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RESUMO 

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias causadas por protozoários do gênero 

Leishmania. O processo de infecção provoca liberação de ATP pelas células e tecidos. O 

ATP extracelular pode ser convertido em adenosina, pelas enzimas CD39 e CD73. A 

adenosina tem efeitos anti-inflamatórios, através da ligação à receptores P1, 

especialmente receptores A2A e A2B. Esse trabalho avaliou o papel da sinalização 

purinérgica na resposta imune humana à Leishmania braziliensis. Os dados obtidos de 

análises de transcriptoma (GEO GSE55664) mostram que pacientes com leishmaniose 

cutânea localizada (LCL; n = 21), causada por L. braziliensis, apresentaram maior 

expressão de CD39, CD73 e receptor A2A do que os controles saudáveis (n = 7). Por 

outro lado, a expressão de A2BR foi menor nos pacientes com LCL. Nos pacientes 

encontramos correlações positivas entre a expressão de A2AR e IL1B, IL6 e IL32, 

enquanto a expressão de A2BR é negativamente correlacionada com a expressão dos 

genes dessas citocinas. Foram avaliadas as taxas de parasitismo em macrófagos humanos 

THP-1 infectados por Leishmania braziliensis-GFP, que também expressaram maiores 

níveis de A2AR, na presença e ausência de antagonistas seletivos do A2AR, em 24 e 48 

horas. Não houve alteração nas taxas de parasitismo nos macrófagos e na produção de 

citocinas e ROS. No entanto, quando a enzima adenosina deaminase (ADA) é inibida, o 

antagonista de A2AR reduz significativamente as taxas de infecção. Esses dados sugerem 

que a infecção por L. braziliensis altera a expressão de enzimas e receptores envolvidos 

na sinalização purinérgica, e essas alterações são importantes na modulação da resposta 

imune durante a LCL. 

 

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, sinalização purinérgica, resposta imune, 

macrófagos. 
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ABSTRACT 

 

Leishmaniasis are infectious-parasitic diseases caused by protozoa of the genus 

Leishmania. The infection process causes the release of ATP by cells and tissues. 

Extracellular ATP can be converted into adenosine by the enzymes CD39 and CD73. 

Adenosine has anti-inflammatory effects by binding to P1 receptors, especially A2A and 

A2B receptors. This work evaluated the role of purinergic signaling in the human immune 

response to Leishmania braziliensis. Data obtained from transcriptome analyzes (GEO 

GSE55664) show that patients with localized cutaneous leishmaniasis (LCL; n = 21), 

caused by L. braziliensis, showed higher expression of CD39, CD73 and A2A receptor 

than healthy controls (n = 7). On the other hand, A2BR expression was lower in patients 

with LCL. In patients, we found positive correlations between the expression of A2AR 

and IL1B, IL6 and IL32, while the expression of A2BR is negatively correlated with the 

expression of the genes of these cytokines. Parasitism rates were evaluated in human 

THP-1 macrophages infected by Leishmania braziliensis-GFP, which also expressed 

higher levels of A2AR, in the presence and absence of selective A2AR antagonists, at 24 

and 48 hours. There was no change in parasitism rates in macrophages and in the 

production of cytokines and ROS. However, when the enzyme adenosine deaminase 

(ADA) is inhibited, the A2AR antagonist significantly reduces infection rates. These data 

suggest that L. braziliensis infection alters the expression of enzymes and receptors 

involved in purinergic signaling, and these changes are important in modulating the 

immune response during LCL. 

 

Keywords: Leishmania braziliensis, purinergic signaling, immune response, 

macrophages.
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1 INTRODUÇÃO/REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias consideradas negligenciadas, 

causadas por protozoários do gênero Leishmania, que afetam, especialmente, uma parcela 

da população em situação de vulnerabilidade socioeconômica. As leishmanioses são 

caracterizadas por um amplo espectro clínico com conjunto de sinais e sintomas variados, 

desde lesões cutâneas localizadas, com cura espontânea, até formas graves que afetam as 

mucosas ou órgãos internos. As diferentes formas clínicas dependem da espécie do agente 

etiológico e do estado imunológico do hospedeiro (Bogdan & Rollinghoff, 1998). 

As leishmanioses ocorrem em regiões tropicais e subtropicais, podendo se 

manifestar de forma visceral, cutânea e/ou mucosa. É estimado que, por ano, 1,5 a 2 

milhões de indivíduos sejam acometidos pela doença, e que 1 a 1,5 milhão de casos 

correspondam à forma tegumentar da doença (Who, 2007). No Brasil, o parasito foi 

identificado pela primeira vez por Lindenberg, em 1909, em trabalhadores das áreas de 

desmatamento para construção de rodovias no interior do estado de São Paulo. Desde 

então sua transmissão vem sendo documentada em vários municípios brasileiros. 

Inicialmente tida como uma zoonose de animais silvestres que acometia humanos em 

contato com áreas florestais, posteriormente sua ocorrência também começou a ser 

descrita em áreas rurais e periurbanas (Ministério da Saúde, 2017). 

Por ser uma das afecções dermatológicas mais importantes no Brasil, devido seu 

grande potencial de causar não só deformidades físicas nos indivíduos, mas também 

acometimento psicológico, com reflexos no campo social e econômico, a leishmaniose 

tegumentar pode ser considerada também uma doença ocupacional. Além disso, ela tem 

ampla distribuição com registro de casos em praticamente todas as regiões do país (Barral 

et al., 1995). Atribui-se o aumento da incidência e prevalência da leishmaniose a fatores 

de risco provocados pelo homem, como grande migração, desmatamento, urbanização e 

imunossupressão. As condições do meio ambiente, o nível socioeconômico, os 

comportamentos demográficos e humanos também são essenciais no impacto da doença. 

Fatores como o ambiente e os movimentos migratórios podem levar a alterações no ciclo 

biológico envolvendo mais precisamente a movimentação dos vetores e reservatórios e, 

por sua vez, aumentar a susceptibilidade de seres humanos a flebotomíneos infectados. 
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Vale ressaltar também o acometimento da leishmaniose por parte da população rural que 

geralmente sofre com surtos da doença durante as épocas de colheita. (Oryan & Akbari, 

2016). 

As leishmanioses são causadas por parasitos do gênero Leishmania e transmitidas 

por fêmeas de flebotomíneos do gênero Lutzomyia no Brasil, durante o repasto sanguíneo. 

A leishmaniose cutânea (LC) tem como agentes etiológicos a Leishmania braziliensis, L. 

amazonensis, L. guyanensis, L. major e L. tropica, sendo L. braziliensis a principal 

causadora da LC no Brasil. A L. braziliensis está distribuída por todo o Brasil e em vários 

países da América Central e do Sul. A LC é caracterizada por lesões de pele nodulares e 

indolores que aumentam, sofrem ulceração no centro e persistem por meses a anos 

(Convit et al, 1972; Carvalho et al, 1994; Costa et al, 1986; Galvao et al, 1993; Leopoldo 

et al, 2006; Turetz et al, 2002). 

No intestino médio de fêmeas de flebotomíneos, as formas amastigotas de 

Leishmania se proliferam e se diferenciam em formas promastigotas. Estas formas 

infecciosas do parasito migram através do esôfago para a probóscida do vetor 

invertebrado, onde estão finalmente prontos para serem inoculados em seu hospedeiro 

mamífero durante o repasto sanguíneo (Séguin & Descoteaux, 2016). A contaminação de 

mamíferos se dá pela inoculação de formas promastigotas pelo inseto vetor no local da 

picada no hospedeiro. Essas formas promastigotas, posteriormente, são fagocitadas por 

várias populações de fagócitos recrutadas no local da inoculação, incluindo neutrófilos, 

monócitos e, principalmente, macrófagos e, no interior destes, as formas promastigotas 

se diferenciam em amastigotas. O ciclo se reinicia com novo repasto sanguíneo pelo 

flebotomíneo e por sua consequente infecção pelas formas amastigotas (Marzochi, 1992). 

