fig. 7D), enquanto que IL-6 e TNF-α não apresentaram diferenças significativas 

no coração dos dois grupos infectados (Fig. 7E-F). Além dos dados observados 

em bioplex, foi realizada uma correlação do valor quantificado para cada citocina 

com os respectivos valores encontrados para transcritos de T.c. 18s no coração 

de cada animal (Fig. 7A-F). Isto se deu porque a infiltração de T. cruzi no coração 

dos animais foi muito heterogênea, exigindo, além disso, um alto N para que o 

resultado fosse confiável. Desta forma, a correlação demonstrou que, em 

animais C57BL/6, a produção de IFN-γ é dependente da carga parasitária 

presente no coração, uma vez que quando a carga tende a aumentar, a produção 

de IFN-γ também aumenta. Entretanto o mesmo não ocorre para animais P2rx7-

/-, que independente da carga parasitária mantém níveis basais de produção (Fig. 
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7A). Por outro lado, A produção de IL-10 nos animais P2rx7-/- é constantemente 

superior a produção observada por animais C57BL/6 (Fig. 7B). 

 

Figura 7. Perfil de produção de citocinas no coração de animais infectados por T. 

cruzi. Avaliou-se a produção de IFN-γ, IL-10, IL-1β, IL-12 (p70), IL-6 e TNF-α, no 

coração de animais C57BL/6 e P2rx7-/- não infectados (NI) e infectados (T.c.) (A-F, 

gráficos à esquerda). Correlação entre quantidade de transcritos para Tc. 18s e 

produção de citocinas em cada um dos animais demonstrada nos gráficos de linha (A-

F, gráficos à direita). Dados expressos por média e desvio padrão. Teste OneWay 

ANOVA paramétrico, pós-teste Tukey. Asteriscos indicam diferenças estatísticas 

significativas e ns indicam que não há diferenças estatísticas significativas. *p<0,05.  

4.5. Avaliação do infiltrado inflamatório no coração de animais 

P2rx7-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi 
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Além do fenótipo e transcritos inflamatórios, foi avaliada a composição de 

células mieloides (CD11b+) e linfoides (CD3+) no coração dos animais C57BL/6 

e P2rx7-/- infectados por T. cruzi. Observou-se aumento da frequência e número 

de monócitos (Ly6ChiLy6G-), mas não de neutrófilos (Ly6C-Ly6Ghi) e outras 

células mieloides (Ly6C-Ly6G-) em ambos os animais infectados (T.c.) quando 

comparados com controles não infectados (NI). Entretanto, não houve diferença 

no número de células quando comparados os camundongos C57BL/6 e P2rx7-/- 

infectados (Fig. 8A-B). Foi observado, também, aumento do número de células 

T CD4+ e CD8+ em ambos os animais infectados quando comparados com 

controles não infectados. Entretanto, semelhante às células mieloides, não 

houve diferença no número total de células T CD4+ e CD8+ nos animais C57BL/6 

e P2rx7-/- infectados (Fig. 8C-D). 
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Figura 8. Avaliação de células imunes infiltrantes no coração de animais C57BL/6 

e P2X7-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi. Avaliação da frequência (A) e número 

total (B) de células CD11b+, polimorfonucleares Ly6ClowLy6Ghi, monócitos Ly6ChiLy6G- 

e Ly6C-Ly6G-. Frequência (C) e número de células (D) CD3+, TCD4+ e TCD8+ no 

coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.). Dados expressos por média 

e desvio padrão. Teste T paramétrico. Teste OneWay ANOVA paramétrico, pós-teste 

Tukey. Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e ns indicam que não há 

diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

4.6. Perfil de ativação de macrófagos e linfócitos no coração de 

animais P2rx7-/- após 10 dias de infecção com T. cruzi. 
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Com base nos resultados acerca de transcritos e citocinas inflamatórias, 

buscamos avaliar a ativação de macrófagos e linfócitos após a infecção com T. 

cruzi. Desta forma, no coração dos animais C57BL/6 e P2rx7-/- infectados e 

controles avaliamos a expressão de fatores classicamente envolvidos na 

polarização de macrófagos, como STAT1 para perfil M1, ou pró-inflamatório, e 

STAT3 para perfil M2, ou reparador. A população de macrófagos foi determinada 

pela expressão dos marcadores CD45+CD11b+F4/80+IAb+ (Fig. 9A). Não foram 

encontradas diferenças significativas entre células positivas para STAT1 e 

STAT3 entre macrófagos no tecido cardíaco de animais C57BL/6 e P2rx7-/- 

infectados (Fig. 9 B-E). Porém diferenças importantes foram observadas, em 

ambas as linhagens C57BL/6 e P2rx7-/-, entre os grupos não infectados e 

infectados. 
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Figura 9. Perfil de ativação de macrófagos no coração de animais P2rx7-/- após 10 

dias de infecção com T. cruzi. Avaliação do número de células CD45+, CD11b+ e 

F4/80+IAb+ (A). Frequência e número total de macrófagos STAT1+ (B-D) e STAT3+ (C-

D) no coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.). Dados expressos por 

média e desvio padrão. Teste OneWay ANOVA paramétrico, pós-teste Tukey. 

Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e ns indicam que não há 

diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

Além de macrófagos, foi avaliada também a ativação de células T CD4+ e 

CD8+ que infiltram o coração dos camundongos C57BL/6 e P2rx7-/- infectados e 
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não infectados. A população de linfócitos efetores foi determinada pela 

expressão dos marcadores CD62L-CD44+CD69+ (Fig. 10A). Ainda, na população 

de células T CD4+ efetoras (CD62L-CD44+) foi avaliada a expressão de Tbet, 

fator de transcrição de linfócitos Th1, e Foxp3, fator de transcrição que 

caracteriza Linfócitos Treg. Não foram encontradas diferenças significativas na 

frequência e número de células positivas para Tbet e Foxp3 entre linfócitos no 

tecido cardíaco de animais C57BL/6 e P2rx7-/- (Fig. 10B-E). 
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Figura 10. Perfil de ativação de linfócitos no coração de animais P2rx7-/- após 10 

dias de infecção com T. cruzi. Avaliação do número de células T CD3+, CD4+ e CD8+ 
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(A). Frequência e número total de células CD4+CD44+Tbet+ (B-D) e CD4+CD44+Foxp3+ 

(C-D) no coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.). Dados expressos 

por média e desvio padrão. Teste OneWay ANOVA paramétrico, pós-teste Tukey. 

Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e ns indicam que não há 

diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

4.7. Avaliação de fenótipo cardíaco e transcritos inflamatórios em 

animais CD39-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi 

Como descrito anteriormente, a molécula CD39 é capaz de clivar o ATP 

extracelular e diminuir a sinalização via receptores P2, como o P2X7. Desta 

forma, avaliou-se o papel de CD39 e consequentemente da não hidrólise do ATP 

em animais infectados por T. cruzi. Assim como os animais P2rx7-/-, animais 

CD39-/- e C57BL/6 foram infectados com 5x103 tripomastigotas de T. cruzi cepa 

Y durante 10 dias e foram realizadas análises fenotípicas e de transcritos 

inflamatórios no coração destes animais. 

Semelhante aos animais P2rx7-/-, os animais CD39-/- infectados (T.c.) não 

apresentaram diferenças no peso corporal quando comparados com controle 

não infectado (NI) ou animais C57BL/6 infectados (T.c.). Entretanto, observou-

se aumento na parasitemia no dia 6, mas não em outros dias de análise (Fig. 

11A), e aumento nos transcritos de mRNA de T. cruzi nos animais CD39-/- 

infectados quando comparados com C57BL/6 infectados (Fig. 11C). A análise 

histológica apresentou maior prevalência de células infiltrantes (setas verdes) no 

coração de animais CD39-/- quando comparados com animais C57BL/6 

igualmente infectados (Fig. 11B). Não foram observadas diferenças significativas 

na massa relativa do coração de ambos, CD39-/- e C57BL/6 infectados. 

Entretanto, a marcação de CD45+ no coração dos animais infectados comprova 

maior infiltrado leucocitário nestes animais (Fig. 11D). Ainda, foram observadas 

diferenças nos transcritos para IFN-γ, iNOS, IL-6 e IL-10 no coração destes 

animais, onde todos estão aumentados nos animais CD39-/- quando comparados 

com C57BL/6 igualmente infectados (Fig. 11E). 
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Figura 11. Avaliação do perfil fenotípico e transcritos inflamatórios no coração de 

camundongos C57BL/6 e CD39-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi. Animais 

foram infectados por T. cruzi e foi avaliado o peso e a parasitemia, a cada dois dias 

(4,6,8,10), dos animais infectados (A). Presença de células inflamatórias (setas verdes) 

e ninhos de amastigotas (setas pretas), caracterizando miocardite nos animais 

infectados (B). Ainda, foi avaliada a presença de transcritos de T. cruzi estimando mRNA 

18s no coração (C). Aumento do peso do coração, bem como aumento da massa 

relativa do coração em relação ao peso total do animal, e aumento no número de células 

CD45+ no coração de animais infectados (T.c.) em relação aos não infectados (NI) (D). 

Expressão de transcritos inflamatórios para IFN-γ, Arg1, TNF-α, iNOS, IL-6, IL-10, TGF-

β no coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.) (E). A expressão relativa 
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dos genes foi determinada pelo ΔΔCT em relação ao gene housekeeping GAPDH. 

Dados expressos por média e desvio padrão. Teste T paramétrico. Teste OneWay 

ANOVA paramétrico, pós-teste Tukey. Asteriscos indicam diferenças estatísticas 

significativas e ns indicam que não há diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

Aumento de 20x, com ampliação de 40x no ninho de amastigota. 

