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Estudo Estrutural de Parte do Domínio M2 do Receptor P2X7 Humano 

RESUMO 

O receptor P2X7 é um canal iônico trimérico ativado por ligante. Quando 
ativado pelo ATP, seu agonista natural, abre um canal cátion seletivo, 
entretanto, quando ativado por altas concentrações de ATP a célula se torna 
permeável a corantes de alto peso molecular por um poro não seletivo de 
identidade desconhecida. Há duas hipóteses para a abertura deste poro, a 
primeira consiste na dilatação do próprio canal iônico e a segunda consite na 
necessidade de recrutar novas subunidades para a formação do poro, contudo 
estas hipóteses permanecem controversas na literatura. Não há modelos 
estruturais derivados de estudos de ressonância magnética nuclear ou 
cristalografia de raios-x na literatura que venham a auxiliar nesta questão. O 
entendimento dos mecanismos de ativação do P2X7R poderia ajudar no 
desenho de novos antagonistas de potencial clínico, visto que a ativação do 
P2X7R está envolvido com dor neuropática, doenças inflamatórias como a 
artrite reumatoide e leucemia linfocítica. Dados na literatura sugerem que o 
P2X7R possui dois domínios transmembrana por subunidade e que o domínio 
transmembrana 2 forma a luz do canal iônico. Entretanto, algoritmos 
especializados na predição de hélices transmembrana não entram em acordo 
sobre quais resíduos formariam a região transmembrana 2 do P2X7R.Todas as 
predições se focam em uma região de 47 resíduos altamente hidrofóbica, mas 
variam em relação a quais resíduos estariam atravessando a membrana. Além 
disso, esta região hidrofóbica contém resíduos consenso entre todos os 
subtipos P2X. Desta maneira, fomos estudar parte deste segmento hidrofóbico 
que foi denominado peptídeo ADSEG (FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY). 
Dados publicados pelo nosso grupo mostram que, assim como os domínios 
transmembrana do receptor de AcH e de glicina, este peptídeo era capaz de 
formar canais iônicos cátions seletivos em membranas artificiais. Estas 
informações sugerem que este segmento tem um papel importante na 
seletividade iônica do P2X7R e pode estar localizado na membrana ou na 
região adjacente, podendo adentrar a membrana durante o mecanismo de 
ativação, possivelmente durante a abertura do poro não seletivo. Neste 
trabalho determinamos a estrutura do peptídeo ADSEG por RMN utilizando o 
DMSO como mimético de membrana e verificamos a estabilidade da estrutura 
de menor energia obtida por dinâmica molecular, como uma maneira de refinar 
a estrutura. O peptídeo se apresentou estruturado em parte em α-hélice e parte 
em folha-β, em acordo com os resultados na literatura por FTIR (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy). Este dobramento poderia explicar o fato dos 
programas de predição de hélices transmembrana não entrarem em acordo se 
esta região, que é altamente hidrofóbica, poder estar ou não atravessando a 
membrana. Novos experimentos são necessários para sustentar se este 
segmento esta ou não localizado na região transmembrana 2 do P2X7 e se ele 
estaria participando a atividade de canal iônico ou na de poro não seletivo. 



 
 

v 
 

Structural study of consensus segment adjacent to the second 

transmembrane domain of hP2X7 receptor 

ABSTRACT 

P2X7 receptor is a trimeric ligand-gated ion channel. When activated by the 
naturally ocurring agonist ATP it opens a cation selective channel, however, 
when activated by high ATP concentrations, it allows the cells to become 
permeable to large wheight dyes thought a unindentified non selective pore. 
There are two hypotesistho this phenomena: the first one consists in a dilatation 
of the ion channel itself and the second highlights the need of another subunit to 
assembly the pore, however, this issue remains controversal in the literature. 
There are no structural models avaliable from nuclear magnectic ressonance or 
x-ray cristallography studies that help one to solve this issue. The 
understanding of the P2X7R activation underlying mechanisms may help to 
design new antagonists, that can be used in clinic, once P2X7R activation is 
related to disased such as neuroptic pain, inflammatory diseases and 
lymphocytic leucemia. Avaliable data in literature suggests two transmembrane 
domains per subunit and the second transmembrane domais forms the ion 
conducting pathway. However, algorithms specialized in predict membrane 
spannig segments do not agree in wich residues spans the membrane. The 
predictions keep in a high hydrophobicity 47 residues segment but varies in 
wich residues would be in contact with the membrane.In this contexto, we begin 
to studieparto f this hidrophobic segment, and called it ADSEG peptide. Data 
published by our group shows that, as seem for AcHR and GlyR 
transmembrane segments, this peptide can form cátion selective channels in 
articial bilayers. This data suggests that this segmente might play an importante 
role in P2X7R ion selectivity and may be localized in the membrane or 
adjacente to it and play a role in the non seletive pore formation indeed. In this 
work, we solve the structure of the ADSEG peptide in DMSO as a membrane 
mimetic enviroment and inspect it stability of the less energy structure by 
molecular dynamics simulations as a manner to refine the structure. The 
peptide shows structured part in α-helix and part in β-sheet, in agrément with 
previous data in literature by FTIR spectroscopy. This fold pattern may explain 
the fact that the α-helix membrane spanning predctions algorithms cannot agree 
in wich of the hydrophobic segment residues are buried in the 
membaneenviroment. New experiments are needed to support wheather this 
segment is o is not localizes in the P2X7R second transmembrane domain and 
if it is plays a role in ion channel or non-selective pore formation mechanism. 
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“Não é sinal de saúde estar bem adaptado a uma 

sociedade profundamente doente.”  

Jiddu Krishnamurti (1895-1986) 
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1- Introdução 

1.1 Canais iônicos ativados por ligantes 

Há cerca de 70 anos houve um grande avanço no entendimento sobre a 

condução nervosa, principalmente através dos estudos com os axônios 

gigantes de lula. Esses trabalhos descreviam certas alterações elétricas nos 

neurônios, o que foi prontamente associado ao movimento de íons pela 

membrana, uma vez que se observavam também mudanças nas 

concentrações de determinados íons acompanhando tais fenômenos 

eletrofisiológicos. Entretanto, não se sabia como estes íons atravessavam a 

membrana. Os próprios cientistas na época imaginavam que alguma entidade 

molecular promovia tal passagem (1). Foi só ha 43 anos atrás que foi purificado 

primeiro canal iônico, o receptor de acetilcolina nicotínico do peixe Torpedo, o 

qual podemos encontrar em grandes quantidade no órgão elétrico deste peixe 

e purificá-lo com relativa facilidade (2). Desde então, outros canais iônicos 

foram descobertos e classificados de acordo com o critério de permissividade a 

íons, mecanismos de ativação/abertura e características estruturais, dentre 

eles podemos destacar os canais iônicos que ficam a maior parte do tempo 

abertos, os que se abrem em resposta a uma mudança de potencial na 

membrana e os que se abrem mediante a ligação de um ligante específico (3). 

Os canais iônicos ativados por ligantes (LGIC – ligand-gated ion 

channels) permitem que mensageiros extracelulares controlem a passagem de 

determinados íons pela membrana de acordo com o gradiente eletroquímico. 

Até a presente data, podemos classificar os LGIC em famílias estruturalmente 

distinas: a família dos pentaméricos (também conhecida como família Cys-

Loop), os tetraméricos (receptores de glutamato) e os triméricos (receptores 

P2X).  

A ativação dos LGIC pode ser dividida em 3 estágios distintos: 1) ligação 

do agonista 2) propagação do sinal e 3) abertura do canal iônico. No primeiro 

estágio há a interação do agonista com o seu sítio de ligação, o que leva a 

modificações alostéricas que se propagam pelo receptor até ele se estabilizar, 

e esta nova estrutura estável resulta na abertura do canal seletivo na região 

transmembrana, promovendo a passagem dos íons antes impermeáveis à 
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membrana. Após este processo, o receptor tende a entrar em um estado 

dessensibilizado, no qual ele mantém a afinidade pelo agonista, mas não 

promove a abertura do canal (3). 

1.1.1 LGIC pentaméricos (Receptores “Cys-Loop”) 

A família de receptores ativada por ligantes pentaméricos é certamente o 

subgrupo de LGIC mais bem estudado. Essa família também é conhecida 

como Cys-loop, devido à presença de um loop extracelular característico que é 

mantido por pontes disssulfeto (embora hoje conheçamos homólogos de 

bactérias que não possuam esta característica) (4). Todos os receptores desta 

família apresentam o N- terminal voltado para a face extracelular, o qual 

contém o sítio de ligação ao agonista, 4 domínios transmembrana (TM) 

conectados por duas alças intracelulares (TM1-TM2 e TM3 e TM4), uma alça 

extracelular (TM2-TM3), e o domínio C-terminal também voltado para o meio 

extracelular. O TM2 forma a luz do canal e é cercado pelos outros TMs, que o 

fazem com que ele não tenha contato direto com a membrana (2, 4). 

Os principais receptores desta família são: receptor de serotonina (5-

HTR), receptores de acetilcolina nicotínicos (nAcHRs), receptores de GABA 

(GABARs) e o receptores de glicina (GlyRs) (2). Os dois primeiros são 

receptores excitatórios, ou seja, promovem a despolarização da membrana 

mediante a ligação do agonista enquanto os dois últimos são inibitórios, 

promovendo a hiperpolarização da membrana (salvo os casos do receptor 

GABA no desenvolvimento pós-natal, que em virtude do gradiente de Cl- têm o 

efeito excitatório (5)). Dentre os quatro tipos de LGIC pentaméricos aqui 

descritos, temos uma grande variedade de subtipos que compreendem a 

combinação de subunidades diferentes e splicing variantes, resultando em, por 

exemplo, 19 subtipos de receptores GABA e mais de 10 subtipos de receptores 

de acetilcolina nicotínicos (2). 

O maior avanço em relação a estrutura dos LGIC pentaméricos são as 

estruturas dos receptores de acetilcolina de dois peixes (Torpedo e 

Electrophorus) (2, 6, 7). Dentre estas duas estruturas, a do Torpedo apresenta 

uma maior similaridade com a sequência do receptor de acetilcolina humano 

(6). Esses estudos sobre a estrutura deste subtipo de receptor nicotínico 
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revelaram que este apresentava os domínios transmembrana configurados em 

α-hélice, a região extracelular rica em folhas-β (Figura 1.1) com o sítio de 

ligação do agonista no encontro de duas subunidades diferentes (7).  

Os domínios transmembrana se organizam de maneira a formar um 

vestíbulo que permite a passagem dos íons pelo receptor, sendo que o domínio 

TM2 forma a luz do canal propriamente dito (Figura 1). Neste vestíbulo 

podemos observar uma distribuição de resíduos carregados negativamente, o 

que promove a seletividade a cátions. É importante ressaltar que o vestíbulo é 

estreito o suficiente para permitir que estes resíduos promovam um efeito de 

carga sobre os íons que o atravessam (8). Os domínios são alinhados 

verticalmente (em relação ao plano da membrana), desta maneira o vestíbulo é 

formado de anéis concêntricos, com resíduos na maioria das vezes, iguais. 

Levando isso em consideração, B. Hille, propôs a nomenclatura no qual os 

resíduos que formam estes anéis sejam numerados de acordo com sua 

posição, contanto a partir do meio extracelular para o meio intracelular (0´, 1´, 

2´, 3´, etc...) (3). O anéis próximos à região extracelular são formados por 

resíduos carregados enquanto os anéis na parte central do vestíbulo são 

formados, de uma maneira geral, resíduos não carregados. Logo, podemos 

inferir que os íons são atraídos para o vestíbulo pelas cargas negativas dos 

primeiros anéis, passam pela parte central do vestíbulo e saem do outro lado 

da membrana (3). Esses estudos sobre estas estruturas do receptor de 

acetilcolina nicotínico sustentam estudos de mutagênese que mostraram os 

efeitos na substituição destes resíduos carregados nas características 

eletrofisiológicas deste receptor. Nos receptores de acetilcolina e de 

serotonina, temos uma predominância de resíduos carregados negativamente 

no limite extracelular do canal (nos primeiros anéis), enquanto no GABAR e no 

GlyR temos uma predominância de resíduos carregados positivamente . Logo, 

ao promovermos mutações nestes resíduos, podemos inverter (substituindo por 

resíduos de carga oposta) ou anular (substituindo por resíduos não carregados) 

estas cargas e fazer com que o receptor mude seus parâmetros de 

condutância e/ou de seletividade (9-14). Por exemplo, em um importante 

estudo com o receptor de serotonina de ratos, o autor alinhou o TM2 de 4 tipos 

diferentes de receptores da família de LGIC pentaméricos e verificou que 
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certos resíduos eram bastante conservados tanto entre os canais cátion 

seletivos quanto nos ânion seletivos, todavia, o autor queria descobrir quais 

seriam os resíduos determinantes entre o canal ser cátion- ou ânion seletivo. 