O ciclo biológico está representado na figura 1. 
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Figura 1. Ciclo biológico da leishmaniose. Adaptado de CDC – U.S. Centers for Disease Control and 

Prevetion. Disponível em: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html 

 

O exame parasitológico para diagnóstico da LC é feito com base no exame direto 

ou cultura, e para isso utiliza-se material coletado para realização de biópsia ou o aspirado 

das úlceras. A identificação microscópica exige mão de obra experiente, além disso a 

cultura pode levar algum tempo até ficar pronta e sofrer contaminação, dificultando assim 

o diagnóstico. A intradermorreação de Montenegro (IDRM), um método indireto, tem a 

limitação de levar entre 3 e 6 semanas após o início da doença para se tornar positiva, 

com sensibilidade variável entre as áreas endêmicas, e não havendo padronização dos 

antígenos utilizados na sua produção. Outros recursos diagnósticos como a reação em 

cadeia pela polimerase (PCR) e testes sorológicos também têm sido utilizados (Neves et 

al., 2011). 

O primeiro fármaco de escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar 

americana (LTA) é o antimoniato de N-metilglucamina. Como opções terapêuticas de 

segunda linha, são disponibilizados o isotionato de pentamidina e a anfotericina B. É 

possível que as diferentes espécies de Leishmania tenham influência na resposta 

terapêutica aos antimoniais. Em relação aos custos dos tratamentos, quanto as despesas 

com as drogas, a pentamidina apresenta custo mais elevado que o antimonial, porém o 

tratamento parenteral com o antimonial gera despesas relacionadas a insumos 
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hospitalares, afastamento do trabalho ou internação. Desse modo, a pentamidina constitui 

uma importante opção terapêutica para a leishmaniose cutânea, visto seu custo-benefício, 

além de ser segura para cardiopatas. Os efeitos colaterais dos antimoniais incluem 

toxicidades cardíaca, hepática, pancreática, renal e do sistema músculo-esquelético. 

Outros fármacos usados para o tratamento da LTA são miltefosina, azitromicina, itra-

conazol, cetoconazol, alopurinol, paramomicina e pentoxifilina (Neves et al., 2011). 

A grande maioria dos indivíduos que se recuperaram da leishmaniose, 

desenvolveram imunidade contra a infecção, o que justifica esforços para o 

desenvolvimento de uma vacina que previna a doença; porém, até o momento, nenhuma 

vacina para leishmaniose humana está registrada. Algumas vacinas com potencial de 

imunização e que abarcam conjunto de antígenos estão em desenvolvimento pré-clínico 

e em estudos clínicos (Burza et al., 2018). 

 

1.2 Resposta imune às leishmanioses 

 

A LC pode se curar espontaneamente ou evoluir para a formação de pápulas, 

nódulos, placas e úlceras, além da invasão de linfonodos regionais e evolução para lesões 

mucosas (Leishmaniose Cutâneo Mucosa). O tipo de resposta imunológica que o 

indivíduo irá desenvolver é o que determinará a evolução da infecção e as diferentes 

formas de apresentação clínica da leishmaniose tegumentar. Esta resposta inflamatória 

dependerá de fatores genéticos do hospedeiro, além da espécie de Leishmania promotora 

da infecção (Silveira et al., 2008). 

O sucesso da infecção por Leishmania em macrófagos depende da capacidade do 

parasito em escapar da lise extracelular causada por proteínas do sistema complemento, 

aderir a essas células através de receptores de membrana, ser fagocitado e resistir aos 

mecanismos microbicidas (Alexander & Russell, 1992). A interação de promastigotas 

com o macrófago ocorre com a participação das moléculas de superfície dos parasitos, 

tais como os lipofosfoglicanos (LPG) ou gp63, ou opsoninas derivadas do hospedeiro, 

como complemento, a fibronectina e imunoglobulina (Bogdan & Rollinghoff, 1999; 

Brittingham et al, 1999; Mosser & Rosenthal, 1993). A superfície celular de Leishmania 

possui moléculas relacionadas com a capacidade de interação do parasito com as células 

hospedeiras e os macrófagos, por sua vez, têm receptores de membrana que facilitam a 

adesão e internalização de Leishmania. O envolvimento destes receptores está bem 



   

 

 17 

caracterizado, em particular, pela participação de receptores de complemento na 

fagocitose e na sobrevivência intracelular do parasito (Mosser & Edelson, 1985).  

As formas metacíclicas de Leishmania são resistentes à ação lítica do sistema 

complemento por apresentarem moléculas de superfície alongadas, como o LPG (Pimenta 

et al, 1992; Puentes et al, 1989). Além disso, as moléculas de LPG podem interagir 

diretamente com receptores p150/95 e CR3, na superfície dos macrófagos, favorecendo, 

assim, a fagocitose dos parasitos (Talamas-Rohana et al, 1990). Dentre as funções do 

LPG, destaca-se, ainda, a importância dessa molécula na inibição da fusão do fagossomo-

endossomo e na resistência às enzimas lisossomais, o que garante a sobrevivência do 

parasito no interior das células (Desjardins & Descoteaux, 1997). Acreditava-se que o 

LPG fosse importante para a interação com macrófagos tanto de formas promastigotas, 

quanto de amastigotas, que pareciam possui uma forma estruturalmente distinta dessa 

molécula (Glaser et al, 1991; Moody et al, 1991; Turco, 1988). Tem-se observado que a 

expressão de LPG é reduzida em formas amastigotas, em paralelo a um aumento na 

expressão de proteofosfoglicanos (PPG), que possuem semelhanças estruturais com o 

LPG (Piani et al, 1999). 

Outra molécula largamente expressa na superfície de Leishmania, em especial nas 

formas promastigotas metacíclicas (Yao et al, 2005), é a gp63 uma metaloproteínase 

amplamente distribuída pela superfície de promastigotas. A gp63 atua na conversão de 

C3b em C3bi, favorecendo a adesão e internalização do parasito (Brittingham et al, 1999). 

O C3b se liga ao receptor CR1 e o C3bi se liga ao receptor CR3 (CD11b/CD18), sendo 

esse último mecanismo, possivelmente, o mais importante para os processos de adesão e 

fagocitose de formas promastigotas de Leishmania em macrófagos (Kane & Mosser, 

2000). Por outro lado, os estudos sobre os mecanismos de interação de amastigotas com 

os macrófagos são escassos e limitados à descrição da função de receptores para região 

Fc de IgG e ligantes para o sulfato de heparan (Love et al, 1998; Peters et al, 1995; Kima 

et al, 2000; Guy & Belosevic, 1993).  

Durante o processo de fagocitose pode ocorrer uma ativação do macrófago para 

produzir NO (óxido nítrico) e ROS (espécies reativas de oxigênio), que são altamente 

tóxicos para o parasito (Liew et al, 1990; Murray, 1982). Já é bem estabelecido que essas 

moléculas são as mais efetivas contra Leishmania (Liew et al, 1990; Bogdan, 2001; Green 

et al, 1991). Contudo, a entrada via receptores do tipo CR3 (CD11b/CD18), receptor para 

C3bi e principal mecanismo na fagocitose de Leishmania, inibe a ativação do macrófago 

e a produção dessas moléculas tóxicas, o que garante a sobrevivência do parasito (Mosser 
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et al, 1987; Mosser & Edelson, 1985; Wilson & Pearson, 1988). Além da capacidade de 

infectar células hospedeiras, os parasitos do gênero Leishmania possuem significativa 

capacidade de modular a resposta imune, promovendo a sobrevivência e manutenção da 

infecção (Gregory & Olivier, 2005; Soong, 2012). As duas principais formas biológicas 

do parasito (promastigotas e amastigotas) são conhecidamente capazes de reduzir a 

expressão de inúmeros genes e alterar as funções do macrófago (Buates & Matlashewski, 

2001; Chaussabel et al, 2003). 