4.8.  Avaliação do infiltrado inflamatório no coração de animais 

CD39-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi 

Além das características fenotípicas e transcritos inflamatórios, foram 

avaliadas a composição de células mieloides (CD11b+) e linfoides (CD3+) no 

coração dos animais CD39-/- e C57BL/6 igualmente infectados por T. cruzi. 

Observou-se aumento da frequência e número de monócitos (Ly6ChiLy6G-) e 

outras células mieloides (Ly6C-Ly6G-), mas não de neutrófilos (Ly6C-Ly6Ghi) em 

ambos os animais infectados (T.c.), indicando maior infiltrado de células 

mieloides em animais CD39-/- (Fig. 12A-B). Junto a isto, foi observado aumento 

do número de células T CD4+ e CD8+ em ambos os animais infectados, indicando 

também maior infiltrado de células T no coração de animais CD39-/- (Fig. 12C-

D). 
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Figura 12. Avaliação de células imunes infiltrantes no coração de animais C57BL/6 

e CD39-/- após 10 dias de infecção por T. cruzi. Avaliação da frequência (A) e número 

total de células (B) CD11b+, polimorfonucleares Ly6ClowLy6Ghi, monócitos Ly6ChiLy6G- 

e Ly6C-Ly6G-. Frequência (C) e número de células (D) CD3+, TCD4+ e TCD8+ no 

coração de animais não infectados (NI) e infectados (T.c.). Dados expressos por média 

e desvio padrão. Teste T paramétrico. Teste OneWay ANOVA paramétrico, pós-teste 

Tukey. Asteriscos indicam diferenças estatísticas significativas e ns indicam que não há 

diferenças estatísticas significativas. *p<0,05. 

4.9. Desenvolvimento de modelo animal Mer+P2rx7fl+/+ 

A partir dos resultados observados anteriormente a respeito da expressão 

de P2X7 em cardiomiócitos e sabendo-se da importância destas células durante 

a instauração da doença cardíaca na infecção T. cruzi, buscou-se desenvolver 
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um modelo animal Cre-Lox onde P2X7 não estaria presente somente em 

cardiomiócitos. Para isso, utilizou-se animais MerCreMer, que possuem em seu 

genoma a sequência de uma recombinase CRE (sob controle do promotor da 

cadeia alfa de miosina cardíaca), ligada à sequência de um receptor de 

estrógeno modificado que responde ao tratamento com tamoxifeno, mas não ao 

estrógeno produzido pelo camundongo (Sohal et al., 2001). Este tipo de 

construção foi idealizado para promover exclusivamente em cardiomiócitos a 

excisão de qualquer gene flanqueado por sequencias loxP (“floxed”, ou “fl”) após 

tratamento com a referida droga.  

Camundongos MerCreMer (MerCre+/+) foram inicialmente cruzados com 

camundongos P2rx7fl+/+ dando origem a uma geração F1, totalmente 

heterozigota MerCre+/-P2rx7fl+/-. Após, camundongos da geração F1 foram 

cruzados entre si, dando origem à geração F2, da qual foram selecionados 

camundongos que expressam P2rx7fl em homozigose (P2rx7fl+/+) junto a 

MerCre+ (o fato do gene MerCreMer estar localizado em um cromossomo 

artificial impossibilita distinguir se este está em homozigose ou heterozigose. 

Entretanto, após o tratamento com tamoxifeno uma única cópia de MerCreMer é 

capaz de realizar a clivagem dos dois alelos de P2rx7fl para formar casais com 

animais P2rx7fl+/+ (Fig. 13A). Através deste último cruzamento obteve-se uma 

prole constituída por camundongos MerCre-/-P2rx7fl+/+ (P2rx7fl+/+) e 

MerCre+P2rx7fl+/+, sendo estes os grupos experimentais de interesse. Na 

literatura, o protocolo da administração de tamoxifeno (tmx) varia com doses 

entre 20 e 80mg/kg (Sohal et al., 2001; Li et al., 2005). Afim de avaliar qual a 

dose máxima que não resulta na morte dos animais, camundongos MerCre+, 

sensíveis ao tratamento com tmx, foram tratados com doses de 20, 40 e 80 

mg/kg de tmx, aplicadas durante cinco dias. Foi observado que camundongos 

tratados com 40 ou 80mg/kg morreram durante o tratamento, tendo sobrevivido 

somente animais tratados com 20mg/kg (Fig. 13B).  Após a geração dos animais 

e padronização da concentração de tmx a ser utilizada no tratamento (Fig. 13A-

B), avaliou-se a expressão de mRNA para P2rx7 no coração de animais C57BL/6 

e camundongos que albergam o gene P2rx7fl+/+. Na ausência de tratamento com 

tamoxifeno, os animais P2rx7fl+/+ expressam no coração níveis muito inferiores 

de transcrição do gene P2rx7 se comparado ao dos camundongos C57BL/6 e 
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MerCreMer+/+ (MerCre+/+) (Fig. 13C). De início, este resultado sugeria que 