Após diversos testes foi concluído que 3 mutações eram capazes de inverter a 

seletividade do receptor. Neste caso, foi substituída a valina 291 por uma 

treonina, o glutamato 179 por uma alanina e a inserção de uma prolina 

altamente conservada entre os canais ânion seletivos entre os resíduos 276 e 

277 (14). Desta maneira, vemos a importância da localização destes resíduos 

em relação à seletividade. Interessantemente, o segundo domínio TM do 

receptor de acetilcolina consegue, por si só, formas canais iônicos cátion 

seletivos em bicamadas lipídicas planares. Além disso, a estrutura deste 

peptídeo foi determinada por ressonância magnética nuclear em uma bicamada 

lipídica, mostrando que o mesmo sem configura, assim como o esperado, 

como uma hélice, permitindo assim a construção de um modelo de organização 

do canal. Juntamente com dados de mutagênese e ensaios de acessibilidade à 

cisteína, foi possível determinar quais resíduos formariam a luz do canal (15). 

 

 

- 
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Figura 1.1 Vista lateral de uma subunidade do receptor de 

acetilcolina do peixe Torpedo. A subunidade do receptor de acetilcolina é 

mostrada na representação cartoon. As linhas cinzas representam a região 

relativa a membrana, separando os espaços intra e extra-celular. Cada 

subunidade é composta por 4 domínios transmembrana em α-hélice e a região 

extracelular é rica em folhas-β. (Adaptado de Zouridakis, M. et al 2009 (4)) 
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Figura 1.2  Estrutura do receptor de acetilcolina do peixe Torpedo 

visto da fenda sináptica. Nesta figura são mostradas as estruturas 

secundárias com as nuvens eletrônicas em roxo. Os limites entre as 

subunidades diferentes estão representados pela linha pontilhada. Cinco 

subunidades  formam o receptor, com o TM2 em verde (formando a luz do 

canal), o domínio de interação com o agonista e vermelho (observe que este se 

encontra entre duas subunidades adjacentes) e o domínio Cys-loop em 

amarelo. Note que os TM2 se alinham como um anel formando um vestíbulo 

aquoso por onde passam os íons. (Adaptado de Miller e Smart, 2009 (7)) 

 

1.1.2 – LGIC tetraméricos. (Receptores de glutamato) 

A superfamília dos LGIC tetraméricos é formada pelos receptores de 

glutamato. São receptores excitatórios do sistema nervoso central cátion 

seletivos e são classificados de ponto de vista farmacológico pelo nome dos 

seus agonistas preferenciais: AMPA (Ácido 2-amino-3-(3-hidroxy-5-metil-

isoxazol-4-yl) propanoico), NMDA (N-metil D-Aspartato) e kainato (16).  

Os receptores de NMDA são formados por combinações 

necessariamente heteroméricas das subunidades GluN1, GluN2A, GluN2D, 

GluN3A e GluN3B (17, 18), formando canais que permitem a passagem de 
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Ca++ e podem ser bloqueados por Mg++ (19) e Z++ (20). Em contraste, os 

chamados receptores não NMDA, como os receptores de AMPA (AMPAR) 

(21), são formados por combinações tanto heteroméricas quanto homoméricas 

de subunidades GluA1-4 e são insensíveis a Mg++. Já os receptores de kainato 

são formados pela combinação das subunidades tanto homo quanto 

heteroméricas das subunidades GluK1-5(22). Os AMPAR e os NMDAR 

participam da comunicação sináptica, enquanto o receptor de kainato tem o 

papel associado à plasticidade neural(16). 

O maior avanço no estudo dos receptores de glutamato foram as 

estruturas do homotetrâmero AMPAR formado pela subunidades GluA2 nos 

estados aberto, fechado e dessensibilizado (23). Como predito, o receptor 

possui quatro domínios TM: o domínio TM3 forma a luz do canal juntamente 

com um motivo denominado pore-like helix, que constitui uma pequena hélice 

com uma volta contendo a sequência H5, uma sequência altamente 

conservada nos canais de K+ (24) que tem o papel associado com a 

seletividade iônica. Os domínios TM1 e TM4 ficam posicionados de maneira 

periférica à luz do canal, interagindo com a bicamada lipídica. 

1.1.3- LGIC triméricos (Receptores P2X) 

Os LGIC triméricos são também conhecidos como família P2X. Os 

receptores desta família são ativados por seus agonistas fisiológicos ATP e 

ADP, além de agonistas sintéticos como Bz-ATP e αβ-metil-ATP, os quais 

apresentam diferentes sensibilidades a tais ligantes(25). Os receptores P2X 

são encontrados em diversos tecidos, como por exemplo, tecido epitelial, 

células do sistema imune e sistema nervoso central e periférico (26, 27). Os 

subtipos de receptores P2X são codificados por 7 genes (P2X1-P2X7 – 

numeração relativa a ordem a qual os genes foram clonados), os quais vão 

gerar subunidades que se oligomerizam como os homotrímeros P2X1, 

P2X2,P2X3, P2X4,P2X5,P2X7 (a subunidade P2X6 não é capaz de formar 

homomeros (28)) ou como os heterotrímeros P2X1/P2X4 (29), P2X1/P2X5 

(30), P2X2/P2X3 (31), P2X2/P2X6 (32) P2X4/P2X6 (33) e P2X4/P2X7 (34). 

 Todos os 7 genes codificam subunidades com a mesma topologia 

básica: os domínios N- e C-terminal voltados para o citoplasma, uma grande 
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alça extracelular entre dois domínios transmembrana. O número de resíduos 

em cada subunidade varia de 379 (P2X6) a 595 (P2X7) (35). Esse padrão 

estrutural comparado às outras superfamílias de LGIC se revelou bastante 

simples e se assemelha bastante aos canais iônicos sensíveis a ácido (36, 37), 

embora haja pouca similaridade na sequência de aminoácidos. 

Os receptores P2X ao serem ativados pelos seus agonistas abrem um 

canal cátion-seletivo (com exceção do receptor P2X5, que é ânion seletivo) (25, 

35, 38), sendo que cada receptor apresenta diferentes cinéticas de ativação e 

abertura, onde cada padrão de corrente representa uma identidade do receptor 

(Figura 1.3). Entretanto, o subtipo P2X7 apresenta um comportamento peculiar 

no qual ao ser ativado prolongadamente ou com altas concentrações de ATP 

(na faixa de mM), abre um canal de alta condutância (400pS) que permite a 

passagem de moléculas de alto peso molecular (39-41). Ainda não se sabe o 

mecanismo de formação desse poro não seletivo e as hipóteses serão 

discutidas adiante. 

O grande avanço no entendimento sobre a estrutura dos receptores P2X 

foram os modelos estruturais obtidos a partir dos estudos de cristalografia de 

raios-x do homotrímero P2X4 de peixe zebra (zfP2X4R) no estado fechado (42) 

e no estado aberto (43), ligado ao ATP . É importante salientar que o processo 

de cristalização só foi possível retirando os segmentos intracelulares do 

receptor (tanto o domínio N- quanto o C-terminal), entretanto, a caracterização 

eletrofisiológica do receptor revelou que o canal iônico era funcional. O modelo 

estrutural do zfP2X4 também revelou que, de maneira semelhante à 

superfamília de receptores pentaméricos, o sítio de ligação ao agonista no 

receptor zfP2X4 se encontra no limite entre duas subunidades (43). 
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Figura 1.3: Cinética de abertura e dessensibilização dos diferentes 

homotrímeros de receptores P2X. Registro de corrente de todos os canais 

unitários presente na membrana de células HEK293 transfectadas com o 

subtipo P2X indicado na parte de cima do registro pela técnica de patch-clamp 

modalidade whole cell. A barra preta representa o tempo de aplicação do ATP. 

Note a diferença da escala de tempo entre as correntes da parte superior e 

inferior da figura. A ausência do P2X6R acontece pela sua incapacidade de 

formar homotrímeros (Adaptado de Khakh, 2012) (25). 

Este padrão de sítio de ligação ao agonista já era esperado para o 

subtipo P2X1R, como foi demonstrado com a abordagem utilizando cross-

linkers (44)). Estudos de mutagênese sítio dirigida sugerem que, assim como 

em outras proteínas de interação com o ATP (45), o sítio de ligação ao ATP 

nos P2XRs possa ser formado por resíduos carregados positivamente, os quais 

podem interagir com os grupamentos fosfato carregados negativamente, e por 

resíduos aromáticos, que poderiam interagir com a adenina (46). Por exemplo, 

quando feitas mutações nos resíduos Phe185 ou Phe291 do P2X1R, o EC50 do 

ATP foi aumentado de 0.87 μM (no tipo selvagem) para 8,66 μM (F185) e 

140,93 μM (F291). Quando feito o alinhamento múltiplo entre os subtipos P2X 

vemos que essas fenilalaninas são altamente conservadas entre todos os 
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subtipos (Figura 1.4), o que sugere uma função em comum (neste caso a 

capacidade de se ligar ao ATP) (47). Algumas lisinas conservadas também 

parecem estar envolvidas com o sítio de interação com o ATP. Mutações 

nestas lisinas também afetam o EC50 do ATP, como mostrado na tabela 1. 

Corroborando com estes dados, estas lisina estão presentes no sítio de 

interação com o ATP no zfP2X4R (43). 

 

Figura 1.4 Alinhamento múltiplo entre as subunidades P2X (aqui 

mostrado somente do resíduo 188 ao 333). Os resíduos nas caixas são 

altamente conservados entre todos os subtipos. As setas vermelhas indicam as 

fenilalaninas conservadas entre os diferentes subtipos as quais estão 
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provavelmente envolvidas com a interação com o ATP (Adaptado de Roberts e 

Evans ; 2004 (47)). 

Outra característica marcante dos receptores P2X é a presença de 10 

císteínas altamente conservadas na grande alça extracelular. Estas cisteínas 

parecem formar pontes dissulfeto intra-subunidade, uma vez que as 

subunidades podem ser dissociadas em um gel de eletroforese em condições 

não redutoras (29). No entanto, estas cisteínas parecem não estar relacionadas 

com a ligação do agonista, visto que mutações pontuais nestes resíduos não 

foram capazes de alterar a resposta ao ATP, porém, o tráfego e/ou a 

estabilidade do receptor foram alterados, uma vez que tais mutações, quando 

feitas no receptor P2X1, diminuíram a expressão do receptor na membrana 

(48). 

A grande alça extracelular, rica em folhas-β, conecta o sítio de ligação 

ao agonista aos domínios transmembrana configurados em α-hélice, onde há 

um rearranjo que permite a passagem dos íons (43). Corroborando com 

estudos de acessibilidade à cisteína(49-53), o domínio TM2 forma a luz do 

canal no modelo estrutural do zfP2X4, com o TM1 se posicionado de maneira 

periférica (42, 43, 54). Esse perfil parece se repetir para os outros subtipos, 

como sugere estudos de mutagênese supracitados. Ferramentas de 

bioinformática predizem que os domínios TM dos receptores P2X se 

configuram em α-hélice, com exceção do TM2 do subtipo P2X7, nos quais os 

algoritmos não entram em consenso de qual segmento estaria atravessando a 

membrana nem como seria a sua conformação secundária (55). 
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Tabela 1: EC50 dos receptores P2X1, P2X2 e P2X4 do tipo selvagem 

ou quando feitas as mutações nas lisinas nas posições indicadas, as 

quais provavelmente estão envolvidas com a interação com o agonista. A 

carga positiva derivada das lisinas foi neutralizada por mutações as 

substituindo por alanina. Estes resultados sugerem que estas cargas positivas 

nestas posições são importantes para a ligação do ATP. “n.d.” indica não 

definido (Adaptado de Marquez-Klaka, B; 2007(44)). 