O macrófago pode controlar e eliminar o parasito através de diversos mecanismos 

que envolvem a produção da citocina IL-12, que, por sua vez, estimula linfócitos T e 

células NK a produzirem IFN-γ, que age em sinergismo com a citocina TNF-α na 

estimulação dos próprios macrófagos para produzirem ROS, tóxicos para o parasito 

(Kane & Mosser, 2000; Gorak et al, 1998). O óxido nítrico (NO) envolvido na resposta 

imune contra patógenos é proveniente da NOS (óxido nítrico sintase II), conhecida como 

NOS induzível ou somente iNOS. A produção de NO por iNOS é dependente de inúmeras 

citocinas inflamatórias como IFN-γ, TNF-α e IL-1 e essa produção pode ser inibida por 

citocinas anti-inflamatórias como TGF-β, IL-3, IL-4 e IL-10 (Jorens et al, 1995). O 

mecanismo exato pelo qual o NO é capaz de eliminar o parasito ainda não é totalmente 

esclarecido, mas acredita-se que o NO reaja com ferro intracelular levando à inibição de 

enzimas que possuam o ferro no núcleo do seu grupo prostético. Isso pode ocasionar a 

inibição de enzimas envolvidas na síntese de DNA, como a ribonucleotídeo redutase, na 

respiração mitocondrial e nas atividades metabólicas do parasito (Lepoivre et al, 1994; 

Nathan & Xie, 1994). 

Durante a resposta imune inata, células como macrófagos reconhecem os 

antígenos dos patógenos via receptores da imunidade inata, como os receptores similares 

a Toll (TLRs), receptores similares a NOD (NLRs), receptor para manose (MR), dectina-

1, dentre outros (Awasthi et al. 2004). A ativação desses receptores ativa vias de ativação 

celulares para a produção de citocinas da imunidade inata, que podem ser pró-

inflamatórias, como o TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-23, ou anti-inflamatórias ou 

reguladoras, como o IL-10. O tipo de resposta dos macrófagos, na defesa inicial contra 

os patógenos, influencia os perfis das respostas imunes adquiridas e o desfecho clínico 

das doenças (Awasthi et al, 2004).  

A resposta imune protetora contra Leishmania envolve, de maneira geral, a 

produção de IL-12 por macrófagos ou células dendríticas infectadas, e diferenciação de 

células T auxiliares CD4+ do tipo 1 (Th1), produtoras de IFN-γ. Adicionalmente, tem 
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sido demonstrado que a produção de IL-17, por linfócitos Th17, é essencial para o 

controle do crescimento do parasito, uma vez que a IL-17 também induz NO em 

macrófagos infectados com L. infantum, em sinergismo com IFNγ (Pitta et al., 2009; 

Ghosh et al., 2013; Sacramento et al., 2014; Quirino et al., 2016). 

 

1.3 Sinalização purinérgica 

 

O processo de ativação do sistema imune ocorre pela participação de diferentes 

moléculas de sinalização que podem ser liberadas em resposta a uma lesão tecidual ou a 

agentes patogênicos exógenos. Este mecanismo se faz necessário tanto para desencadear 

respostas imunes inatas, quanto para balancear e resolver o processo inflamatório em 

curso (Gallucci & Matzinger, 2001). 

Nos processos infecciosos e inflamatórios há uma grande liberação de ATP 

(adenosina trifosfato) por conta da lise de células e tecidos atingidos. Além disso, o ATP 

pode ser liberado por mecanismos não líticos, como a exocitose de vesículas contendo 

ATP, através de canais permeáveis a nucleotídeos, por vesículas de transporte que 

fornecem proteínas para a membrana celular e via lisossomais (Fredholm et al., 2011). O 

ATP extracelular sinaliza através de receptores purinérgicos do tipo P2. A ligação do ATP 

aos receptores do tipo P2 resulta no aumento da produção de importantes citocinas pro-

inflamatórias, como IFNγ, TNF-α, IL-1 e IL-12 (la Sala et al, 2003; Langston et al, 2003). 

Todas as células possuem componentes do sistema purinérgico e são capazes de 

liberá-los de forma balanceada, a depender do estímulo. Na sinalização purinérgica há o 

envolvimento dos mediadores da sinalização compostos por nucleotídeos (adenosina 

trifosfato - ATP, adenosina difosfato – ADP, adenosina monofosfato – AMP) e 

nucleosídeos extracelulares (adenosina e inosina), por receptores purinérgicos específicos 

(P2X, P2Y e P1), através de onde os nucleotídeos e nucleosídeos desempenham suas 

funções e por ectoenzimas, responsáveis por controlar os níveis extracelulares dos 

mediadores (Atkinson et al, 2006). O esquema está representado na figura 2. 
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Figura 2. Esquema representativo da sinalização purinérgica. Fonte: Tese de doutorado “Avaliação da 

sinalização purinérgica em pacientes com mieloma múltiplo” UFSM, Pâmela de Brum Soares, UFSM, 

2016. Adaptado de JUNGER, 2011. Disponível em: https://repositorio.ufsm.br/handle/1/18109 

 

A natureza das atividades enzimáticas de CD39 (nucleosídeo trifosfato 

difosfohidrolase 1) e CD73 (5’-ectonucleotidase), enzimas expressas em diferentes tipos 

celulares, regulam a duração, magnitude e natureza química dos sinais purinérgicos 

através da hidrólise de ATP/ADP em AMP e de AMP em adenosina, respectivamente. 

Há, desse modo, uma regulação encarregada de ajustar as funções da resposta imune. Este 

processo acarreta numa mudança de um ambiente pró-inflamatório impulsionado pelo 

ATP para um ambiente anti-inflamatório, induzido pela adenosina. Dessa forma, a 

sinalização purinérgica envolvendo a via CD39/CD73 muda dinamicamente o contexto 

fisiopatológico no qual está inserida (Antonioli et al, 2013). 

Devido à sua importância energética, fundamental para o metabolismo das células, 

a adenosina trifosfato (ATP) pode ser considerada também uma molécula sinalizadora 

nos meios intra e extracelular. Além do ATP, seus produtos de hidrólise como adenosina 

difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e a adenosina (ADO) também atuam 

como sinalizadores em diferentes tecidos e órgãos (Burnstock et al, 2013).   

O ATP extracelular é capaz de sinalizar através de receptores purinérgicos do tipo 

P2. Esses receptores são divididos em dois grandes grupos, dependentes dos mecanismos 

de transdução de sinal envolvidos e na estrutura molecular dos receptores. Os receptores 

do tipo P2X estão associados à canais de íons, enquanto os receptores do tipo P2Y estão 

associados à proteína G.  A ligação do ATP aos receptores do tipo P2 ocasiona um 

aumento na produção de importantes citocinas proinflamatórias, como IFN-γ, TNF-α, IL-
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1 e IL-12 (la Sala et al, 2003; Langston et al, 2003). A ligação em receptores membros da 

subfamília P2X está envolvida em processos neurosensoriais, agregação plaquetária, 

morte celular, ativação de IL-1β e TNF-α (North, 2002; Ferrari et al, 2006). Por outro 

lado, a ligação aos receptores P2Y está associada à proliferação celular, apoptose, 

inflamação, maturação de células dendríticas e aumento na produção de IL-13, 

dependendo do subtipo do receptor (Abbracchio et al, 1998; Schnurr et al, 2000). 

A hidrólise de ATP extracelular pela atividade catalítica da CD39 é capaz de 

reduzir esse importante estímulo inflamatório ao mesmo tempo que eleva a concentração 

de AMP extracelular, que, através da ação da enzima 5’-ectonucleotidase, pode ser 

convertido em adenosina. A adenosina, por sua vez, exerce seus efeitos através da ligação 

à receptores da família P1 – receptores A1, A2A, A2B e A3 – acoplados a proteína G 

(Fredholm et al, 1994). 

A adenosina extracelular desempenha um papel imunorregulatório modulando a 

função de componentes celulares da resposta imune adaptativa e inata. Sua atividade 

imunossupressora, permite com que ela interfira em estágios posteriores do processo 

inflamatório como mediador de feedback negativo, como na ativação de células T 

reguladoras e na liberação de citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10. Deste modo, 

nota-se que o equilíbrio entre as concentrações de ATP (pró-inflamatório) e adenosina 

(anti-inflamatória) é um fenômeno fundamental na homeostase imune e, assim, as 

ectonucleotidases desempenham relevante papel na regulação dos níveis desses 

nucleotídeos e nucleosídeos (Antonioli et al, 2012).   