animais P2rx7fl+/+ seriam o controle experimental ideal para avaliar se o 

tratamento com tamoxifeno seria eficaz na deleção do gene P2rx7fl nos animais 

MerCre+P2rx7fl+/+. Para confirmar esta hipótese, animais P2rx7fl+/+ e 

MerCre+P2rx7fl+/+ foram tratados com 20mg/kg de tmx durante cinco dias e a 

expressão de P2rx7 foi avaliada (Fig. 13D). Entretanto, diferente do esperado, 

não foram encontradas diferenças significativas na expressão de mRNA para 

P2rx7 no coração dos animais P2rx7fl+/+ e MerCre+P2rx7fl+/+ tratados com 

tamoxifeno e ainda, os valores de expressão de P2X7 no coração destes 

camundongos mostraram-se muito baixos. Contudo, como a análise via rtPCRq 

não é seletiva, apresentando níveis de P2rx7 no coração inteiro e não só em 

cardiomiócitos, avaliamos, via citometria de fluxo, a expressão de P2X7 em 

cardiomiócitos (cTnT+) e a comparamos com aquela observada em leucócitos 

cardíacos (CD45+) (Fig. 13E). Uma vez que o modelo de deleção é célula-

especifica, deveríamos encontrar P2X7 em leucócitos, mas não em 

cardiomiócitos. Observou-se que células cTnT+ de ambos os camundongos 

tratados com tamoxifeno além de apresentarem MFI inferior àqueles observados 

em animais C57BL/6 (Fig. 4B-D), não apresentaram diferenças significativas 

entrei si na expressão de P2X7, bem como no número total de células 

cTnT+P2X7+ (Fig. 13F). O mesmo foi observado, porém em níveis mais elevados, 

nas células CD45+ (Fig. 13G).  

Com isso, chegou-se a conclusão de que o presente modelo de 

tratamento em animais MerCre+P2rx7fl+/+ não é funcional, uma vez que, além da 

expressão de P2X7 e P2rx7 nos animais P2rx7fl+/+ (com ou sem MerCre) ser 

inferior à observada em animais C57BL/6, o tratamento com tmx não apresentou 

efetividade no processo de deleção gênica. 
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Figura 13. Expressão de P2X7 em animais MerCre+P2rx7fl+/+. Esquema utilizado para 

a geração de camundongos MerCre+P2rx7fl+/+: Camundongos MerCreMer+/+ foram 

cruzados com camundongos P2rx7fl+/+ (F0) dando origem a geração F1, totalmente 

heterozigota (MerCreMer+/-P2X7fl+/-). Animais F1 foram cruzados entre si, resultando na 

geração F2, da qual selecionamos os camundongos MerCreMer+P2rx7fl+/+, ou seja 

animais que expressam P2X7fl em homozigose e também expressam Mer (por se tratar 

de um cromossomo artificial, no gene Mer não é possível distinguir a homo da 

heterozigose pela genotipagem). Como última etapa, os camundongos 

MerCreMer+P2rx7fl+/+ da geração F2 foram cruzados com camundongos P2X7fl+/+ para 

obtermos os camundongos do grupo experimental MerCre+P2rx7fl+/+ (A). Avaliação da 

sobrevivência dos animais MerCreMer+/+ tratados com tamoxifeno por 5 dias em três 

diferentes doses, 20, 40 e 80mg/kg (B). Avaliação da expressão relativa de P2rx7 no 

coração de animais contendo o gene P2rx7 (C57BL/6, WT) ou P2rx7fl+/+, determinada 

pelo ΔΔCT em relação ao gene housekeeping GAPDH. Animais P2rx7fl+/+ expressam 

cerca de 20% de transcritos de P2rx7 quando comparados com animais WT (C). 

Expressão de P2rx7 em animais Mer+P2rx7+/+ e animais P2rx7fl+/+ tratados com 

20mg/kg de tamoxifeno durante 5 dias (D). Expressão de P2X7 (estimada por citometria 

de fluxo) em células cTnT+ (cardiomiócitos) e CD45+ (leucócitos) no coração de animais 

P2rx7fl+/+ e MerCre+P2rx7fl+/+, ambos tratados com tamoxifeno (E, F, G). Dados 

expressos por média e desvio padrão. Teste T paramétrico. Asteriscos indicam 

diferenças estatísticas significativas e ns indicam que não há diferenças estatísticas 

significativas. *p<0,05. 
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O canal iônico P2X7 é amplamente expresso em células imunes, como 

linfócitos, monócitos, macrófagos, entre outras (Lenertz et al., 2011; Morandini 

et al., 2014; Dí Virgílio et al., 2017). Esta molécula é encontrada também em 

células não imunes como células endoteliais e fibroblastos (Harrington e Mitchell, 

2004; Ponnussamy et al., 2011), estando envolvida no reconhecimento de ATP 

(Surprenant et al., 1996), que em condições fisiológicas é encontrado em baixas 

concentrações no meio extracelular, sendo no coração 40nmol/L (Kuzmin et al., 

1998). Nestas condições essa molécula pode agir como transmissor entre 

células nervosas, endoteliais e musculares do tecido cardíaco (Vassort, 2001). 