Resíduos 

correspondentes 

nos 

P2X1R/PX2R/P2X4R 

 

 

P2X1 

 

 

P2X2 

 

 

P2X4 

 

Tipo selvagem 

 

~1 μM(37, 38) 

 

~10 μM(39) 

 

~3 μM(41) 

 

K70A/K71A/K69A 

 

~4 μM(37) 

 

>1000 μM(39) 

 

n.d. 

 

K190A/K188A/K190A 

 

~4,3 μM(37) 

 

>1000 μM(39) 

 

>5000 μM(40) 
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Figura 1.5 Sítio de interação com o ATP na estrutura do zfP2X4R. 

Na figura (a) vemos a representação do trímero P2X4 mostrando os raios de 

van der Walls dos átomos. A região da membrana está delimitada pelas linhas 

cinzas, separando os espaços intra- e extracelular. O inserto aumentado na 

figura (a) mostra a região que interage com o ATP. A molécula de ATP está 

representada na forma de bastão. Na figura (b), esse mesmo inserto é 

representado na forma de cartoon (enquanto o ATP mantém a representação 

de bastão) destacando os resíduos importantes para a ligação do ATP. 

(Adaptado de Hattori et al; 2012(43)).    
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1.1.3.1 Subtipo P2X7 

1.3.1.1.1 – Características estruturais e funcionais 

Do ponto de vista funcional, o subtipo P2X7 tem certamente o 

comportamento mais intrigante, visto que ele apresenta dois estágios de 

ativação: um canal iônico cátion seletivo de baixa condutância e um poro não 

seletivo de alta condutância (40, 56, 57). No primeiro estágio, a ativação do 

receptor leva ao influxo de Ca++ e Na+ e o efluxo de K+, além disso, o Mg++ é 

capaz de inibir a corrente (58). No segundo estágio, há um aumento da 

condutância acompanhada da entrada de corantes de alto peso molecular (até 

900 Da) por um poro não-seletivo de identidade ainda desconhecida (59, 60). 

Na figura 1.6 podemos ver um registro eletrofisiológico com a técnica de patch-

clamp na modalidade whole-cell que evidencia este fenômeno. Essa 

modalidade permite a detecção da corrente total de todos canais unitários na 

membrana ao mesmo tempo. Devido a presença de dois tipos de correntes, de 

acordo com o tempo de exposição ao agonista, este fenômeno é descrito na 

literatura como corrente bifásica (Figura 1.6). Após a aplicação inicial do 

agonista é aberto o canal iônico e se a ativação com o agonista for prolongada 

é o observado o segundo estágio da corrente, neste mesmo momento a célula 

passa a captar corantes hidrofílicos de alto peso molecular (41, 60, 61). As 

hipóteses sobre o mecanismo subjacente ao segundo estágio de ativação 

serão discutidas adiante. 

 

 

 

 

 

Figura 1.6. Os dois estágios de ativação do P2X7R. Neste registro de patch-

clamp modalidade whole-cell obtido de células HEK 293 expressando 

heterologamente o receptor P2X7 podemos ver que a aplicação inicial do 

agonista BzATP (representado pela região sombreada) promove a abertura dos 
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canais iônicos na membrana (“I”). Logo, ao ser exposto durante um tempo 

prolongado ao agonista, podemos ver o segundo estágio da corrente (“II”), com 

a cinética de abertura mais lenta porém com a condutância maior que no 

primeiro estágio. Esta segunda fase é atribuída à abertura do poro não seletivo, 

que coincide com a passagem de corantes de alto peso molecular (adaptado 

de Yan et al, 2008 (60)). 

A topologia básica do subtipo P2X7 é mesma dos outros subtipos, com 

os N- e C-terminais voltados para o citoplasma, uma grande alça extracelular e 

dois domínios transmembrana, se organizando predominantemente na forma 

de homotrímero (62). 

Assim como nos outros subtipos P2X, o sítio de ligação ao ATP também 

é encontrado na alça extracelular, entretanto, poucos trabalhos na literatura 

abordaram essa questão. Foi observado que, em concordância com os dados 

obtidos para os receptores P2X1, P2X2 e P2X4 (Tabela 1), as lisinas 

conservadas na alça extracelular parecem ser importantes para a interação 

com o ATP, visto que mutações nestes resíduos alteravam a sensibilidade do 

receptor ao ATP (63). Além disso, foi demonstrado que uma variação na 

Leu191 causa perda de função no P2X7R (64). Esta leucina, na posição 

equivalente no receptor P2X2, também se demonstrou importante para 

interação com o ATP e seu papel foi atribuído com a interação hidrofóbica com 

a adenina (65), assim como a Leu217 no zfP2X4R (43). Entretanto, neste caso 

não observamos a Leu217 (numeração do zfP2X4) em posição correspondente 

no P2X7R (66) , o que poderia prejudicar a interação com o ATP e este fato 

poderia explicar porque o P2X7R tem menor afinidade com o ATP e maior 

afinidade ao Bz-ATP em comparação ao zfP2X4 (25).  

Os domínios transmembrana do receptor P2X7 também apresentam 

uma característica intrigante. Análises da hidrofobicidade dos resíduos da 

subunidade P2X7R mostram duas regiões hidrofóbicas (prováveis domínios M1 

e M2). Em relação à primeira região hidrofóbica, diferentes algoritmos de 

predição de α-hélices transmembrana preveem este padrão estrutural para esta 

região. Em relação à segunda região hidrofóbica, muito maior (cerca de 55 

resíduos), estes mesmos algoritmos preveem a α-hélices transmembrana em 
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regiões diferentes (ou nem conseguem prever este domínio) (55). Estes dados 

levantam dúvidas em relação a qual região estaria inserida na membrana na 

segunda região hidrofóbica M2 e se esta mesma estaria configurada em α-

hélice. Esse domínio será abordado com detalhes na discussão deste trabalho. 

Como citado anteriormente, dados na literatura sugerem que o segundo 

domínio TM do P2XRs forma a luz do canal iônico (49-53) nos receptores P2X, 

o que é sustentado nos dois estudos de cristalografia de raios-x no receptor 

P2X4 (43) . Assim como em outros canais, os resíduos nos domínios TM e nas 

regiões adjacentes são responsáveis pela seletividade iônica. Parte do 

segundo domínio hidrofóbico (M2) do P2X7R (denominado  aqui neste trabalho 

de peptídeo ADSEG – resíduos 313-336 – FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY - 

numeração P2X7 humano) consegue, por si só  formar canais iônicos em  

bicamada lipídica artificial e em patch-clamp com características de 

seletividade e condutância próximas ao receptor P2X7 íntegro (67) . Ainda 

dentro da região hidrofóbica M2, foram descobertos resíduos que influenciam 

na seletividade iônica do receptor P2X7. Em um recente trabalho, Browne et al 

demonstrou que a substituição do Asp352 e da Thr348  por Lys, ambos no 

segundo domínio hidrofóbico do P2X7R, alterava tanto o potencial de reversão 

do receptor, quanto a permeabilidade a ânions, quando comparado ao tipo 

selvagem, sugerindo então que esta região faz parte do caminho de onde 

passam os íons e essa passagem é estreita o suficiente para que haja um 

efeito de carga das cadeias laterais destes resíduos sobre os íons que 

atravessam o receptor (61). O mesmo trabalho também averiguou a 

acessibilidade destes resíduos a reagentes sulfonados . Nesta abordagem 

substituímos os resíduos que provavelmente formam a passagem dos íons por 

cisteína e, ao fazer o registro eletrofisiológico do receptor, aplicamos os 

reagentes sulfonados antes da aplicação do agonista (acessibilidade ao canal 

fechado) ou depois (acessibilidade no canal aberto), tais reagentes são 

capazes de formar uma ligação covalente com a cisteína  (se a posição da 

cisteína for acessível ao reagente) e bloquear a corrente pelo canal. Utilizando 

desta abordagem o autor viu que os mesmos resíduos que influenciavam na 

seletividade iônica mais o resíduo Gly345, também eram acessíveis aos 

reagentes sulfonados, mas somente quando aplicados depois do agonista, ou 
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seja, aqueles resíduos estavam expostos ao meio aquoso quando o canal está 

aberto e o diâmetro deste canal e é superior as dimensões do reagente 

sulfonado, nesse caso o MTSEA ligado a biotina (0,75 x 0,80 x 1,85 nm). Além 

disso, a glicina 345 era acessível um reagente sulfonado não carregado e de 

volume molecular maior ainda, o MTSEA ligado à rodamina. Há ainda um outro 

trabalho que aborda a participação do domínio transmembrana 2 na formação 

do poro não seletivo(68), entretanto, este dois trabalhos verificam que certos 

resíduos quanto mutados no TM2 afetam a passagem de corantes de alto peso 

molecular pelo poro não seletivo mas a expressão destes receptores mutados 

na membrana também estava diminuída, e os autores não levaram em 

consideração este fato. Portanto, ao contrário do que os artigos concluem, não 

podemos determinar que o próprio receptor dilatou e permitiu a passagem dos 

corantes diretamente. 

Uma das características mais marcantes do receptor P2X7 é o domínio 

C-terminal. Esta região é bem maior neste subtipo do que nos demais da 

família P2X e apresenta motivos importantes. Em um importante trabalho sobre 

a caracterização do domínio C-terminal do P2X7R, Denlinger et al (69), 

encontraram regiões com similaridades com o domínio SH3, um motivo 

encontrado em diferentes proteínas intracelulares, como receptores tirosina-

quinases e proteínas reguladas por GDP/GTP. Este motivo sugere que o 

receptor P2X7 possa interagir com outras proteínas através do seu C-terminal. 

Além disso, também é encontrada no C-terminal do P2X7R uma região com 

semelhança com o domínio de morte TNFR1 (resíduos 436-451), outro domínio 

conhecido por sua capacidade de se ligar a outras proteínas intracelulares e 

desencadear eventos downstream. Não há ainda informações sobre a estrutura 

3D deste domínio, o que poderia confirmar se a semelhança com os domínios 

acima citados se estende até a estrutura 3D ou se limita à estrutura primária. O 

C-terminal do receptor P2X7 está envolvido com a formação do poro não 

seletivo associado à sua ativação, visto que mutações neste domínio são 

capazes de diminuir a captação de corantes e/ou íons de alto peso molecular, 

mas não afetam a corrente do canal iônico(60, 70). Outra característica 

importante a respeito do domínio C-terminal do receptor P2X7 é a região de 

interação com LPS. A presença deste domínio poderia estar relacionada com a 
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modulação da atividade do P2X7R por LPS(71) . Sendo assim, este domínio 

representa um alvo terapêutico potencial nos processos imunes mediados pelo 

P2X7R. Outra maneira de se entender o domínio C-terminal do P2X7R seria a 

análise de mutações naturais. Dentro deste contexto podemos destacar a 

mutação em que há a troca de um ácido glutâmico por uma alanina (E496A), 

que é frequentemente encontrado em pacientes com leucemina linfocítica (72). 

Esse polimorfismo, na forma homozigótica, faz com que o P2X7R perca a 

capacidade formar o poro não seletivo associado a sua ativação e tenha a 

apoptose induzida pelo receptor P2X7 prejudicada (73). Além disso, este 

polimorfismo parece estar envolvido coma suceptibilidadeà tuberculose (74, 75) 

e ao câncer de tireoide (76). Os polimorfismos I568N (77) e T357S (78) 

também são descrito em linfócitos e macrófagos, respectivamente, e também 

estão associados à perda de função e diminuição da expressão do P2X7R na 

membrana. A partir destes dados, podemos inferir que este domínio é 

fundamental para a abertura do poro não seletivo, levando em consideração 

que o grande domínio C-terminal e a capacidade de abrir o poro não seletivo 

são característica exclusivas do homotrímero P2X7. 