A ação da adenosina nos receptores A2A e A2B, leva, de maneira geral, a um 

aumento de AMP cíclico intracelular, com consequente inibição da resposta imune, pela 

redução na produção de IFN-γ, TNF-α e IL-12 e um aumento na produção de IL-10 pelas 

células (Raskovalova et al, 2005; Lappas et al, 2005; Panther et al, 2003). A ligação de 

adenosina aos receptores A1 e A3, por outro lado, inibe a elevação na produção de AMPc, 

com um consequente aumento na concentração de cálcio intracelular (Abbracchio & 

Ceruti, 2007). Sabe-se que a adenosina é capaz de evitar o burst respiratório em 

macrófagos (Si et al, 1997; Edwards, III et al, 1994; Csoka et al, 2007) e suprimir a 

produção de NO por células estimuladas com LPS (Hasko et al, 1996). Um importante 

trabalho na área demonstrou que o NECA (um análogo de adenosina) foi capaz de reduzir 

a expressão de iNOS e produção de NO por macrófagos estimulados com IFN-γ, em uma 

via dependente do receptor A2B (Xaus et al, 1999). Além disso, salienta-se o papel de 

adenosina na redução da produção de TNF-α e IL-12, tanto pela ação sobre A2A quanto 
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sobre A2B (Hasko et al, 2000; Kara et al, 2010). CD39 e CD73 expressos em células T 

reguladoras (Tregs) convertem ATP extracelular em adenosina, o que suprime a função 

das células T efetoras. Recentemente, descobriu-se que camundongos knockout para 

CD39 possuem resposta inflamatória aumentada devido ao aumento de ATP extracelular 

e diminuição de adenosina (Huang et al., 2021). 

Inúmeros estudos têm se dedicado a demonstrar o papel da sinalização purinérgica 

nas infecções por diferentes agentes patogênicos. Enzimas análogas à CD39 e CD73 

humana foram caracterizadas em diversos microrganismos infecciosos. Em 

tripanossomatídeos, essas enzimas são fundamentais para a via de salvação de 

nucleotídeos purínicos (Fietto et al, 2004), uma vez que esses parasitos são incapazes de 

realizar síntese de novo de purinas (Marr et al, 1978).  A atividade e a expressão 

diferenciais de enzimas que modulam ATP/adenosina em diferentes espécies e cepas de 

Leishmania estão associadas à capacidade de infecção in vivo (de Souza et al, 2010; 

Maioli et al, 2004; Marques-da-Silva et al, 2008) e ao direcionamento da forma clínica 

da doença (Leite et al, 2012). Adicionalmente, essas enzimas são importantes para a 

adesão, internalização e modulação da resposta de macrófagos frente à infecção (Gomes 

et al, 2015).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Segundo a OMS, a leishmaniose está na lista das 10 principais doenças tropicais 

negligenciadas, afetando globalmente mais de 12 milhões de pessoas. Isso se deve ao fato 

de que a doença atinge principalmente populações de países em desenvolvimento, 

justamente onde há menos investimentos em medicamentos e vacinas por parte de 

grandes laboratórios privados que empenham maiores esforços no campo da saúde em 

países desenvolvidos. 

Apesar de inúmeras estratégias de prevenção da leishmaniose em áreas 

endêmicas, essa doença continua sendo considerada um enorme problema de saúde 

pública em regiões tropicais e temperadas. Como estratégias quimioterápicas e vacinais 

ainda são carentes de mais pesquisas e o entendimento profundo dos mecanismos de 

subversão da resposta imune pela Leishmania se torna, dentro desse contexto, 

fundamental para um efetivo combate à essa doença negligenciada. 

Sabemos que a manipulação da sinalização purinérgica (balanço ATP/Adenosina) 

em Leishmania, assim como em outros agentes patogênicos, participa do controle e 

imunopatogênese das infecções. Contudo, os mecanismos envolvidos ainda carecem de 

investigações aprofundadas. O presente estudo busca entender como a expressão das 

enzimas CD39 e CD73, bem como dos receptores de adenosina, A2A e A2B, participam 

da infecção por Leishmania em macrófagos humanos, principal célula hospedeira desse 

parasito e se a alteração no balanço ATP/adenosina altera a resposta imune e as taxas de 

infecção de macrófagos humanos na presença de L. braziliensis. Esperamos que os novos 

conhecimentos sobre a participação da sinalização purinérgica no processo de infecção 

por L. braziliensis, à luz dos nossos resultados, possa não só esclarecer os mecanismos 

de infecção dessa espécie, mas também pavimentar novas estratégias em tratamentos e 

prevenção. 

 

 

 

 

 

 



   

 

 24 

3 OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

Avaliar o papel da sinalização purinérgica nas infecções por L. braziliensis.  

 

3.2. Objetivos específicos 

 

Análise funcional: 

 

▪ Avaliar a expressão de CD39, CD73 e receptores de adenosina no sangue total e 

nas lesões de pacientes com leishmaniose cutânea e controles saudáveis; 

 

▪ Avaliar a expressão dos receptores de adenosina, A2A e A2B, nas lesões de 

pacientes com leishmaniose cutânea e controles saudáveis; 

 

▪ Correlacionar a expressão de receptores de adenosina, A2A e A2B, com a 

expressão de genes envolvidos na resposta imune de pacientes com leishmaniose 

cutânea; 

 

Validação in vitro: 

 

▪ Avaliar a expressão dos receptores de adenosina, A2A e A2B, em macrófagos 

humanos infectados com L. braziliensis; 

 

▪ Avaliar os efeitos da inibição dos receptores de adenosina, A2A e A2B, na 

resposta imune de macrófagos humanos infectados com L. braziliensis; 

 

▪ Investigar os efeitos da inibição dos receptores de adenosina, A2A e A2B, na 

carga parasitária de macrófagos humanos infectados com L. braziliensis. 
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▪ Avaliar a resposta imune através da produção de citocinas em macrófagos 

humanos infectados, ou não, com L. braziliensis e tratados, ou não, com 

antagonistas seletivos dos receptores A2A e A2B. 

 

▪ Avaliar os efeitos da adenosina na carga parasitária de macrófagos humanos 

infectados com L. braziliensis. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

Esse estudo dispensa aprovação de comitê de ética de pesquisa por ser realizado 

com dados presentes em repositórios públicos, previamente publicados, e macrófagos 

humanos de linhagem celular imortalizada (THP-1). 

 

4.2 Análise Funcional 

 

O conjunto de dados estão disponíveis nos bancos de dados GEO para acesso 

público (GSE# GSE162760) e (GSE# GSE127831) e consistem em transcriptomas de 

amostras de sangue total de 14 controles saudáveis e 50 pacientes com leishmaniose 

cutânea causada por L. braziliensis (Farias et al. 2021; Amorim et al, 2024) e 

transcriptomas de amostras de pele de 7 controles saudáveis e biópsias de lesões de 21 

pacientes com leishmaniose cutânea causada por L. braziliensis (Amorim et al, 2019; 

Nascimento et al, 2021; Sacramento et al. 2023). A expressão gênica (log2 expression) 

de CD39, CD73, receptores de adenosina (A2A e A2B) e genes de citocinas, quimiocinas, 

moléculas microbicidas, receptores da resposta imune e moléculas associadas à 

sinalização purinérgica foram avaliados. Mapas de calor e clusters foram construídos, 

com auxílio do software GraphPad Prism. 