Contudo, durante um processo de injuria e dano tecidual, grandes quantidades 

de ATP são liberadas no meio extracelular, aumentando a sinalização pelo canal 

iônico P2X7 e por ectonucleotidases CD39 e CD73, capazes de hidrolisar 

ATP/ADP em AMP e AMP em adenosina, respectivamente (Savio et al., 2018). 

Cardiomiócitos expressam P2X7 (Barth et al., 2010; Mazrouei et al., 2015). 

Entretanto, a expressão de ectonucleotidases CD73 e CD39 é dita como não 

existente (Bönner et al., 2012). Diferente do demonstrado por Bönner, nossos 

achados mostraram não só a expressão de P2X7, mas também das 

ectonucleotidases CD39 e CD73, em cardiomiócitos de animais C57BL/6. 

Os cardiomiócitos expressam P2X7 e ectonucleotidases CD39 e CD73 

constitutivamente. Barth e colaboradores, demonstraram pela primeira vez em 

2010 a presença de P2X7 em cardiomiócitos de camundongos adultos (Barth et 

al., 2010), indicando que este receptor pode estar envolvido no reconhecimento 

e sinalização via ATP por estas células. Entretanto, o papel desta molécula em 

cardiomiócitos ainda não é bem elucidado, uma vez que a quantidade de ATP 

presente no coração em condições fisiológicas é incapaz de ativar o P2X7 

(Kuzmin et al., 1998). O ATP extracelular presente no coração inicialmente 

exerce efeito cronotrópico e ionotrópico positivo em ação sinérgica a outras 

moléculas que atuam sobre receptores β adrenérgicos, auxiliando na contração 

muscular (Mei et al., 2001). Entretanto, a presença prolongada de ATP no 

coração pode acarretar arritmias pelo desbalanço de Ca2+ nas células cardíacas 

por constante sinalização purinérgica (Gurung et al., 2009). Por outro lado, a 

adenosina gerada pela degradação do ATP exerce efeito cronotrópico e 
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ionotrópico negativo nas células ventriculares, auxiliando no controle da 

contração muscular (Froldi et al., 1994).  

Além do papel da adenosina na contração muscular, estudos 

demonstraram que camundongos transgênicos com alta expressão de CD39, ou 

com alta expressão de CD39 especificamente no coração, sofrem menos 

impacto durante o processo de isquemia-reperfusão quando comparados com 

animais C57BL/6 não transgênicos. Isto se dá pelo aumento da hidrólise de ATP 

e aumento dos níveis de adenosina, que sinaliza via receptor A2B, capaz de 

induzir fosforilação de moléculas protetivas ao dano mitocondrial causado 

durante a injúria cardíaca (Cai et al., 2011; Smith et al., 2017). Com isso, a 

expressão pelas células cardíacas de moléculas capazes de clivar ATP, sugere 

desempenhem um papel auxiliar na proteção deste tecido a injurias. 

P2X7 é descrito como ativador celular quando há concentrações de ATP 

superiores a 1mM (Coutinho-Silva e Persechini, 1997). Estudos anteriores do 

nosso grupo demonstraram que, em linfócitos T CD4+, esta molécula induz 

diferenciação de linfócitos Th1 e controla a o número de células Th foliculares no 

baço, auxiliando na proteção de camundongos infectados com P. chabaudi 

(Salles et al., 2017). Entretanto, Amaral e colaboradores demonstraram que a 

presença desta molécula colabora com a piora da doença durante infecção por 

cepa virulenta de M. tuberculosis (Amaral et al., 2014). Estes dados reforçam a 

hipótese de que a ação do P2X7 é dependente do microambiente, e 

principalmente da concentração de ATP extracelular presente no tecido lesado. 

A respeito disso, Savio e colaboradores mostraram que o estímulo controlado de 

P2X7 é requerido para a melhora de doenças inflamatórias. Entretanto, o super 

estimulo deste canal aumenta a morte celular, aumentando o dano tecidual 

(Savio et al., 2018). 

Trabalhos anteriores avaliando o papel de P2X7 na infecção por T. cruzi 

demonstraram que não há diferença na geração de linfócitos T CD4+ e CD8+, 

bem como nenhuma diferença fenotípica ou na parasitemia de animais P2rx7-/- 

quando comparados com controle C57BL/6 (Cascabulho et al., 2008). 