Atualmente, a característica biofísica mais estudada do P2X7R é a sua 

capacidade de levar à formação de um poro não seletivo na membrana. 

Embora haja muitos grupos no mundo estudando este fenômeno, ainda não se 

sabe por qual mecanismo é aberto este poro, entretanto, duas hipótoeses 

principais surgiram de acordo com as evidências obtidas.  

A primeira hipótese sugere que o próprio canal iônico dilate e forme o 

poro. Neste contexto, Yan et al desenvolveram um modelo matemático 

baseado nas características farmacológicas do P2X7R que propõe que a 

ligação de duas moléculas de ATP no receptor abriria o canal iônico cátion-

seletivo. Logo, estas duas moléculas de ATP iriam cooperar negativamente 

para ligação da terceira molécula de ATP, ou seja, iriam dificultar a ligação da 

terceira molécula de ATP no receptor. Entretanto, quando a concentração fosse 

alta o suficiente para permitir a ligação da terceira molécula de ATP, o receptor 

iria sofrer mudanças conformacionais de maneira que ele se dilataria e abriria o 

poro não seletivo (57). Teixeira et al, também propuseram um modelo no qual o 
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segmento adjacente ao domínio TM do P2X7R, que parece ser estruturado em 

folha- β, poderia ser inserido na membrana e se organizar de maneira que 

permitisse a abertura do poro não seletivo (55). Recentemente, foi 

demonstrado na literatura que mutações no segundo domínio TM do receptor 

P2X7 altera as propriedades deste poro não seletivo. Browne et al, demonstrou 

que a inserção de resíduos carregados positivamente no domínio TM2 diminuía 

a captação do corantes de alto peso molecular de carga positiva  brometo de 

etídio, enquanto aumentava a captação de FITC, um fluoróforo de carga 

negativa (61). No entanto, é importante ressaltar que não houve um 

refinamento estatístico adequado nesta análise, uma vez que o autor utilizou 

somente análise variância e as curvas de capação de corante/tempo são 

bastante similares, levantando dúvidas sobre a relevância deste dado. Sun et 

al, também demonstrou que a substituição de certos resíduos no TM2 do 

P2X7R por resíduos homólogos dos P2X1 e P2X4R também diminuía a 

captação de alguns corantes de alto peso molecular. Além disso, foram criadas 

quimeras com o TM2 do receptor P2X7 sendo substituído pelo TM2 do P2X4R 

ou do P2X1R completamente ou parcialmente, e isso também diminuía a 

captação de corantes de diferentes pesos moleculares (68). Todavia, esta 

questão deve ser mais bem explorada, pois, como citado anteriormente, as 

mutações em ambos os trabalhos diminuíam a quantidade do P2X7R expresso 

na membrana, o que poderia contribuir para a menor captação dos corantes 

pelo poro não seletivo. Esse modelo poderia explicar o efeito duplo da ativação 

do P2X7R no ciclo celular, no qual a abertura do canal iônico cátion seletivo 

mediante a ligação de duas moléculas de ATP, iria induzir a proliferação 

enquanto a ligação de três moléculas iria induzir a morte celular, mediante a 

abertura do poro não seletivo (40). 

A segunda hipótese baseia-se na necessidade de uma proteína 

acessória para a formação do poro não seletivo. Cankurtaran-Sayar et al 

sugeriam que a captação de corantes de alto peso molecular de cargas 

diferentes, via ativação do receptor P2X7, poderia acontecer por vias diferentes 

(79). Em células HEK-293 transfectadas com o vetor contendo o cDNA do 

receptor P2X7 corantes catiônicos como YO-PRO-1 e TO-TO1 eram captados 

por um mecanismo independente do aumento da concentração do Ca++ 
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intracelular enquanto corantes aniônicos como o lucifer yellow e a calceína 

eram captados por um mecanismo dependente do aumento da concentração 

de cálcio intracelular. Já em células RAW 264.7, que expressam naturalmente 

o P2X7 foi observado que as culturas de células captavam ambos os corantes, 

mas um exame mais minucioso revelou que algumas subpopulações na 

mesma cultura captavam apenas brometo de etídio (corante catiônico) e 

algumas captavam apenas lucifer yellow (corante catiônico). Em um outro 

estudo, Schachter et al demonstraram em células HEK 293 transfectadas com 

o vetor contendo o cDNA do receptor P2X7 e macrófagos, que expressam 

naturalmente o receptor P2X7 que a capação de corantes aniônicos era 

independente da temperatura e dependendo do potencial elétrico poderia 

cruzar a membrana nos dois sentidos enquanto a captação de corantes 

catiônicos era dependente da temperatura e o fluxo era exclusivamente 

unidirecional (80). Além disso, Jiang et al demonstrou que células HEK 

expressando heterologamente o receptor P2X7 que a captação do cátion de 

alto peso molecular NMDG+ era dependente da concentração de Na+ 

extracelular enquanto a captação do corante YO-PRO acontecia de maneira 

independente da concentração de Na+ extracelular. Embora estes trabalhos 

não sejam conclusivos, eles sugerem que hajam mecanismos diferentes de 

captação de moléculas de alto peso molecular associado a ativação do 

receptor P2X7 (81). Algumas proteínas capazes de formar poro podem estar 

associadas a formação do poro não seletivo do receptor P2X7. Foi 

demonstrado que a captação de corantes de alto peso molecular era 

dependente da panexina (82, 83), entretanto Alberto et al demonstraram que 

não há essa dependência (84). Esta controvérsia fato abre a possibilidade de 

em tipos celulares diferentes a captação de moléculas de alto peso molecular 

via ativação do receptor P2X7 poderia ocorrer por mecanismos diferentes, 

recrutando proteínas diferentes em tipos celulares diferentes. 

Em mamíferos, algumas proteínas formadoras de poro são candidatas a 

serem associadas ao P2X7R  como as conexinas (85), canais maxi-anion (86), 

poro associado a maitoxina, TRPV1 (receptor vaniloide de potencial transiente) 

(87)  e CALHM1 (modulador da homeostase de cálcio) (88). Todas estas 

proteínas apresentam características biofísicas compatíveis com o poro não 
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seletivo associado a ativação do P2X7R (59). Independente da hipótese 

adotada é demonstrado que segundos mensageiros, como MAPKs (mitogen 

activated protein kinases) e o aumento do Ca++ intracelular são necessários 

para a formação do poro não seletivo (41). 

Os dados na literatura ainda são muito controversos em relação às duas 

hipóteses e ainda não existe uma ideia concreta de como poderia estar 

ocorrendo este fenômeno. O entendimento dos mecanismos por trás da 

abertura do poro associado ao receptor P2X7R é fundamental para o desenho 

de novas estratégias terapêuticas baseadas no P2X7R, uma vez que muitos 

eventos decorrentes da ativação do receptor dependem desse segundo estágio 

de ativação. 

O ATP é o único ligante fisiológico conhecido do P2X7R. Contudo, o 

ATP fisiológico extracelular é encontrado normalmente em concentrações 

baixas. Logo, nestas condições, esta concentração de ATP não é suficiente 

para ativar o P2X7R que, como citado anteriormente, necessita de altas 

concentrações de ATP para ser ativado. Já a concentração de ATP intracelular 

é bastante alta e diferentes tipos celulares são capazes de liberar este ATP 

(89) e aumentar a concentração extracelular por 3 mecanismos conhecidos até 

o momento, os quais são importantes no entendimento do contexto fisiológico e 

patológico que envolve o P2X7R. O primeiro consiste na liberação de 

vesículas, como é demonstrado que o ATP pode ser liberado na fenda 

sináptica (90, 91), onde a concentração nas vesículas pode chegar a 5 mM. A 

liberação de ATP também pode acontecer em células não neuronais, como 

células β pancreáticas(92) e plaquetas (93). A liberação de ATP também 

pode ocorrer por via de transportadores de membrana, como canais de alta 

condutância ou transportadores ABC. Em relação aos canais de alta 

condutância podemos destacar as panexinas (94), o regulador transmembrana 

da fibrose cística  (95), canais regulados por volume (96) ou o próprio poro 

associado a ativação do P2X7R, o qual, como citado anteriormente, ainda tem 

a identidade desconhecida. Além dos mecanismos descritos, é importante 

notar que células necróticas liberam todo o seu conteúdo no meio extracelular, 

incluindo o ATP. 
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Uma vez ativado, o P2X7R leva à ativação de diferentes cascatas 

intracelulares. O influxo de Ca++ leva a desfosforilação (neste caso representa 

a ativação) do NFAT (nuclear fator of activated T cells) (97). Além disso, a 

ativação do P2X7R pode desencadear como eventos downstream a ativação 

das fosfolipases A2 e D e MAPKs (mitogen activated protein kinases)(41) além 

da JNK (janus kinase) (98). Esses eventos vão resultar na ativação de 

diferentes fatores de transcrição que vão levar à produção de proteínas de 

caráter pró-inflamatório como iNOS (inducible nitric oxide sintetase) (99) e 

COX-2 (ciclo-oxigenase 2) (100). Além disso, o efluxo de K+ decorrente da 

ativação do P2X7R leva a clivagem da pró-IL-1β para a forma madura (101), 

que desta maneira pode ser secretada e exercer seu papel pró-inflamatório 

(90). Esses fenômenos celulares estão por trás do papel do P2X7R na resposta 

inflamatória, que será discutido mais a frente. 

Os eventos acima citados a respeito da ativação do P2X7R vão levar a 

diferentes fenômenos celulares. O ponto mais interessante entre estas funções 

seria a de regulação do ciclo celular, pois o P2X7R pode tanto levar a morte 

celular quanto a divisão celular, dependendo do contexto de ativação e/ou do 

tipo celular em questão. Por exemplo, a ativação do receptor P2X7 com baixas 

concentrações de ATP (1-100 µM) induzem a morte de neurônios motores 

isolados de rato (102).. Em células de glioma, o bloqueio do P2X7R leva a 

proliferação celular por um mecanismo dependente do cálcio intracelular (103).  

O sistema mais bem estudado em relação à ativação do P2X7R é a sua 

participação no sistema imune. Basicamente, o papel conhecido do P2X7R no 

sistema imune decorre de situações quando há uma alta concentração de ATP 

extracelular, pelos meios que já foram descritos, e essa ativação vai levar 

eosinófilos, monócitos ou macrófagos a secretar IL-1β, considerada uma das 

principais citocinas pró-inflamatórias. Além disso, a liberação de outras 

citocinas de caráter pró inflamatório também vem sendo associadas a ativação 

do P2X7R, como  IL-1α, IL-2, IL4, IL6, IL-13, IL-18, TNF-α (104). 

 

1.3.1.1.2- Potencial terapêutico do P2X7R  
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Devido ao grande número de fenômenos que são mediados, diretamente 

ou indiretamente, pelo receptor P2X7 não é surpresa que ele a modulação de 

sua atividade possa ser útil como estratégia terapêutica.  Além disso, alguma 

disfunção no receptor P2X7 pode gerar uma situação patológica. Assim hoje, o 

receptor P2X7 é encarado como um novo alvo em potencial para algumas 

doenças, e o conhecimento acerca de sua estrutura é fundamental para o 

desenho de novos ligantes que possam ter aplicação terapêutica. 