 

4.3 Infecções in vitro 

 

Promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/2003/M2904) 

expressando a proteína verde fluorescente GFP (abreviatura do inglês green fluorescent 

protein) foram cultivadas em meio de Grace (Sigma-Aldrich), suplementado com 20% 

de soro fetal bovino (SFB) (Gibco - Life Technologies), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL 

penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (todos reagentes Sigma-Aldrich), a 26°C. Os 

parasitos foram cultivados em placas de 24 poços (Corning-Costar) por, no máximo, 6 

passagens, sendo utilizados, nos experimentos, na fase estacionária do crescimento (6º 

dia de cultivo). 
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Células da linhagem imortalizada monocítica humana THP-1 foram cultivadas em 

meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), suplementado com 50 μg/mL gentamicina, 2 mM L-

glutamina e 10% de SFB (Gibco) inativado. As células THP-1 (1 x 106 células/mL) foram 

diferenciadas com 100 ng/mL de Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) 

por 24 h, a 37 ºC/5% CO2, lavadas com meio RPMI suplementado, e permitidas descansar 

por adicionais 24 horas (dos Santos et al., 2017). As células THP-1 diferenciadas em 

macrófagos foram tratadas, ou não, com 10 µM de antagonista seletivo do receptor de 

adenosina A2A (ZM241385; Sigma-Aldrich) ou A2B (PSB-603; Sigma-Aldrich) e/ou 

Pentostatina (inibidor de ADA; Sigma-Aldrich), por 1 hora, infectadas com formas 

promastigotas de fase estacionária de L. braziliensis-GFP (MOI 5:1), por 24 h ou 48h, a 

36 ºC/5% CO2. As taxas de infecção foram avaliadas por citometria de fluxo (BD Accuri 

C6). A porcentagem de macrófagos infectados (GFP+) e a média de intensidade de 

fluorescência do GFP (MFI) foram analisadas. A concentração e atividade de ADA foram 

avaliadas por Adenosine Deaminase (ADA) Activity Assay Kit (Elabscience) conforme 

orientação do fabricante. 

 

4.4 Expressão de genes 

 

Foi avaliada a expressão de mRNA para os receptores de adenosina A2A e A2B 

por PCR quantitativa em tempo real. Realizamos o isolamento de RNA total por coluna 

de sílica (Total RNA Purification Kit; Cellco Biotecnologia) conforme protocolo dos 

fabricantes e sintetizamos cDNA com iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Os 

primers utilizados foram: FH1_ADORA2A (GTGTCTATTTGCGGATCTTC Forward 

Human 1 ADORA2A), BH1_ADORA2A (AAGTGAAGCAGTTGAGATG Reverse 

Human 1 ADORA2A), FH1_ADORA2B (AAAGTCTGCCTTGTTTATGG Forward 

Human 1 ADORA2B), BH1_ADORA2B (AATTTTTGAGGTCACCTTCC Reverse 

Human 1 ADORA2B). 

 

4.5 Avaliação da Resposta Imune 

 

As produções de TNF, IL-6, IL-10 e IL-1β foram avaliadas por CBA (Cytometric 

Bead Array), utilizando o kit BDTM Human Inflamatory Cytokine, conforme protocolo 

do fabricante, nos sobrenadantes das culturas de células THP-1 diferenciadas em 

macrófagos tratadas com antagonistas seletivos dos receptores de adenosina A2A 
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(ZM241385; Sigma-Aldrich) ou A2B (PSB-603; Sigma-Aldrich) e infectadas por L. 

braziliensis. A produção de espécies reativas de oxigênio foi avaliada utilizando a sonda 

fluorescente CM-H2DCFDA, que emite fluorescência ao ser clivada por espécies reativas 

de oxigênio, sendo então analisada por citometria de fluxo, conforme protocolo do 

fabricante. 

 

4.6 Análises Estatísticas 

 

Os dados in vitro foram apresentados como média ± desvio padrão (SD). Os testes 

t de Student, One-way ou Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, foram 

utilizados para as análises estatísticas. Os dados de análise funcional foram apresentados 

em valores individuais e mediana e analisadas por teste de Mann Whitney; correlações 

entre os dados foram realizadas por teste de Spearman e apresentados por mapas de calor. 

A significância foi estabelecida em p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Lesões de pacientes com LC expressam níveis elevados de CD39, CD73 e receptor 

de adenosina A2A 

 

Inicialmente avaliamos as expressões gênicas (log2 expression) das enzimas 

CD39 (hidrólise de ATP em AMP) e CD73 (hidrólise de AMP em adenosina), em 

transcriptoma de sangue total de 50 pacientes com LC causadas por L. braziliensis e de 

14 controles saudáveis, e em biópsias de lesões de 21 pacientes com LC causadas por L. 

braziliensis e 7 amostras de pele de controles saudáveis. As expressões das enzimas CD39 

e CD73 no sangue de pacientes com LC e de controles saudáveis não apresentaram 

diferença significativa, enquanto a expressão das mesmas enzimas nas lesões de pacientes 

com LC estavam aumentadas, comparada aos controles saudáveis (Figura 3), sugerindo 

fortemente o acúmulo de adenosina após a infecção no sítio de lesão. 
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Figura 3. Expressão de mRNA das enzimas CD39 e CD73 no sangue e nas lesões de pacientes com 

leishmaniose cutânea e controles saudáveis. As expressões de CD39 e CD73 foram avaliadas em 

transcriptomas de sangue total (A e B) de 50 pacientes com LC e 14 controles saudáveis e nas lesões (C e 

D) de 21 pacientes com LC e 7 controles saudáveis disponíveis nos repositórios GEO (GSE162760) e GEO 

(GSE127831), respectivamente. Os dados são apresentados em valores individuais e mediana. *p<0,05, 

pelo teste Mann-Whitney. 

 

Também avaliamos a expressão dos dois principais receptores de adenosina, A2A 

(ADORA2A) e A2B (ADORA2B). Biópsias de lesões de pacientes com LC, causada por 

L. braziliensis, apresentam maior expressão de ADORA2A e menor expressão de 

ADORA2B, comparados aos controles saudáveis (Figura 4). 
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Figura 4. Expressão de mRNA dos receptores de adenosina em pacientes com leishmaniose cutânea 

e controles saudáveis. A expressão de (A) ADORA2A e (B) ADORA2B foram avaliadas em transcriptoma 

de biópsias de lesões de 21 pacientes com LC e 7 controles saudáveis, disponíveis no repositório GEO 

(GSE127831). Os dados são apresentados em valores individuais e mediana. *p<0,05, pelo teste Mann-

Whitney. 

 

5.2 Correlação da expressão de receptores de adenosina A2A e A2B e moléculas 

envolvidas no processo inflamatório 

 

Foram avaliadas as correlações dos receptores de adenosina A2A e A2B com 

citocinas e moléculas envolvidas no processo inflamatório (Figura 5). A expressão do 

receptor A2A, nas lesões de pacientes com LC, foi correlacionada positivamente com a 

expressão de IL1B (r = 0,776; p = 3,47E-05), IL6 (r = 0,655; p = 0,001), IL10 (r = 0,601; 

p = 0,003), IL15 (r = 0,466; p = 0,033), IL32 (r = 0,636; p = 0,001), TGFB1 (r = 0,498; p 

= 0,021) e NOS2 (r = 0,537; p = 0,011). Além disso, a expressão do receptor A2A, em 

pacientes com LC, foi negativamente correlacionada com ARG1 (r = -0,711; p = 0,000). 

Curiosamente, enquanto houve correlações positivas do receptor A2A com IL1B, 

IL6 e IL32 e correlação negativa com ARG1, o inverso foi demonstrado nas correlações 

dessas citocinas com a expressão do receptor A2B. A expressão do receptor A2B foi 

negativamente correlacionada com a expressão de IL1B (r = -0,520, p = 0,015), IL6 (r = 

-0,596, p = 0,004) e IL32 (r = -0,445, p = 0,0429), e positivamente correlacionada com 

ARG1 (r = 0,681, p = 0,000). Esses dados sugerem que os receptores de adenosina A2A 
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e A2B, embora classicamente conhecidos como anti-inflamatórios, se comportam de 

forma diferente durante a infecção com L. braziliensis. O receptor A2A, cuja expressão é 

aumentada nos pacientes com LC, pode ter um efeito pró-inflamatório durante a infecção. 

Figura 5. Correlação da expressão de receptores de adenosina A2A e A2B com moléculas envolvidas 

no processo inflamatório. A correlação (Spearman) de receptores de adenosina A2A e A2B e moléculas 

envolvidas no processo inflamatório e controle de leishmanioses foi avaliada em lesões de pacientes com 

leishmaniose cutânea. Os mapas de calor apresentam o valor de r (correlação de Spearman), entre -1 

(vermelho) e +1 (azul). 