Entretanto, nada foi avaliado em relação à patologia cardíaca, ou ao papel do 

P2X7 nos cardiomiócitos dos animais infectados. Sabe-se que T. cruzi induz a 
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abertura dos canais de panexina 1 (panx1), sendo este importante no processo 

de invasão in vitro de cardiomiócitos. Barría e colaboradores investigaram a 

indução de panx1, canal que quando aberto aumenta a concentração de ATP 

extracelular. O aumento de ATP extracelular pode aumentar a concentração de 

Ca2+ intracelular pela ativação de receptor P2Y1, podendo contribuir para a 

manutenção dos ninhos de amastigotas de T. cruzi durante o processo de 

replicação nos cardiomiócitos (Barría et al., 2018). 

Uma vez que a ativação do canal P2X7 por ATP pode gerar moléculas 

pró-inflamatórias como IL-1b e IL-18, bem como ativar processos de morte 

celular (Di Virgilio, 2013), a molécula CD39 deveria ser capaz de controlar esse 

processo pela sua capacidade de hidrolisar ATP em ADP e AMP (Sichardt e 

Nieber, 2007). Esta enzima, assim como o P2X7, é expressa por diversos tipos 

celulares, incluindo células imunes (Jacob et al., 2013). Por sua capacidade 

única de hidrólise e capacidade supressora da adenosina gerada ao sinalizando 

via receptores A2, CD39 tem sido considerada um checkpoint imunológico (Tan 

et al., 2016). O ATP auxilia na polarização de linfócitos Th1, ao passo que esta 

polarização aumenta a secreção de IL-2 e citocinas pró-inflamatórias como IFN-

γ nestas células (Yip et al., 2009). Isto parece ocorrer uma vez que o gradiente 

de Ca2+ gerado na sinalização via receptores P2 auxilia na translocação de NFAT 

para o núcleo (Jurger et al., 2011). Por outro lado, células T regulatórias (Treg) 

expressam altas quantidades de CD39, que é capaz de clivar o ATP extracelular, 

diminuindo a polarização das células Th1, levando a diminuição da produção de 

IL-2 e citocinas pró-inflamatórias (Dwyer et al., 2010). Ainda, com o auxílio de 

CD73 para a geração de adenosina, as Tregs são capazes de induzir aumento 

de cAMP no meio intracelular que ativa cascata de produção de IL-10, citocina 

supressora de linfócitos Th1 bem como monócitos e macrófagos M1 (Zhao et al., 

2017). Em câncer, o uso de bloqueadores de CD39 auxilia na geração de T 

reativas ao tumor, sendo a resposta imune mais efetiva (Allard et al., 2016). Em 

nossos resultados, observamos aumento do número de células CD45+CD39+ em 

animais infectados por T. cruzi, indicando que esta molécula pode estar atuando 

no controle da resposta cardíaca ao parasito. Ainda, a presença desta molécula 

em cardiomiócitos, além de auxiliar na replicação e sobrevivência de T. cruzi, 

pode contribuir na regulação negativa de células efetoras contra o parasito. 
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Como demonstrado por nosso grupo em animais infectados por P. 

chabaudi, a presença de P2X7 pode acarretar melhora na doença, bem como 

diminuição da parasitemia (Sales et al., 2017). Entretanto, a presença desta 

molécula durante a infecção por formas graves de M. tuberculosis desempenha 

papel na piora da doença pulmonar (Amaral et al., 2014). Nos resultados aqui 

descritos, observou-se que, como demonstrado por Cascabulho e 

colaboradores, a curva de parasitemia de animais P2rx7-/- não se diferencia 

daquela dos animais C57BL/6. Entretanto, ao analisar o coração dos animais 

P2rx7-/- observamos aumento nos transcritos para T. cruzi. Diferentemente, o 

peso do coração e o recrutamento ao tecido cardíaco de leucócitos CD45+ não 

apresentaram diferenças entre os grupos P2rx7-/- e C57BL/6 infectados. Nos 

animais P2rx7-/- NI, entretanto, o peso do coração é naturalmente maior que o 

dos animais C57BL/6 NI (Sarti et al., 2020). Neste trabalho, os autores 

demonstram que P2X7 é crucial na manutenção da estrutura mitocondrial, uma 

vez que animais P2rx7-/- apresentam mitocôndrias de menor tamanho e 

problemas na contração quando comparados aos animais C57BL/6. Ainda, as 

células cardíacas dos animais P2rx7-/- podem estar menos reativas ao dano 

tissular cardíaco causado durante injúrias, como infarto do miocárdio (Yin et al., 