Os receptores purinérgicos de uma maneira geral vêm sendo associados 

aos processos de sinalização da dor do SNP ao SNC. Tanto as vias sensoriais 

quanto células da glia liberam ATP no meio extracelular que  ativa o receptor 

P2X7 em células de caráter pró-inflamatório e contribuir na manutenção da dor 

associada à inflamação.  Dentro desse contexto, Labasi et al caracterizaram 

macrófagos knockout para o receptor P2X7 e verificaram que havia uma 

produção diminuída de IL1-β induzida pelo tratamento com ATP e LPS quando 

comparado aos animais controle (tipo selvagem) (105). Além disso, os autores 

verificaram o efeito da deleção do gene do receptor P2X7 em um modelo 

animal de artrite e concluíram que diversos sinais clínicos associados a este 

modelo, como lesões nas articulações e degradação do colágeno, estavam 

diminuídos nos animais knockout em relação ao controle. Em outro importante 

trabalho no contexto clínico do receptor P2X7, Chessell et al também utilizaram 

animais knockout para o receptor P2X7 para produzir inflamação crônica, agora 

em um outro modelo, o induzido por adjuvante, e verificaram que os animais 

não apresentavam hipersensibilidade a dor por estímulos mecânicos e por 

temperatura, ao contrário dos animais tipo selvagem (106). Além disso, estes 

resultados se repetiam em um modelo de dor neuropática. Corroborando com a 

literatura, o autor ainda verificou que havia uma menor produção de citocinas 

pró-inflamatórias, como  a IL-1β e IL-10, o que pode explicar (pelo menos 

parcialmente) a relação entre a atividade do receptor P2X7 e os processos 

inflamatórios. 

Tendo em vista estes resultados, é de se esperar que o bloqueio 

farmacológico do receptor P2X7 possa produzir efeitos anti-inflamatórios que 

possam ser utilizados como estratégias clínicas. Por exemplo, o ATP-oxidado, 
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um inibidor irreversível do receptor P2X7,é capaz de diminuir a nocicepção em 

ratos com modelo de inflamação induzida por adjuvante. Entretanto, embora 

este estudo reforce o potencial clínico do bloqueio do receptor P2X7, o uso do 

ATP oxidado também pode inibir outros receptores, como o P2X1 e P2X2 

(107), podendo gerar efeitos colaterais indesejáveis. Além disso, é 

demonstrado que o ATP oxidado leva a diminuição da ativação de NF-κβ e da 

liberação de IL-8 independente do efeito sobre o receptor P2X7 (108). Portanto, 

é de se esperar que haja um esforço para a obtenção de novos antagonistas 

que sejam cada vez mais específicos para o receptor P2X7, como objetivo de 

evitar efeitos colaterais. Devido à falta de modelos estruturais que revelem 

características sobre o sítio de ligação do agonista ou domínios importantes 

para a abertura do canal iônico, ainda é precoce a ideia de se procurar 

desenhar racionalmente novos agonistas por meio de simulações de docking 

molecular. Portanto, o atual esforço na busca de novo antagonistas do receptor 

P2X7 se concentra em screenings farmacológicos de produtos naturais e de 

novos antagonistas sintéticos (109). Por exemplo, é demonstrado que 

diferentes extratos da planta Rheedia longifolia são capazes de inibir a 

formação do poro associado ao receptor P2X7 (110), todavia a aplicabilidade 

clínica dos extratos ou dos prováveis princípios ativos ainda precisam ser 

elucidados. 

A indústria farmacêutica vem patenteando novos produtos sintéticos 

capazes de inibir o receptor P2X7. Por exemplo, os antagonistas A-740003 

(111) , A-438079 (112) e A-839977 (113) são capazes de produzir efeitos 

antinociceptivos em modelos animais de maneira dose dependente, e 

representam futuros candidatos a testes clínicos de novos analgésicos. Dentre 

os antagonistas em testes clínicos temos o GSK1482160 (114) para a dor 

inflamatória e o AZD9056 (115) e CE-224535 (116) para artrite reumatoide. 

Embora os resultados em modelos animais se mostrarem promissores, o 

antagonista AZD9056 não apresentou efeito maior que o tratamento padrão 

nos testes clínicos, isto exemplifica o quanto devemos aprender ainda sobre os 

mecanismos de ativação bem como a participação do P2X7R em situações 

fisiológicas e patológicas e o caminho é longo para que possamos transforma-

lo em um novo alvo terapêutico, o que poderia trazer alívio para pacientes que 
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sofrem de diferentes doenças, principalmente as que envolvem inflamação 

crônica. Dentre os pontos que precisam ser explorados temos o conhecimento 

da estrutura, o qual pode permitir, por meio de ensaios de docking molecular, o 

desenho de novas drogas de maneira racional que sejam mais específicas e 

potentes, com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais e maximizar a 

eficácia da droga. 

1.2- A abordagem de dividir e conquistar 

A grande dificuldade no estudo de proteínas de membrana requer o uso 

de estratégias alternativas. Uma das abordagens mais usadas é a de dividir e 

conquistar.  O termo dividir e conquistar (divide et impera) é usado em 

estratégia militar desde a antiguidade, seu primeiro registro escrito é 

geralmente atribuído ao general romano Caio Júlio César no século 1 AC. De 

uma maneira geral este termo se refere ao processo de dividir o alvo em partes 

menores, de maneira que facilite o estudo e a posterior conquista do mesmo. 

Logo o alvo vai sendo dominado aos poucos ate que o todo seja conquistado. 

Em relação à aplicação desta abordagem ao estudo de proteínas de 

membrana, podemos dividir a proteína em segmentos menores, que podem ser 

manipulados e estudados de maneira mais simples (117).  

As proteínas de membrana possuem partes hidrofílicas, referentes aos 

domínios intra- e extracelulares, e segmentos hidrofóbicos, que são as partes 

da proteínas que ficam enterradas na bicamada lipídica. Logo, podemos inferir 

que o dobramento natural de cada região depende da interação com o seu 

ambiente, ou seja, as partes hidrofílicas necessitam da solvatação da água 

para adotar sua conformação 3D e as partes hidrofóbicas necessitam do 

ambiente hidrofóbico proporcionado pelas cadeias apolares da bicamada 

lipídica para se dobrar corretamente. Desta maneira, podemos estudar 

segmentos hidrofóbicos da proteína separadamente em um ambiente mimético 

de membrana, ou seja, um ambiente que reproduza pelo menos parte das 

propriedades físico-químicas da bicamada lipídica. Dentre os miméticos de 

membrana mais usados temos os solventes DMSO (dimetilsulfóxido) (118) e o 

TFE (trifluoroetanol) (119) e o uso de micelas (120), como por exemplo de SDS 

(sódio dodecil sulfato) e DPC (docecilfosfocolina). 
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Esta abordagem é fundamentada na hipótese de dois estágios (121), no 

qual diz que os segmentos transmembrana de uma proteína assume sua 

conformação 3D em dois estágios energeticamente distintos. Em um primeiro 

momento, os domínios que ficam enterrados na membrana se dobram sob 

influência das características físico-químicas da membrana e de interações de 

curto alcance. Em um segundo estágio, estas estruturas formadas e estáveis 

formam domínios capazes de interagir com regiões mais distantes da 

proteínas, como por exemplo outros domínios TM, resultando no dobramento 

nativo da proteína (Figura 1.7).  

 

 

Figura 1.7  Modelo de dois estágios. O modelo de dois estágios para o 

dobramento de proteínas de membrana coloca que as α-hélices 

transmembranas se dobram logo ao serem inseridas na membrana, sem a 

necessidade do contato com partes mais distantes da proteína (1). Em um 

segundo estágio, energeticamente distinto, as hélices formadas possuem 

motivos capazes de interagir com regiões mais distantes da subunidade (como 

outros domínios transmembrana) (2). Finalmente a subunidades se 

oligomerizam formando a estrutura tridimensional nativa da proteína. (Adaptado 

de Bordag e Keller, 2011 (117)). 

Os trabalhos com a rodopsina bacteriana sustentam esta hipótese. As 

estruturas dos peptídeos correspondentes aos domínios transmembrana (122) 

se assemelharam bastante as regiões correspondentes na proteína inteira, a 

qual a estrutura foi determinada a partir de estudos de cristalografia de raios X 

(123). Além disso, inclusive os loops que conectam os domínios TM também se 
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assemelharam bastante na proteína inteira (124). Outro receptor associado à 

proteína G, o receptor de adenosina A2A também teve as estrutura dos 

domínios TM determinadas (125) separadamente e estas se assemelharam a 

estrutura na proteína inteira, a qual teve a estrutura posteriormente 

determinada por cristalografia de raios-X (126). 

Levando isso tudo em consideração, esta abordagem representa uma 

importante ferramenta para adquirir informações sobre a relação estrutura-

função dos domínios TM na ausência da estrutura da proteína inteira 

determinada. Esta abordagem vem sendo usada para diferentes tipos de 

proteínas de membrana como receptores associados a proteína G, canais 

iônicos e proteínas virais. 

Uma outra vertente desta abordagem, neste caso específica para o 

estudo de canais iônicos seria a de inserir peptídeos tanto relativos as regiões 

transmembrana como de regiões adjacentes em membranas artificiais e 

verificar a capacidade dos mesmos em formar canais iônicos por si só. No caso 

do AcHR, o segundo domínio transmembrana, o qual forma a luz do canal 

iônico, é capaz de formar canais com características de seletividade próximas 

ao do canal na proteína íntegra (15). Além disso, o segmento H5, responsável 

pela seletividade iônica nos canais shaker de K+ (127) também é capaz de 

formar canais iônicos seletivos a K+ em membranas artificiais (128). Neste 

contexto, Souza et al demonstraram que o segmento adjacente ao domínio 

TM2 do P2X7R, que como mencionado anteriormente tem identidade com o 

segmento H5 dos canais de K+, é capaz de formar canais iônicos com 

propriedades de seletividade e condutância próximas as registradas para o 

P2X7 íntegro, tanto em membranas artificiais quanto em membranas naturais, 

neste segundo caso verificado pela técnica de patch-clamp (67). Com essa 

abordagem, podemos adquirir informações sobre a relação entre a estrutura-

função dos canais Iônicos enquanto eles ainda não tem suas estruturas 

determinadas. 

Estas abordagens, embora bastante reducionistas, se mostram 

importantes devido ao lento avanço na determinação da estrutura de proteínas 

de membrana. Até Junho de 2013, foram depositadas 76.573 estruturas de 
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proteínas solúveis no Protein Data Bank, enquanto isso, somente 615 

estruturas de proteínas de membrana foram depositadas. Este déficit fica mais 

claro quando observamos que as proteínas de membrana formam 1/3 do nosso 

genoma (129) e mais da metade dos alvos dos fármacos atuais(130). 

Como citado anteriormente, nosso grupo vem trabalhando com  parte do 

domínio M2 do P2X7R (peptídeo ADSEG), que demonstrou ser importante na 

sua seletividade iônica (67). Todavia, sua estrutura só foi estudada por 

dinâmica molecular. As simulações de dinâmica molecular mostraram que sua 

estrutura ficaria estável configurada com uma folha-β nos solventes miméticos 

de membrana TFE e DMSO. No entanto, quando feitas simulações partindo de 

uma estrutura em α-hélice, esta se manteve estável em TFE mas não em 

DMSO (55). Uma vez que só temos dados de sua estrutura in silico, e esta 

região parece ser importante para a atividade do P2X7R fica evidente a 

necessidade de determinar sua estrutura in vitro. Neste contexto este trabalho 

tem como objetivo determinar a estrutura do segmento adjacente ao P2X7R no 

solvente mimético de membrana DMSO, com o objetivo de se entender melhor 

sua capacidade de formar canais iônicos por si só e associar estas informações 

à atividade do P2X7R, contribuindo assim para entendermos melhor as 

características de seletividade deste receptor. 
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2-Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o conteúdo estrutural de parte do domínio M2 do receptor P2X7 

humano 

 

2.2 – Objetivos específicos 

 

 

2.2.1 Determinar a estrutura do peptídeo correspondente à parte do 

domínio M2 do P2X7 humano em DMSO por ressonância magnética nuclear de 

solução. 

 

2.2.2Realizar simulações de dinâmica molecular em uma caixa contendo 

DMSO e utilizando a estrutura de menor energia obtida nos experimentos de 

RMN.
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3- Materiais e Métodos 

3.1 - Síntese do peptídeo 

O peptídeo ADSEG (FGIRFDILVFGTGGKFDIIQLVVY) foi sintetizado 

pela empresa Genemed Synthesis (Texas, EUA) com a pureza de >98% 

confirmada por espectrometria de massa. 

3.2- Preparação da amostra 

 O peptídeo ADSEG  foi diluído em DMSO perdeuterado (Cambridge 

Isotopes Laboratories, Massachusetts, EUA) em uma concentração de 2 mM. A 

solução obtida estava translucida indicando que não houve agregação da 

amostra.  