 

5.3 Papel dos receptores de adenosina em macrófagos humanos infectados com L. 

braziliensis 

 

 Para avaliar o papel dos receptores de adenosina nas infecções in vitro com L. 

braziliensis, nós realizamos a infecção de macrófagos derivados da linhagem THP-1 e 

avaliamos a expressão dos receptores de adenosina. Assim como observado na análise de 

transcriptomas de lesões de pacientes com LC, a infecção de macrófagos humanos com 
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L. braziliensis aumenta a expressão do receptor A2A, mas não do receptor A2B (Figura 

6). 

 

 

Figura 6. Expressão de mRNA dos receptores de adenosina em macrófagos humanos infectados com 

Leishmania braziliensis. As expressões de ADORA2A e ADORA2B foram avaliadas em macrófagos 

humanos infectados por Leishmania braziliensis por PCR em tempo real e avaliada pelo método 2-ddCt. Os 

dados mostram média e desvio padrão de 3 experimentos independentes. * p < 0,05, por teste t de Student. 

 

Nós decidimos avaliar, então, a infecção de macrófagos humanos THP-1 tratados, 

ou não, com antagonistas seletivos dos receptores A2A e A2B. As análises foram 

realizadas por citometria de fluxo, uma vez que utilizamos parasitos GFP+. Os 

tratamentos dos macrófagos com antagonistas seletivos dos receptores A2A (ZM241385) 

e A2B (PSB-603) não tiveram efeitos na porcentagem de células infectadas (GFP+; 

Figura 7A) e na intensidade média de fluorescência das células (MFI; Figura 7B), 

sugerindo que ambos não têm efeitos na capacidade de infecção de macrófagos humanos, 

mesmo que a expressão do receptor A2A esteja aumentada. A produção de espécies 

reativas de oxigênio foi avaliada e a presença dos mesmos antagonistas também não 

exerceu efeitos sobre este mecanismo microbicida nos macrófagos infectados com L. 

braziliensis (ROS; Figura 7C).  
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Figura 7. Efeitos da inibição de A2AR e A2BR nas taxas de parasitismo e na produção de ROS em 

macrófagos humanos infectados, in vitro, com L. braziliensis. Macrófagos humanos da linhagem THP-

1 foram infectadas com L. braziliensis-GFP (MOI 5:1) por 24 e 48 horas, na presença ou ausência de 

antagonistas seletivos dos receptores A2A (10 µM) e A2B (10 µM). As taxas de infecção foram analisadas 

por citometria de fluxo. Os dados mostram média e desvio padrão de 4 experimentos independentes.  

 

Para avaliar a resposta imune, foram medidas as produções das citocinas TNF, IL-

1β, IL-6 e IL-10 em macrófagos humanos THP-1 infectados, ou não, com L. braziliensis 

e tratados, ou não, com antagonistas seletivos dos receptores A2A (ZM241385) e A2B 

(PSB-603). Os níveis de TNF (Figura 8A), IL-1 β (Figura 8B), IL-6 (Figura 8C) e IL-10 

(Figura 8D) foram aumentados após infecção por L. braziliensis, mas nenhuma alteração 

foi observada após os tratamentos das células com antagonistas seletivos dos receptores 

A2A e A2B, sugerindo que a infecção por L. braziliensis induz a produção dessas 

citocinas, mas os receptores de adenosina não interferem na resposta imune de 

macrófagos humanos infectados. 
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Figura 8. Quantificação das citocinas TNF, IL-1β, IL-6 e IL-10 em macrófagos humanos THP-1 

infectados ou não, com L. braziliensis e tratados, ou não, com antagonistas seletivos dos receptores 

A2A e A2B. Macrófagos humanos da linhagem THP-1 foram infectadas com L. braziliensis-GFP (MOI 

5:1) por 24 e 48 horas, na presença ou ausência de antagonistas seletivos dos receptores A2A (10 µM) e 

A2B (10 µM). As citocinas foram medidas e analisadas por CBA. Os dados mostram média e desvio padrão 

de 4 experimentos independentes. * p < 0,05, por teste t de Student. 

 

  

Para confirmar que a adenosina/receptor de adenosina A2A não tem efeito nas 

infecções por L. braziliensis, nós infectamos macrófagos humanos na presença, ou 

ausência, de adenosina e, novamente, não encontramos alterações nas taxas de infecção 

de macrófagos (Figura 9). 
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Figura 9. Efeitos da adenosina nas taxas de parasitismo de macrófagos humanos infectados, in vitro, 

com L. braziliensis. Macrófagos humanos da linhagem THP-1 foram infectadas com L. braziliensis-GFP 

(MOI 5:1) por 24 e 48 horas, na presença ou ausência de adenosina (50 µM). As taxas de infecção foram 

analisadas por citometria de fluxo. Os dados mostram média e desvio padrão de 4 experimentos 

independentes. 

 

Uma das possibilidades para a ausência de efeitos da adenosina/receptor A2A nas 

taxas de infecção de L. braziliensis, é que a adenosina esteja sendo convertida em inosina, 

pela ação da enzima adenosina deaminase (ADA). De fato, a concentração e atividade de 

ADA estão aumentadas em macrófagos THP-1 infectados com L. braziliensis (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Concentração e atividade de ADA em macrófagos humanos infectados com Leishmania 

braziliensis. A (A) concentração e (B) atividade de ADA em macrófagos humanos infectados por 

Leishmania braziliensis foi avaliada por Adenosine Deaminase (ADA) Activity Assay Kit. Os dados 

mostram média e desvio padrão de 3 experimentos independentes. * p < 0,05, por teste t de Student. 
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Para confirmar que a atividade da ADA, que converte a adenosina em inosina, 

impede a ação da adenosina e do receptor A2A nas infecções de macrófagos humanos 

com L. braziliensis, nós realizamos a infecção das células na presença do inibidor 

farmacológico de ADA (pentostatina), e presença, ou ausência, do antagonista seletivo 

do receptor A2A (ZM241385). Quando a ADA está inibida (o que favorece o acúmulo de 

adenosina), a inibição do receptor A2A reduz as taxas de infecção de macrófagos 

humanos (Figura 11). 

 

 

 

Figura 11. Efeitos do bloqueio de ADA e inibição de A2AR nas taxas de parasitismo de macrófagos 

humanos infectados, in vitro, com L. braziliensis. Macrófagos humanos da linhagem THP-1 foram 

infectadas com L. braziliensis-GFP (MOI 5:1) por 24 e 48 horas, na presença ou ausência de antagonista 

seletivo de A2AR (10 µM) e presença de pentostatina (10 µM), um inibidor de ADA. As taxas de infecção 

foram analisadas por citometria de fluxo. Os dados mostram média e desvio padrão de 4 experimentos 

independentes. * p < 0,05, por teste t de Student. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A atividade das enzimas CD39 e CD73 impacta na natureza química dos sinais 

purinérgicos, desempenhando, assim, um papel fundamental na regulação da duração e 

magnitude das respostas imunes, atuando na conversão de ADP/ATP em AMP e AMP 

em adenosina, respectivamente. Isso acarreta a modificação de um ambiente pró-

inflamatório promovido por ATP para um ambiente anti-inflamatório impulsionado por 

adenosina (Antonioli et al., 2013). Nossos resultados demonstraram expressão gênica 

aumentada das enzimas CD39 e CD73 analisadas em transcriptomas de lesões de 

pacientes com LC causada por L. braziliensis, comparadas a controles saudáveis, 

sugerindo, assim, acúmulo de adenosina após a infecção no sítio de lesão. Um estudo 

anterior também observou aumento na expressão de CD39 e CD73 em células dendríticas 

murinas infectadas por L. amazonensis (Figueiredo et al., 2012). Além disso, já foi 

demonstrado que a infecção por L. amazonensis regula positivamente a expressão de 

CD73, o que está associado à inibição da resposta imunológica devido à maior produção 

de adenosina (Bajrachary et al., 2022). No entanto o papel dessas enzimas em células 

humanas, em infecções por L. braziliensis, nunca foram relatadas anteriormente. Foram 

descritas alterações na função do CD39 em diferentes patologias, como na doença arterial 

coronariana (El-Omar et al, 2005), na infecção por HIV, que mostrou um aumento da 

atividade de CD39 em linfócitos de pacientes HIV-positivos (Leal et al, 2005), em 

pacientes com leucemia linfocítica crônica que apresentaram uma porcentagem maior de 

linfócitos T CD39 + comparados a controles saudáveis (Pulte et al, 2005) e também em 

associação com doenças como isquemia cerebral em modelos animais (Pinsky et al, 

2002). 