2017).  Dessa forma, a tendência de aumento encontrada na análise do peso do 

coração dos animais infectados pode indicar maior severidade na doença 

cardíaca, aumentando a disfunção e possivelmente a insuficiência cardíaca 

neste. Ademais, no coração do camundongo P2rx7-/- infectado foi observado 

aumento nos transcritos de mRNA para IL-10 e Arg-1, que codifica arginase 1 

(ARG1), assim como da produção de IL-10. Sabe se que, em macrófagos, o 

acúmulo de adenosina extracelular, gerada na clivagem de ATP por 

ectonucleotidases, aumenta os níveis de AMPc intracelular, que atua na ativação 

da cascata de transcrição de Arg1 (Zhao et al., 2017; Sheldon et al., 2013). A 

ARG1 é expressa principalmente por macrófagos reparadores, ou M2, tendo 

papel crucial no controle de produção de óxido nítrico (NO) nessas células, uma 

vez que utiliza do mesmo substrato, l-arginina, para a síntese de l-ornitina e 

poliaminas, envolvidas no crescimento, replicação e diferenciação celular (Latour 

et al., 2020). Ainda, diversos parasitos como Leishmania spp., Toxoplasma 

gondii e Giardia lamblia, são capazes de induzir aumento na expressão de ARG1 

em macrófagos como mecanismo de evasão da resposta imune via NO (Osorio 
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et al., 2014; Woods et al., 2013; Maloney et al., 2014). Em adição, Stepin e 

colaboradores demonstraram que o tratamento de macrófagos murinos in vitro 

com Cruzipaína (proteína abundante em T. cruzi) é capaz de induzir polarização 

M2 e consequente aumento de ARG1 nos macrófagos, auxiliando na replicação 

do parasito (Stempin et al., 2004). Junto a isto no camundongo P2rx7-/- infectado 

foi observado aumento de transcritos de mRNA para IL-10, citocina que 

classicamente funciona como inibidora da resposta macrofágica, inibindo com 

isso a produção de citocinas pró inflamatórias por estas células. Ainda, em 

concordância com esta observação, no camundongo P2rx7-/- infectado foi 

observada diminuição de transcritos para IFN-γ e IL-6, bem como diminuição da 

produção de IFN-γ e IL-1β. IFN-γ é uma das citocinas mais importantes na 

resposta contra o T. cruzi, uma vez que ativa macrófagos para produção de 

moléculas nocivas ao parasito, auxiliando no controle do crescimento do mesmo. 

A produção de IL-1β é também fator importante no controle do crescimento 

parasitário, uma vez que é produzida pela ativação de inflamasoma NLRP3, o 

qual é ativado por, entre outros fatores, um sinal de dano, que pode ser induzido 

por P2X7. A ausência desta citocina no camundongo P2rx7-/- infectado indica 

que provavelmente os macrófagos e outras células produtoras de IL-1β estão 

provavelmente tendo problemas com a ativação. O conjunto destes resultados 

indica que T. cruzi possa estar se beneficiando da ausência de P2X7 nas células 

presentes no coração durante a infecção. Em suma, a sinalização via P2X7 pode 

desempenhar papel crucial na polarização de macrófagos. 

Acerca da composição de células imunes no tecido cardíaco, não foram 

encontradas diferenças no número total ou frequência celular. Estes resultados 

indicam que P2X7 pode não estar envolvido na migração de células imunes para 

o coração infectado por T. cruzi após 10 dias de infecção. Ainda que P2X7 esteja 

envolvido no processo de migração celular em diferentes tipos de câncer 

(Giannuzzo et al., 2015; Ji et al., 2018; Park et al., 2019), outros receptores 

purinérgicos, sinalizados por ATP, como P2Y2 e P2X4, estão estritamente 

envolvidos no processo de migração celular para um tecido lesado. Muller e 

colaboradores demonstraram que P2Y2 medeia a migração de células 

dendríticas e eosinófilos durante inflamação pulmonar alérgica. Os autores 

mostraram que animais deficientes de P2Y2 reduzem a produção de ROS e a 
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liberação do conteúdo dos grânulos de eosinófilos, e consequente patogenia 

asmática (Müller et al., 2010). Ledderose demonstrou em 2018 que a ativação 

de linfócitos e consequente aumento de ATP intracelular leva a extravasamento 

de ATP para o meio extracelular, podendo atuar de forma autócrina na ativação 

de P2X4 nestas células (Ledderose et al., 2018). Desta forma, P2X7 pode estar 

envolvido na ativação celular, principalmente de células mieloides e estruturais, 

mas não na migração para o coração infectado, uma vez que não há diferença 

no número de células mieloides e linfoides na análise por citometria de fluxo. 