3.3- Experimentos de RMN 

Os núcleos de alguns átomos possuem uma propriedade chamada de 

momento magnético e consequentemente apresentam spins nucleares. Os 

spins ½ podem assumir dois estados de energia quando dentro de um campo 

magnético, entretanto, na ausência desse campo, eles estão degenerados, ou 

seja, os níveis de energia dos spins são iguais, logo eles não são capazes de 

gerar algum sinal detectável (INVERTER). Todavia, quando esses spins estão 

em um campo magnético externo (B0) eles tendem a se alinhar em relação ao 

campo e se dividem em dois níveis energéticos, como citado anteriormente: um 

de baixa energia (α - alinhado na direção do campo externo B0) e um de alta 

energia (β – alinhado na direção contrária ao campo externo B0), essa 

condição é conhecida como estado de equilíbrio. A população desses estados 

é muito similar, com um pequeno excesso no estado α, que vai efetivamente 

gerar o sinal adquirido durante os experimentos. Todos esses spins 

precesssam em uma frequência específica, denominada frequência de Larmor. 

Logo, quando aplicamos um pulso de radiofrequência na amostra, a 

distribuição dos estados energéticos dos spins muda, contudo, esse estado é 

instável o que resulta, após um determinado tempo, no retorno ao estado de 

equilíbrio. A volta do spin ao estado de equilíbrio é conhecida como relaxação. 

Assim, podemos usar essa situação para obter informações sobre a disposição 

espacial dos diferentes spins nucleares em uma proteína de interesse, durante 
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o retorno ao estado de equilíbrio. Para tal, foram utilizados experimentos de 

TOCSY (informações intra-residuais), para fazer o assinalamento sequencial 

do pepítideo ADESG, e experimentos de NOESY (informações intra- e inter-

residuais), para obter as distâncias entre os núcleos próximos até 5 Å. Ambos 

os espectros utilizando o hidrogênio (H), o qual possui o spin ½.   

3.3.1 – Espectro de NOESY (Espectroscopia de efeito Overhauser 

nuclear) 

Nos experimentos de NOESY, podemos estimar a distância entre dois 

núcleos diferentes separados por uma distância de até 5 Å. Após colocarmos 

nossa amostra no campo B0 os spins vão assumir os estados de energia α e β 

com um pequeno excesso de spins no estado α, como citado anteriormente. 

Logo, aplicamos um pulso de radiofrequência, na frequência de Larmour de um 

determinado núcleo e, dessa maneira, a população de núcleos com essa a 

frequência, e no estado de baixa energia α, vai absorver a energia do pulso por 

ressonância e passar para o estado de alta energia β. Dessa maneira, 

igualamos as populações de spins (estados α e β) e não podemos mais 

observar o sinal, uma vez agora eles se cancelam chegando a uma condição 

chamada de saturação. Os spins nucleares afetados pelo pulso de RF são 

chamados spins fonte (source spins). Em seguida, os spins fonte relaxam para 

o estado de equilíbrio, polarizando de forma cruzada outros núcleos próximos 

ao núcleo fonte, os quais passam para o estado de alta energia β, que resultam 

no aumento da população polarizada. Como resultado, observa-se um ganho 

de sinal. Esse processo de relaxação cruzada é conhecido como NOE (nuclear 

Overhauser effect). A magnitude desse aumento é inversamente proporcional à 

distância entre os núcleos com acoplamento dipolar, logo podemos obter 

informações sobre a distância entre esses spins. Todavia, o espectro de 

NOESY não é adequado para identificar os sistemas de spin de cada resíduo. 

Essas informações são obtidas no espectro de TOCSY 

3.3.2 – Espectro de TOCSY (Espectroscopia de correlação total) 

Nos experimentos de TOCSY, utilizamos o mesmo princípio que o 

NOESY, entretanto inserimos pulsos adicionais na sequência para que o 

acoplamento entre diferentes spins nucleares não ocorra pelo espaço, mas 
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entre ligações químicas. Dessa maneira, após o pulso de RF, os spins tendem 

a voltar para o equilíbrio e a magnetização afeta somente spins separados por 

até 3 ligações químicas. Embora essa técnica não nos permita obter 

informações sobre a distância entre os átomos, podemos fazer o 

assinalamento sequencial, identificando os sistemas de spins acoplados 

através de ligações químicas. Logo, essas informações são utilizadas junto 

com o conhecimento da estrutura primária do peptídeo para determinar quais 

spins nucleares produziram os picos observados no espectro de NOESY. 

Dessa maneira, utilizamos os NOEs (presentes no espectro de NOESY), que 

foram devidamente identificados com o auxílio do espectro de TOCSY, para 

obter informações entre as distâncias entre cada núcleo.  Nesse sentido, essas 

informações vão ser utilizadas no cálculo da estrutura. 

 

Figura 3.1- Sistema de spin da fenilalanina no espectro de TOCSY. 

Na figura (A) é mostrado como acontece a transferência de magnetização 

(setas azuis) a partir do próton amídico dentro do resíduo de fenilalanina. A 

transferência é passada para o próton α (1) e os dois prótons β (2 e 3) gerando 
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picos que podem ser observados no espectro. A linha vermelha representa o 

valor de deslocamento químico do próton amídico e os picos indicados pelas 

setas vermelhas indicam os picos relativos as conectividades estabelecidas, as 

quais são compatíveis com os valores de deslocamento químico esperados 

para cada prótons (no eixo y). Os valores de deslocamento químico esperados 

para os prótons dos diferentes resíduos podem ser encontrados no banco de 

dados Biological Magnetic Resonance Data Bank. A  B  

3.3.3 - Assinalamento do espectro 

O assinalamento do espectro foi feito com o auxilio do programa 

CcpNmr (131) para a visualização. Todos os sistemas de spin puderam ser 

assinalados com o tempo de mistura utilizado (400 ms). Os sistemas de spin 

foram identificados no TOCSY e o assinalamento sequencial foi feito pelo 

NOESY. No TOCSY a transferência de magnetização é feita via ligações 

químicas (com exceção das ligações que envolvem O e N) enquanto no 

NOESY temos picos relativos a prótons próximos sem a necessidade de 

estarem separados por uma ligação química. Portanto, temos os mesmos picos 

encontrados no TOCSY mais os picos relativos a spins acoplados 

espacialmente. 

A figura 3.2 mostra o exemplo dois sistemas de spin (Phe 328 e Asp 

329). O quadro acima na figura 3.1 mostra os picos encontrados em valores 

característicos dos prótons β destes resíduos (em azul) no eixo “y”. Logo, 

sabemos que os picos encontrados nesta linha vertical, se referem ao sistema 

de spin destes resíduos. A faixa de valores no eixo “x” indica que estes 

sistemas de spin são referentes a conectividade com o próton amídico (HN), 

como podemos observar no banco de dados de valores de deslocamento 

químicos. Portanto, neste caso os picos da parte de cima da figura 3.2 

representam conectividades HN-Hβ dos respectivos resíduos. A parte de baixo 

da figura 3.2 mostra uma conectividade inter-residual, entre os prótons 

amídicos do Asp 329 e a Phe 328, feita entre os prótons amídicos destes 

resíduos. Esta conectividade, assim como todas as outrasinter-residuais, está 

presente somente no espectro de NOESY. Desta maneira, identificamos os 

sistemas de spin dos resíduos no espectro de TOCSY e fazemos o 
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assinalamento sequencial no espectro de NOESY (pelo assinalamento das 

conectividades HN-HN de resíduos vizinhos). Uma vez identificados os 

sistemas de spin, é feito o processo de assinalamento das outras 

conectividades inter-residuais, encontrando picos que representam átomos 

próximos e a intensidade do pico pode ser transformada na distância entre 

eles, permitindo o cálculo da estrutura. As linhas horizontais na figura 3.2 

representam como podemos encontrar as conectividades inter-residuais. Neste 

caso vemos picos (em vermelho) que só aparecem no NOESY sobre a linha 

referente ao sistema de spin do próton amídico. Esses picos vão aparecer 

alinhados (horizontalmente) com o pico referente ao próton o qual ele esta 

fazendo uma conectividade. A intensidade dos picos no NOESY é 

inversamente proporcional a distância entre eles (na relação 1/r6, onde r é a 

distância entre os prótons). Na figura 3.2 ainda podemos observar 

conectividades entre o próton amídico da Phe 328 e um dos prótons β do Asp 

329 assim como entre o próton amídico do Asp 329 e um dos prótons β da Phe 

328. Foram encontradas conectividades de diferentes distâncias, tanto as 

sequenciais (entre resíduos vizinhos), de média distância (até 5 resíduos) e de 

longo alcance (> 6 resíduos). Os volumes de cada pico foram usados para o 

cálculo da estrutura utilizando o programa ARIA (132). 

3.4 – Dinâmica Molecular 

Como uma forma de refinar a estrutura de menor energia obtida por 

RMN, procedemos para simulações de dinâmica molecular. Na dinâmica 

molecular foi possível criar uma caixa virtual na qual preenchemos com as 

moléculas de nosso interesse para reproduzir este determinado ambiente. 

Logo, os algoritmos que regem os programas se propõem a reproduzir todas a 

características físico químicas das moléculas na caixa, desta maneira 

observamos com detalhes o comportamento das moléculas da caixa e 

esperamos que ela reproduza da melhor maneira possível aquele ambiente em 

questão. Desta maneira utilizamos a dinâmica molecular para verificar como a 

estrutura de menor energia se comportaria em uma caixa virtual como mesmo 

ambiente em que o peptídeo ASEG estava durante os experimentos de RMN. 

Uma vez que a estrutura obtida por RMN esteja bem próxima de uma estrutura 
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que representem bem a  população de estruturas na amostra, a estrutura deve 

se manter predominantemente semelhante. 

Os estudos de dinâmica molecular foram feitos utilizando o programa 

GROMACS (4.6.4). A estrutura de menor energia obtida pelos experimentos de 

ressonância foi inserida e centralizada em uma caixa cúbica e realizada uma 

solvatação explícita para dimetilsulfóxido (DMSO). O campo de força usado foi 

o ffG53a6 do pacote GROMACS (84). As simulações foram realizadas com 

condições periódicas de contorno, em agrupamento Gibbs (NPT), a 

temperatura de 298,15 K com termostato v-reescale e pressão atmosférica (1 

atm) com o barostato de Berendsen. Foi aplicado o método de Particle Mesh 

Ewald (PME, distância Fourier de 0,14 nm, 6º ordem e tolerância 10-5) e 

potenciais de Leonard-Jones para considerar as interações de Coulomb e de 

van der Waals, com raio de 1,2nm e 1,4 nm respectivamente. O algoritmo 

LINCS foi aplicado sobre as ligações covalentes. A energia inicial do sistema 

foi minimizada e o sistema foi equilibrado através de uma curta dinâmica de 

2ns com a proteína em condições de restrição de posição. Além disso foram 

estabelecidas restrições de distância obtidas através dos NOEs, uma vez que 

estes representam evidências experimentais de relações de distâncias entre 

diferentes núcleos. Desta maneira, podemos observar a dinâmica do peptídeo 

in silico respeitando as informações obtidas através do assinalamento do 

espectro de 2D-1H-1H- NOESY. As restrições de distância foram estabelecidas 

dando uma penalidade de custo energético quando os núcleos em questão se 

afastarem ou se aproximarem mais do que os limites estabelecidos para 

restrição, como esta mostrado na figura 3.3. Os limites superiores e inferiores 

foram estabelecidos com base nas informações de saída do cálculo da 

estrutura. Além disso foram usadas as ferramentas do Gromacs: g_cluster, 

g_helix e dssp para extrair informações adicionais da dinâmica molecular. As 

representações gráficas a respeito da estrutura foram geradas pelo programa 

Pymol (133). 
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Figura 3.2 Assinalamento do espectro de NOESY do peptídeo 

ADSEG em DMSO. A figura acima duas regiões do espectro de NOESY (HN-

HN e HN-Hβ). A figura mostra os sistemas de spin do Asp 329 e da Phe 328. 