Um trabalho que avaliou neutrófilos estimulados in vitro, com L. amazonensis e 

L. braziliensis, constatou que a cultura estimulada com L. amazonensis apresentou 

aumento da expressão de CD73. Por conta da atividade enzimática de CD73 em degradar 

AMP, poderia, assim, haver um aumento de adenosina, contribuindo para um ambiente 

menos pró-inflamatório durante a infecção por L. amazonensis em neutrófilos, comparada 

a infecção por L. braziliensis. Pelo fato de L. amazonensis apresentar maior atividade 

própria da enzima CD73, cria-se, então, uma interação com neutrófilos mais favorável ao 

parasito (Júnior, 2015). Macrófagos infectados com L. amazonensis aumentaram a 

expressão de CD73, diferentemente de macrófagos tratados com LPS. Notou-se também 
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que quando a atividade enzimática de CD73 foi bloqueada pelo sal de sódio ÿ, ÿ-

metilenoadenosina 5'-difosfato (APCP), a carga parasitária dos macrófagos apresentou 

significativa diminuição. Acompanhados, esses dados demonstram que L. amazonensis 

induz um fenótipo regulador em macrófagos, que ao ativar a via CD39/CD73 permite a 

sobrevivência do parasito (Luís et al., 2022). O acúmulo de adenosina em infecções 

humanas por L. braziliensis poderia influenciar na resposta imune e favorecer o 

estabelecimento da infecção.  

Avaliamos a expressão dos receptores de adenosina A2A e A2B em 

transcriptomas de biópsias de lesões de pacientes com LC, causada por L. braziliensis, e 

observamos que houve maior expressão de ADORA2A e menor expressão de 

ADORA2B, comparados aos controles saudáveis. Para validar esses dados, procedemos 

com a infecção in vitro de macrófagos humanos THP-1 tratados, ou não, com antagonistas 

seletivos dos receptores A2A e A2B e, assim como observado na análise de 

transcriptomas de lesões de pacientes com LC, a infecção de macrófagos humanos com 

L. braziliensis aumenta a expressão do receptor A2A, mas não do receptor A2B. A 

resposta anti-inflamatória da adenosina ocorre por meio dos receptores do tipo A2 e esses 

efeitos ocorrem devido ao aumento de AMPc intracelular, inibição de citocinas pró-

inflamatórias e alteração do equilíbrio Th1/Th2, induzindo uma resposta do tipo Th2 

(Abbrachio & Ceruti, 2007). A ativação dos receptores de adenosina A2A e A2B 

aumentou a carga parasitária de L. infantum no interior dos macrófagos. Esses receptores 

podem ser ativados pela adenosina endógena transportada para fora dos macrófagos 

diferenciados de THP-1 através de transportadores de adenosina (possivelmente 

ENT1/2). Desta forma, os receptores de adenosina do tipo A2 e ENT podem se tornar 

promissores alvos terapêuticos para intervenções farmacológicas no tratamento da 

leishmaniose visceral. Se confirmado in vivo, abre-se a possibilidade do uso de 

antagonistas de receptores de adenosina A2 (pentoxifilina) e inibidores de transportadores 

de nucleosídeos (dipiridamol), já aprovados para tratar outras condições clínicas, para o 

tratamento também, desta doença (Silva, et al., 2020). 

Um estudo demonstrou que a sinalização de A2AR é explorada por parasitas L. 

infantum, agente etiológico da leishmaniose visceral, para colonizar com sucesso o 

hospedeiro vertebrado. Camundongos com gene A2AR deletado exibiram uma reação 

celular bem desenvolvida com uma forte resposta imune Th1 nos órgãos parasitados, 

além de uma intensa infiltração de neutrófilos ativados nos órgãos-alvo da doença. Foi 

observado também que durante a cultura de células ex vivo, os esplenócitos A2AR −/− 
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produziram menores quantidades de IL-10. Este trabalho demonstrou que a via de 

sinalização A2AR é prejudicial ao desenvolvimento da imunidade adaptativa do tipo Th1 

e que essa via pode estar associada ao processo regulatório (Lima et al., 2017).  

Já foi descrito anteriormente que o bloqueio do receptor A2B com antagonista 

seletivo reduziu a sobrevivência de L. amazonensis no interior das células murinas 

estimuladas com IFN-y e LPS (Gomes, 2015), e que a ativação do receptor A2B pode ser 

usada por L. amazonensis para inibir a função de DC e evitar a resposta imune (Figueiredo 

et al., 2012). Foi demonstrado por um estudo que durante a infecção por L. amazonensis, 

a expressão dos receptores P2Y2 e P2Y4 é regulada positivamente, sugerindo, junto com 

outros estudos, um papel significativo do parasito na regulação de diversos receptores 

envolvidos na sinalização purinérgica (Marques-da-Silva et al., 2011). Agonistas que têm 

como alvo os receptores de adenosina A1, A2A, A2B e A3 são potenciais opções de 

tratamentos eficientes para distintas patologias, a saber, doenças cardiovasculares, 

doenças autoimunes e câncer. Pelo fato de cada um desses receptores de adenosina 

desempenhar um papel distinto, obter agonistas de receptores altamente específicos é 

essencial. Apesar dos receptores de adenosina A2A e A2B compartilharem de muitas 

similaridades estruturais e de sequência, parecem diferir muito em suas respostas a 

estímulos inflamatórios (Jones et al., 2017).  

Notavelmente, no entanto, nossos dados mostraram que o receptor A2A, ainda 

que aumentado, é positivamente correlacionado com citocinas e moléculas envolvidas na 

resposta imune pró-inflamatória em lesões de pacientes com LCL. Além disso, a inibição 

farmacológica desse receptor não alterou as taxas de infecção de macrófagos humanos 

infectados com L. braziliensis. Os níveis de TNF, IL-1 β, IL-6 e IL-10 foram aumentados 

após infecção por L. braziliensis, mas nenhuma alteração foi observada após os 

tratamentos das células com antagonistas seletivos dos receptores A2A e A2B, sugerindo 

que a infecção por L. braziliensis altera a produção dessas citocinas, mas os receptores de 

adenosina não interferem nesse mecanismo imune. A fim de caracterizar diferenças no 

perfil de citocinas e quimiocinas produzido por macrófagos murinos infectados com L. 

amazonensis e L. braziliensis, um trabalho procedeu com a dosagem de citocinas e 

quimiocinas nos sobrenadantes dos macrófagos infectados e avaliou sua expressão 

gênica. Foram observados níveis mais altos de citocinas e quimiocinas nas culturas 

infectadas com L. braziliensis em comparação às infectadas com L. amazonensis. Além 

disso, nas culturas infectadas por L. braziliensis também houve aumento significativo da 

expressão gênica das citocinas IL-1B1, IL-6, G-CSF e da enzima iNOS, além do aumento 
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sugestivo da expressão da citocina IL-10, da quimiocina CCL3 e dos receptores de 

quimiocinas CCR2 e CCR5. Desta forma, conclui-se então que a infecção por L. 

braziliensis modulou uma resposta predominantemente pró-inflamatória, enquanto que 

na infecção por L. amazonensis não foi observada alteração na expressão dos genes alvos 

da pesquisa em relação às culturas controle (Machado, 2014). 