A expressão de CD39 é dada como regulador de ativação celular, e 

considerada um check point imunológico (Tan et al., 2016). Devido a este fato, a 

ausência desta molécula pode levar a um processo inflamatório exacerbado, 

uma vez que o mecanismo de supressão via CD39 em células Treg não estaria 

funcional (Dwyer et al., 2010). Desta forma, no camundongo CD39-/-, o acúmulo 

de ATP extracelular no tecido lesado corrobora para a ativação de células T 

efetoras (Jurger et al., 2011). O aumento nos transcritos de IFN-γ observados no 

coração destes animais pode ser explicado pela ativação e infiltração de células 

T CD4+ e T CD8+ no tecido cardíaco. Além disso, nos camundongos CD39-/- 

infectados foi observado aumento nos transcritos de IL-6 e iNOS, indicando que 

monócitos e macrófagos infiltrantes no tecido cardíaco podem estar ativados em 

perfil M1, ou pró-inflamatório. Entretanto, o grande número de células CD45+ 

bem como aumento de transcritos inflamatórios, caracterizando inflamação 

exacerbada no coração de animais CD39-/-, não impacta na redução da 

parasitemia sanguínea e transcritos de T. cruzi no coração desses animais 

quando comparados com animais C57BL/6 infectados. Os resultados 

observados indicam que a resposta exacerbada gerada na ausência de CD39 

no coração de animais CD39-/- pode ser a consequência do aumento da 

parasitemia e dos transcritos para T. cruzi no tecido cardíaco. Por outro lado, 

algum mecanismo da CD39 ainda não descrito pode auxiliar na proteção dos 

animais C57BL/6 à infecção por T. cruzi. Desta forma, o aumento da replicação 

parasitária pela susceptibilidade dos animais CD39-/- desencadearia uma 

resposta imune exacerbada nos tecidos infectados, como o tecido cardíaco. 

Junto ao aumento da inflamação, o maior número de células CD11b+ e 

CD3+ indica que a sinalização via ATP para migração de células imunes para o 
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coração pode estar aumentada nos animais CD39-/- quando comparados com 

C57BL/6 infectados. Como dito anteriormente, receptores como P2Y2 estão 

envolvidos na migração de granulócitos e células dendríticas para o pulmão de 

camundongos asmáticos, o que leva a piora da doença (Müller et al., 2010). 

Ainda, via P2X4, células T CD4+ migram para o tecido inflamado (Ledderose et 

al., 2018). Em ambas as situações o ATP atua como quimio-atrativo nas células 

alvo. Desta forma, a não degradação do ATP extracelular em animais CD39-/-

pode estar atuando de forma sistêmica, recrutando células não só para o 

coração, mas também para outros tecidos e órgãos infectados pelo T. cruzi.  

Entretanto, o aumento da inflamação cardíaca nos camundongos CD39-/-, assim 

como o aumento no número de células CD11b+ e CD3+ que infiltram este órgão, 

poderiam ser simplesmente o reflexo da maior carga parasitaria sistêmica nestes 

animais. 

A nossa tentativa de utilizar um camundongo com deficiência seletiva de 

P2X7 nos cardiomiócitos não foi bem-sucedido como consequência de 

problemas técnicos.   Assim, o modelo de tratamento proposto para geração de 

animais MerCre+P2rx7fl+/+ não apresentou funcionalidade, uma vez que, além da 

expressão de P2X7 e P2rx7 nos cardiomiócitos dos animais P2rx7fl+/+ (com ou 

sem MerCre) ser muito inferior à observada em animais C57BL/6, o tratamento 

com tmx não se mostrou efetivo no processo de deleção gênica. Desta forma, 

tornando inviável o estudo do P2X7 exclusivamente em cardiomiócitos. 
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6. CONCLUSÕES 
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No coração do camundongo infectado pelo T. cruzi, tanto os 

cardiomiócitos como os leucócitos infiltrantes expressam as moléculas P2X7, 

CD73 e CD39 na sua superfície.  

Os camundongos P2rx7-/- não apresentaram grandes diferenças na 

parasitemia, mas apresentaram aumento de transcritos de T. cruzi no tecido 

cardíaco quando comparados com animais C57BL/6.  

A ausência de P2X7 compromete parcialmente o controle local do T. cruzi 

pelos monócitos e macrófagos que infiltram o coração infectado. Isto é sugerido 

pelo ambiente menos inflamatório presente no dia 10 p.i. no coração dos animais 

P2rx7-/- infectados, com aumento dos transcritos de Arg1 e IL-10, diminuição 

dos transcritos das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-6, e dos transcritos de 

iNOS, quando comparado com o perfil dos animais C57BL/6 infectados.  

 O coração dos animais CD39-/- apresentou um fenótipo muito diferente 

daquele observado em animais C57BL/6, com aumento de leucócitos infiltrantes 

e aumento de transcritos inflamatórios, um conjunto de resultados que indica um 

processo de inflamação exacerbada.  

Contudo, a resposta imune exacerbada no coração dos animais CD39-/- 

infectado não consegue levar a uma diminuição dos transcritos para T. cruzi 

(quando comparados aos animais C57BL/6). Porém, o fato dos camundongos 

CD39-/- mostrarem parasitemia mais elevada que os camundongos C57BL6, nos 

impede concluir se a resposta imune cardíaca destes animais apresenta algum 

problema que contribui à permanência local do parasita. 

 De qualquer forma, acreditamos que ambos o P2X7 e CD39 exerçam 

papel importante na progressão da doença cardíaca aguda, e eventualmente, 

impactar na fase crônica, um quadro normalmente ausente no camundongo 

C57BL/6 infectado pelo T. cruzi da cepa Y. 
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