As conectividades intra-residuais estão em azul e os relativos as 

conectividades inter-residuais estão em vermelho. As linhas indicam que estes 

picos representam conectividades de átomos dentro de um mesmo sistema de 

spin. 
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Figura 3.3: Potencial de energia estabelecido para a dinâmica com 

restrições de distância. R0 e r2 representam os limites superiores e inferiores 

de distância, onde há uma penalidade de custo energético para que a posição 

se mantenha dentro dos limites. 
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4- Resultados 

4.1- Experimentos de RMN 

4.1.1 – Espectro 1D 

Com o objetivo de determinar a estrutura do peptídeo ADSEG em 

solução optamos pela técnica de ressonância magnética nuclear. 

Primeiramente obtivemos um espectro 1D da amostra para verificar, através da 

dispersão dos picos, se amostra estaria estruturada dentro das nossas 

condições experimentais. O espectro 1D (Figura 4.1) mostrou picos bem 

definidos, com linhas bem finas, indicando que a amostra estava estruturada. O 

espectro 1D mostra a intensidade (eixo y) em que cada valor de deslocamento 

químico (eixo x) aparece. Quando a proteína esta estruturada, diferentes 

resíduos sofrem a influência de diferentes ambientes químicos, pois os átomo 

terão vizinhos distintos resultando em uma boa dispersão dos picos. Se o 

peptídeo assumir uma conformação randômica, os diferentes resíduos irão 

sofrer a influência de ambientes químicos muito parecidos (influenciado muito 

mais pelo solvente do que pelo dobramento), tendo uma dispersão ruim do 

espectro.  

4.1.2- Predição da estrutura secundária 

A partir do CSI (Chemical Shift Index) podemos ter uma predição do 

conteúdo de estrutura secundária. Logo, utilizamos um valor de referência para 

os valores de deslocamento químico dos prótons α (assumindo um peptídeo 

com a conformação randômica) e subtraímos pelos valores obtidos para cada 

resíduo do peptídeo em análise. Valores positivos indicam propensão à folha-β 

enquanto valores negativos indicam propensão a hélice. A figura 4.2 mostra a 

predição de estrutura secundária obtida para o peptídeo ADSEG, o qual se 

mostrou parte estruturado em folha-β e parte em α-hélice. Os valores de 

deslocamento químico estão na tabela 4.1. 

Além disso, utilizamos um outro método para a predição da estrutura 

secundária com o objetivo de reforçar a predição do CSI (Figura 4.3). O SSP 

(Secondary Structure Propensity) (134) utiliza um algoritmo que usa como base 

os valores de deslocamento químico de diferentes núcleos (neste caso o Hα e 
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o HN) e cria um score que indica a propensão daquela região a assumir uma 

determinada estrutura secundária. Quando a região é estruturada em α-hélice 

ou folha-β o score tende a assumir valores próximos a 1 e -1, respectivamente. 

Corroborando com a predição do CSI, o SSP predisse a presença de uma 

hélice entre os resíduos 324 e 329. Entretanto, o SSP não indicou uma folha-β 

bem formada entre os resíduos 319-321 e 330-336, como foi predito pelo CSI. 

 

Figura 4.1 Espectro 1D do peptídeo ADSEG em DMSO. O eixo “x” 

representa os valores de deslocamento químico e o eixo “y” representa a 

intensidade no qual estes valores foram obtidos. 
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4.1.3-  Curva de “build-up”  

Em algumas circunstancias, a magnetização não é transferida entre 

prótons diretamente pelo espaço entre eles, mas pode ocorrer indiretamente 

por meio de um próton em um espaço intermediário. Neste exemplo, ao invés 

da magnetização passar do próton hipotético A para o C, ela é transferida para 

o próton B e em seguida para o C. Desta maneira, a intensidade do pico não 

terá a relação esperada da distância entre os prótons A e C, este fenômeno é 

conhecido como difusão de spin (Figura 4.5). Logo, devemos usar um tempo 

de mistura no qual conseguimos a intensidade máxima de sinal sem que haja 

difusão de spin. Para superar este artefato, podemos verificar a intensidade de 

um pico em diferentes tempos de mistura, observar o padrão da curva, e 

escolher um ponto (um determinado tempo de mistura) adequado. Foram 

escolhidos 3 picos de maneira aleatória (dentro dos picos “reais”, ou seja, que 

não eram ruído) e plotados contra  tempo de mistura (Figura 4.6) 

 Levando isso em consideração, escolhemos o tempo de mistura de 400 

ms, uma vez que podemos observar na figura 4.6 que neste tempo a 

intensidade do pico não começou a cair e portanto temos a intensidade máxima 

do sinal, logo não houve difusão de spin neste tempo de mistura.  
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Figura 4.2 Chemical Shift Index (CSI)Predição da estrutura secundária do 

peptídeo ADSEG em DMSO através da variação dos valores de deslocamento 

químico obtidos em relação aos valores de referência (peptídeo com estrutura 

randômica). Valores positivos indicam propensão a α-hélice e negativos 

indicam propensão a folha-β. O desenho esquemático acima representa a 

predição da estrutura secundária pelo CSI: folha-β (em amarelo), α-hélice e 

loop (linha tracejada). 
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Figura 4.3 Secondary Structure Propensity (SSP). A figura mostra o 

score SSP para cada região do peptídeo ADSEG. Valores próximos a 1 

indicam a presença de α-hélice e valores próximo a -1 indicam a presença de 

folha-β. 

 

 

Figura 4.4 Número de assinalamentos por resíduo encontrados no 

espectro de NOESY.O desenho esquemático acima representa a predição da 

estrutura secundária pelo CSI: folha-β, α-hélice e loop (linha tracejada). 
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Figura 4.5 Fenômeno de difusão de spin. Em um experimento 

hipotético de NOESY a transferência de magnetização entre os átomos A e C 

pode ocorrer diretamente (linha azul), o que daria uma relação correta entre o 

volume do pico gerado pela transferência de magnetização entre eles. Todavia, 

a magnetização transferida de A para B pode ser passada para C se o tempo 

de mistura for muito longo (linhas vermelhas),fazendo que haja uma relação 

errada entre o volume do pico gerado e a distância. Logo o tempo de mistura 

de espectro de NOESY deve permitir a intensidade máxima, sem que haja o 

fenômeno de difusão de spin. 

  

Figura 4.6 Curva de build up. Foram escolhidos três picos aleatórios (que não 

eram ruído) e o seu volume foi verificada em cada tempo de mistura. Cada 
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linha representa um pico distinto e cada triângulo representa o volume medido 

normalizado pelo valor máximo observado para cada pico. 

4.1.4 Assinalamento do espectro 

O assinalamento do espectro foi feito com o auxilio do programa Ccpn 

Analysis para a visualização dos espectros 2D NOESY e TOCSY usando a 

abundância natural do próton. O procedimento de assinalamento está descrito 

em materiais e métodos. Como observado na figura 4.1, o espectro apresentou 

satisfatória dispersão.  Todos os sistemas de spin foram encontrados no tempo 

de mistura usado (400 ms). O volume de cada pico assinalado foi usado como 

entrada para o cálculo da estrutura. Os valores de deslocamento químico 

encontrados estão na tabela 4.1 e o padrão de conectividades encontrado esta 

representado na figura 4.7. A figura 4.8 mostra as 20 estruturas de menor 

energia geradas pelo experimentos de RMN. O RMSD do backbone das 

estruturas foi de 3,15 ± 0,7 Å. O RMSD (root mean square deviation) é a média 

quadrática das variação das posições dos átomos em diferentes estruturas, e 

representa uma medida de variância quando comparamos mais de uma 

estrutura. Outra maneira de validar a estrutura seria através do gráfico de 

Ramachandran, o qual estabelece os ângulos Phi e Psi da cadeia principal 

permitidos quando está participando de uma hélice ou folha-β (com exceção da 

glicina, que tem liberdade para assumir diferentes ângulos, devido à sua 

pequena cadeia lateral). 

 Basicamente, as estruturas obtidas se assemelham a um grampo com 

uma conformação predominantemente estendida com uma região em hélice 

entre os resíduos 327 e 331. O gráfico de Ramachandram mostra que os 

resíduos estão em regiões favoráveis, reforçando as características estruturais 

que podemos observar. É importante ressaltar que o refinamento da estrutura 

foi feito levando em consideração o ambiente de DMSO o qual esta inserido o 

peptídeo. Este fato se mostrou importante, uma vez que quando calculada a 

estrutura sem levar em consideração este parâmetro, podemos observar a 

hélice em outra posição (entre os resíduos 324 e 329, dados não mostrados). 

Logo, a presença da hélice entre os resíduos 327 e 331, observadas nas 

estruturas com refinamento em DMSO, é mais coerente com os resíduos que a 
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compõe. Uma vez que a hélice entre os resíduos 324 e 329 inclui uma região 

rica em glicina (GTGG) seria muito flexível para suportar tal estrutura 

secundária. Regiões com tal flexibilidade são encontradas normalmente em 

voltas, como aparece nas estruturas da figura 4.8. A tendência helicoidal 

observada nas estruturas geradas com o refinamento em DMSO (figuras 4.8 e 

4.9) é corroborada pelas previsões do CSI e do SSP (figuras  4.2 e 4.3, 

respectivamente). A figura 4.9 mostra a posição dos resíduos carregados 

negativamente na estrutura de menor energia gerada pelos experimentos de 

RMN. Podemos ver que os dois resíduos de aspartato se encontram 

diametralmente opostos, o que sugere que esta disposição seja fundamental 

para as características de seletividade iônica apresentadas pelo peptídeo 

ADSEG.  

 

Figura 4.7  Padrão de conectividades encontradas no assinalamento 

do peptídeo ADSEG. As linhas na figura representam as conectividade entre 

os resíduos (mostrados no eixo “x”). A espessura das linhas representa a 

intensidade do pico: fortes (d > 2,8 Å), médio (3,4 Å > d > 2,8 Å) e fracos (d > 

3,4 Å). 
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Figura 4.8  Sobreposição das 20 estruturas de menor energia 

derivadas do cálculo da estrutura do peptídeo ADSEG e gráfico de 

Ramachandran da estrutura média. Na figura (A) está representado o 

backbone das estruturas geradas pelos experimentos de RMN.Não 

houve nenhuma violação. O gráfico de Ramachandran (figura B) foi 

gerado pela plataforma online de validação de estruturas PROCHECK-

NMR. A estrutura média apresentou 10 resíduos em regiões favoráveis, 

8 resíduos em regiões adicionalmente favoráveis,e quatro resíduos de 

glicina (a qual tem liberdade para assumir diversos ângulos).O primeiro e 

o último resíduo não participam da análise. 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.9 Estrutura de menor energia gerada pelo programa 

ARIA após o assinalamento do espectro destacando, em rosa, os 
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resíduos de aspartato diametralmente opostos, carregados 

negativamente, que podem estar envolvidos com a formação de um 

canal cátion seletivo do peptídeo ADSEG. 

 

Tabela 4.1 Valores de deslocamento químico assinalados no espectro 

obtido do peptídeo ADSEG em DMSO. 

 

4.2 – Dinâmica molecular 

 Utilizamos a estrutura de menor energia obtida nos experimentos RMN  

como a estrutura inicial do peptídeo nas simulações (Figura 4.10). Além disso 

fixamos restrições de distância obtidas no assinalamento não ambíguos do 

espectro de RMN, uma vez que temos uma evidência experimental destas 

distâncias, e utilizamos um campo de força para refinamento de estruturas 
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obtidas por RMN (gmx2ff) no pacote do Gromacs. O tempo total de simulação 

foi de 10 ns, este tempo se mostro suficiente, uma vez que o peptídeo se 

estabilizou como é mostrado pela estabilização do RMSD nos primeiros 

nanosegundos de simulação (Figura 4.11).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10. Estrutura de menor energia do peptídeo ADSEG (apenas o 

backbone) obtida utilizando as restrições derivadas dos NOEs assinalados no 

espectro de NOESY. Esta estrutura foi utilizada como ponto de partida na 

dinâmica molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.11 RMSD durante os 10ns de simulação do peptídeo ADSEG em 

DMSO. Neste gráfico esta representado a variação de RMSD de toda a estrutura no 
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decorrer dos 10 ns de dinâmica molecular. Podemos ver que rapidamente (por volta 

de 2 ns) a estrutura se estabilizou e o RMSD se manteve predominantemente 

constante. 