Foram analisadas, anteriormente, a expressão de citocinas em camundongos com 

linhagens suscetíveis e resistentes à infecção por L. amazonensis, e observou-se que em 

camundongos suscetíveis, na lesão primária e no fígado, houve aumento das expressões 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-12, TNF e IFNB e da indução de iNOS, níveis 

estes associados a maior destruição tecidual observada, enquanto níveis elevados de TGF-

 estariam associados a desativação do macrófago e consequente estabelecimento do 

parasito na fase inicial da infecção. Os camundongos resistentes à infecção por L. 

amazonensis apresentaram níveis de expressão de citocinas diminuídos em todos os 

órgãos analisados (Cardoso, 2012). Outro trabalho quantificou as citocinas do perfil Th1, 

Th2 e Th17 em pacientes com leishmaniose visceral causada por L. danovani, antes e 

depois do tratamento. Nos pacientes, antes do tratamento, foram observados aumento nos 

níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-17 e IFN-γ e uma produção mais alta também 

de IL-6 e IL-10 em relação aos indivíduos controles, todas com diminuição após o 

tratamento. (Carvalho, 2016). 

Sabe-se que agonistas do receptor de adenosina podem regular negativamente a 

produção de TNF-α por monócitos do sangue periférico humano ativados por LPS, e que 

esse efeito é mediado principalmente por receptores A2A. Desta forma, agonistas 

seletivos do receptor de adenosina A2A têm potencial de representar uma abordagem 

terapêutica atraente para diferentes doenças inflamatórias (Zhang et al., 2005). Para 

compreender os efeitos da inibição dos receptores de adenosina no controle da infecção 

por moléculas tóxicas ao parasito, foi realizada a dosagem de ROS. A produção de 

espécies reativas de oxigênio foi avaliada e ficou demonstrado que a presença dos 

mesmos antagonistas também não exerceu efeitos sobre este mecanismo microbicida nos 

macrófagos infectados com L. braziliensis. Já é bem fundamentado na literatura que a 

produção de ROS gerada pela ativação do macrófago é bem eficaz para a eliminação de 

Leishmania spp., pelo fato de ser altamente tóxico para o parasito (Liew et al, 1990; 

Murray, 1982). Além disso, o ROS exerce um importante papel na regulação da resposta 

inflamatória, através da mediação da apoptose de neutrófilos em resposta a infecções 

(Carneiro et al., 2018). Um estudo anterior, que observou células infectadas com L. 
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amazonensis, constatou que estas liberam menores quantidades de ROS, o que poderia 

explicar a dificuldade de eliminação do parasito (Almeida et al., 2012).  

Para confirmar que a adenosina/receptor de adenosina A2A não tem efeito nas 

infecções por L. braziliensis, nós infectamos macrófagos humanos na presença, ou 

ausência, de adenosina e, novamente, não encontramos alterações nas taxas de infecção 

de macrófagos. Um estudo observou que camundongos BALB/c, altamente suscetíveis, 

tornaram-se resistentes à infecção por L. infantum na ausência de A2AR (A2AR-/-), 

demonstrado por pouca quantidade de parasitos no baço e fígado. A resistência nesses 

animais foi relacionada ao predomínio de uma resposta Th1, caracterizada pelo aumento 

de células TCD4+ produtoras de IFN-γ e expressão de iNOS nos órgãos-alvo da 

leishmaniose visceral (Lima, 2015). 

Uma das possibilidades para a ausência de efeitos da adenosina/receptor A2A nas 

taxas de infecção de L. braziliensis, é que a adenosina esteja sendo convertida em inosina, 

pela ação da enzima adenosina deaminase (ADA). Verificamos então a expressão de 

ADA e notamos que de fato a ADA está aumentada em macrófagos THP-1 infectados 

com L. braziliensis. Para confirmar que a atividade da ADA, que converte a adenosina 

em inosina, impede a ação da adenosina e do receptor A2A nas infecções de macrófagos 

humanos com L. braziliensis, nós realizamos a infecção das células na presença do 

inibidor farmacológico de ADA (pentostatina), e presença, ou ausência, do antagonista 

seletivo do receptor A2A (ZM241385). Nós constatamos que quando a ADA está inibida 

(o que favorece o acúmulo de adenosina, impedindo a conversão de adenosina em 

inosina), a inibição do receptor A2A reduz as taxas de infecção de macrófagos humanos. 

A adenosina deaminase é um nucleosídeo que pertence a um grupo de enzimas que atuam 

no metabolismo das purinas e que está presente nos tecidos humanos, principalmente no 

citoplasma e na membrana celular. Destaca-se sua relevante função na proliferação e 

diferenciação de linfócitos e na maturação dos monócitos. A isoenzima ADA2 (sérica) 

também está presente nos monócitos e nos macrófagos, hipotetizando que altos níveis 

dessa isoenzima pode ser resultado de sua liberação pelo sistema monocítico-macrofágico 

em doenças causadas por patógenos intracelulares (Mahylowski et al., 2011). 

Corroborando nosso resultado, um estudo realizado para avaliar a atividade da 

enzima adenosina deaminase em pacientes recém diagnosticados com LC em comparação 

com controles saudáveis, verificou uma maior atividade da enzima no sangue de pacientes 

diagnosticados com LC e uma diminuição gradual dos níveis enzimáticos ao longo do 

período de acompanhamento pós-tratamento (Espino, 2024).  Outro trabalho que 
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determinou os níveis de ADA e suas isoenzimas (ADA1, ADA1-CD26 e ADA2) em 

plasma de pacientes acometidos por LV constatou que a ADA está significativamente 

aumentada na LV. Este aumento é verificado em ambas isoenzimas, porém a ADA2 

prevalece em pacientes acometidos por LV. A verificação de ADA pode ser utilizada 

como um marcador da resposta inflamatória na LV, e a determinação da isoenzima 

ADA2, é importante para avaliar a ativação ou participação de monócitos e macrófagos 

durante a infecção (Cavalcante, 2014). 

Pesquisadores avaliaram a atividade das enzimas CD73 e ADA em plaquetas de 

camundongos infectados experimentalmente pelo protozoário Trypanosoma evansi. Os 

ratos foram divididos em grupos que correspondiam ao tempo de infecção e se averiguou 

que os animais que estavam no início da infecção e com alta parasitemia apresentaram 

uma diminuição significativa na atividade das enzimas CD73 e ADA, se comparados aos 

controles saudáveis. Em camundongos com infecção crônica, foi constatado aumento da 

atividade enzimática, observada pela hidrólise de ADP e AMP (Oliveira, 2010). A 

atividade de ADA no soro e nos linfócitos também foram avaliadas em ratos infectados 

por Sporothrix schenckii e observou-se que na fase aguda houve uma diminuição na 

atividade de ADA. Com a cronicidade da infecção, observou-se um aumento na atividade 

enzimática. Assim, sugeriu-se que a infecção pelo S. schenckii altera as atividades de 

ADA no soro e nos linfócitos de ratos infectados, influenciando na patogênese da 

espotricose e explicitando que esta enzima se comporta de forma diferente nas infecções 

de diversos agentes etiológicos (Castro, 2011). 

A atividade elevada da ADA pode refletir uma tentativa do sistema imune em 

controlar a infecção, mas também pode estar associada à exacerbação inflamatória. A 

atividade da ADA pode desempenhar um papel crítico na regulação da resposta imune 

celular. Essa regulação pode influenciar o equilíbrio entre citocinas pró-inflamatórias e 

anti-inflamatórias e devem ser estudadas mais profundamente. 

 

 

 

 

 



   

 

 44 

7 CONCLUSÕES 

 

 A expressão do receptor de adenosina A2A está aumentada em lesões de pacientes 

com LCL, mas, ao contrário do esperado, esse receptor é correlacionado positivamente 

com uma reposta pró-inflamatória nas lesões dos pacientes. A infecção de macrófagos 

humanos por L. braziliensis aumenta a expressão do receptor de adenosina A2A, mas, 

também, da enzima adenosina deaminase (ADA). O uso de antagonistas específicos para 

receptores de adenosina, como o ZM241385 (para A2A) e o PSB-603 (para A2B), não 

exercem efeitos na capacidade de infecção de macrófagos humanos, embora a expressão 

do receptor A2A esteja aumentada, e tampouco alteram a produção de ROS. A infecção 

por L. braziliensis aumenta a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF, IL-1β 

e IL-6, mas o tratamento com antagonistas seletivos dos receptores de adenosina, não 

apresentou efeito na produção destas. Dados preliminares sugerem que a conversão de 

adenosina em inosina, pela ADA, impede que a adenosina tenha efeitos na resposta imune 

e sobrevivência de L. braziliensis.  
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