Utilizamos a ferramenta do pacote do Gromacs  g_cluster  para avaliar o 

comportamento da estrutura durante a simulação. Esta ferramenta reúne 

diferentes frames observados na simulação com estruturas semelhantes 

(variação de até 0,2 nm de RMSD) em grupos (denominado clusters). No total 

da simulação, o g_cluster pode separar todos os frames em 5 clusters, 

numerados em ordem decrescente de número estruturas agrupadas em cada 

cluster. O número de estruturas por cluster está representado na figura 4.12 e 

as estrutura médias de cada cluster estão representados na figura 4.13. Com o 

g_cluster podemos ainda observar quais foram os clusters que predominaram 

durante a dinâmica. Na figura 4.14 podemos ver em que momento da dinâmica 

encontramos cada cluster. A dinâmica começa com uma estrutura que foi 

agrupada no cluster #5, o qual podemos ver na figura 4.13 que é o que mais se 

assemelha a estrutura inicial da dinâmica (figura 4.10). Entretanto o peptídeo 

rapidamente muda o seu padrão estrutura de maneira que agora as estruturas 

subsequentes são agrupadas em diferentes clusters (especificamente o #1 e o 

#4, figura 4.13). Neste momento podemos ver que há uma variação no RMSD 

da estrutura (Figura 4.11), corroborando com estas observação. Deste 

momento em diante, a estrutura parece se estabilizar, mostrada pela 

predominância do cluster #1 durante todo o decorrer da dinâmica. Logo 

podemos dizer que a estrutura média do cluster #1  (figura 4.14) representa 

como se estabilizou o peptídeo durante a maior parte da dinâmica. 

O fato mais marcante na dinâmica molecular foi que a região em hélice 

perdeu a definição nos primeiros nano segundos de dinâmica, como é 

mostrado pelo dssp (Figura 4.15). O dssp é uma ferramenta que identifica 

padrões de estrutura secundária encontrados no peptídeo no decorrer do 

tempo de simulação da dinamica. Assim podemos ver na figura 4.15 que a 

região em hélice (representada pela cor azul) é identificada somente nos 

momentos iniciais da dinâmica. Ao observarmos a dinâmica vemos claramente 

que a pequena região de hélice vai abrindo, até um momento que se estabiliza. 
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Esta abertura pode ser observada pelo aumento do diâmetro da hélice no 

decorrer da dinâmica (Figura 4.16) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.12 Número e variação de clusters durante a simulação. O ponto de 

corte para a agrupar estruturas no cluster foi uma RMSD 0,2 nm, ou seja, 

estruturas com diferenças representadas por um RMSD menor que 0,2 nm são 

agrupadas em um mesmo grupo (cluster).  

. Podemos ver na figura 4.17, que mostra a estrutura ao final da 

dinâmica que a representação gráfica gerada pelo programa Pymol não 

identifica mais a região de hélice (diferentemente da estrutura usada como 

ponto inicial da dinâmica, figura 4.10), mas podemos ver que esta região não 

assumiu uma conformação estendida, preservando parte do padrão que se 

assemelha a uma hélice. Essas informações em conjunto sugerem que esta 

região tem uma tendência a assumir uma conformação helicoidal (o que é 

corroborado pelos dados de predição de estrutura secundária, figuras 4.2 e 

4.3), contudo, ela não é estável, já que no início da dinâmica ela perde a 

definição. É provável que nas diferentes estruturas encontradas na amostra 

algumas apresentem a hélice bem definida nesta região e outras com a hélice 

não tão bem definida. Ao observamos algumas outras estruturas derivadas dos 

experimentos de RMN, podemos ver que algumas das estruturas geradas 

apresentam hélices não tão bem definidas (dados não mostrados). Um fato que 

poderia explicar esta observação é que esta região poderia ser o início da 

região de hélice transmembrana no receptor P2X7 íntegro, assim como é a 
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região homóloga no zfP2X4R (vide discussão, figura 5.4), assim não teríamos 

os resíduos seguintes para estabilizar as outras voltas da hélice, portanto esta 

região poderia se dobrar de tal maneira, mas faltariam fatores que a 

estabilizassem. 

A flexibilidade da estrutura pode ser representada pela ferramenta b-

factor do programa Pymol. Neste tipo de visualização podemos ver as regiões 

mais flexíveis do peptídeo (Figura 4.18). Como era de se esperar, as 

extremidades do peptídeo ficaram mais flexíveis. Além disso, podemos 

observar uma grande flexibilidade na região rica me glicina (GTGG). Na região 

da hélice, vemos uma flexibilidade moderada, uma vez que não houve a perda 

de definição total da hélice. 

 

 

 

 

 

   Cluster #1                           Cluster #2                           Cluster #3 

 

 

 

 

 

   Cluster #4                          Cluster #5                            Cluster #6                                                                          

Figura 4.13. Estrutura média de cada cluster obtido com a ferramenta 

g_cluster. Nesta figura é mostrado somente o backbone do peptídeo. Os 

clusters são numerados (de #1 a #6) dependendo do número de estruturas 
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agrupados (em ordem decresescente). Desta maneira as estruturas que 

compõesm o cluster #1 predominam na maior parte da dinâmica. 

 

 

 

Figura 4.14 Quantidade de diferentes frames por cluster. Nesta 

figura podemos ver a quantidade de estruturas no primeiro cluster é bem maior 

que nos demais, além disso a quantidade de estruturas nos clusters seguintes 

tendem a decrescer, mostrando que a estrutura vai se estabilizando com o 

tempo. 

Os dados mostrados sugerem que a estrutura determinada por RMN 

está próxima do ideal, ou seja, representa bem as estruturas que o peptídeo 

pode adotar no ambiente de DMSO. Devemos ressaltar também a flexibilidade 

que a estrutura parece apresentar em decorrência da diferença entre as 

estruturas de menor energia geradas pelos experimentos de RMN. Logo, a 

estrutura pode ser melhorada através de novos cálculos. É importante ressaltar 

que a abordagem de dividir para conquistar (vide introdução) é usada para 

segmentos transmembrana em α-hélice. Não há ainda estudos utilizando esta a 

abordagens em estruturas de diferentes padrões. Logo, ainda não sabemos se 
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estruturas configuradas em um padrão diferente de hélice são estáveis sob 

estas condições experimentais tão reducionistas, ou seja, pela determinação 

da estrutura de apenas um segmento de uma proteína menor e utilizando um 

solvente mimético de membrana. Como citado na introdução, não temos 

certeza se este segmento (peptídeo ADSEG) possa estar inserido na 

membrana no receptor P2X7 íntegro, mas sabemos que ele tem capacidade se 

oligomerizar e se manter estável em uma membrana, visto pela sua 

capacidade de formar canais iônicos cátion seletivos em membranas naturais e 

artificiais (61), logo esperamos que o DMSO tenha reproduzido algumas das 

características da membrana e contribuído para que o peptídeo assuma uma 

conformação próxima a encontrada em uma bicamada lipídica. 

 

 

Figura 4.15. Figura DSSP. O gráfico acima representa por cores diferentes a 

estrutura secundária que cada resíduo (eixo y) participa durante os 4 primeiros 

ns da dinâmica molecular (eixo x). Azul: α-hélice, verde: dobra (bend), amarelo: 

volta (turn). Podemos observar que a região em hélice permanece definida somente 

nos primeiros picosegundos de simulação. 
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Figura 4.16. Variação no raio da hélice no decorrer da dinâmica. 

FigPodemos ver que o raio da hélice aumenta logo no início da dinâmica 

molecular. Esta variação acompanha a perda de definição da mesma e com a 

subsequente estabilização da estrutura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.17 Comparação entre as estruturas no início (em verde, 

figura A) e no final da simulação de dinâmica molecular (em azul, figura 

B). Observando as duas estruturas, podemos ver que de uma maneira geral 
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ela se abriu e a região de hélice perdeu parte da definição, indicando uma falta 

de estabilidade promovida pelas interações nesta região, é importante ressaltar 

que as restrições de distância derivadas do assinalamento do espectro de 

NOESY foram mantidas durante a dinâmica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18 Representação gráfica da flexibilidade da estrutura. 

Neste tipo de representação é mostrado o backbone da estrutura do peptídeo 

ao final da simulação de dinâmica molecular. A espessura da região 

representada é diretamente proporcional à maior flutuação entre as posições 

dos átomos durante a simulação. Além disso a flexibilidade também é 

representada em cores (vermelho: muito flexível e azul: pouco flexível). Ao 

observar a figura podemos destacar grande flexibilidade nas extremidades do 

peptídeo e na região rica em glicina.



Discussão  

 

56 
 

5- Discussão 

Com o objetivo de compreender melhor as características estruturais 

fundamentais para a atividade do P2X7R, nosso grupo se propôs a estudar as 

suas regiões transmembrana, uma vez que estes domínios formam o caminho 

para a passagem dos íons nos canais iônicos. Como citado anteriormente, 

diversos dados na literatura sustentam que o domínio TM2 forma o canal 

propriamente dito dos P2XRs. Logo, ao fazer o alinhamento múltiplo entre os 

diferentes subtipos P2X, podemos ver que não há muita semelhança na 

sequência de aminoácidos destes domínios. Entretanto, na região adjacente ao 

domínio TM2 podemos ver diversos resíduos conservados, como pode ser 

observado na figura 5.1. Levando em consideração que uma característica 

estrutural em comum possa estar associada a uma função comum (no caso 

dos P2XRs a cátion seletividade, observadas em todos os subtipos com 

exceção do P2X5R), este segmento poderia estar relacionado com a 

seletividade iônica dos P2XRs. 

 

Figura 5.1. Alinhamento múltiplo entre as diferentes subunidades 

P2X. Os segmentos mostrados na figura consiste nos domínios 

transmembrana 2 previstos por algoritmos especializados (caixa vermelha) e a 

região adjacente, onde podemos ver diversos resíduos consenso (em azul) O 

segmento em verde acima consiste na assinatura H5 dos canais de K+, a qual 

esta relacionada com a seletividade iônica e apresenta similaridade com um 

segmento (em verde) do P2X1R (o segmento homólogo nas outras 
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subunidades também esta em verde. A sequência sobre a linha vermelha 

consiste no peptídeo ADSEG (Adaptado de Teixeira et al, 2009(61)). 

Ao buscar regiões homólogas com esta região dos P2XRs, verificamos 

que o subtipo P2X1 possui similaridade com o segmento H5, um segmento 

encontrado em diversos canais de K+(127), mesmo que evolutivamente 

distantes e este segmento está relacionado com a seletividade iônica destes 

canais. A partir destas observações, resolvemos estudar o segmento adjacente 

ao domínio TM2 do receptor P2X7, o qual compreende alguns dos resíduos 

consenso e parte do segmento homólogo a região do P2X1R que havia 

semelhança com o segmento H5 dos canais de K
+
. Denominamos este 

segmento de peptídeo ADSEG.  

Teixeira et al utilizaram diferentes algoritmos para prever as regiões 

transmembrana do P2X7R verificaram que não houve  consenso entre eles 

(Tabela 5.1). Estes algoritmos focam na busca por hélices transmembrana, 

uma vez que as regiões TM de praticamente todas as proteínas de mamíferos 

de estrutura conhecida são configurados em α-hélice. O programa HMMTOP2 

predisse três hélices transmembrana para o P2X7R, uma entre os resíduos 25-

47, que seria o TM1 e duas outras (TM2 e TM3) entre os resíduos 309-327 (a 

qual inclui os resíduos consenso) e 334-356, respectivamente. Os programas 

MEMSAT e TMPRED preveem duas regiões TM, sendo que a primeira estava 

de acordo com os predito pelo HMMTOP e a segunda estaria entre os resíduos 

333-355, a qual não compreende a região consenso. Já o programa TMAP 

predisse, de maneira similar ao MEMSAT e TMPRED, duas regiões TM, sendo 

que a região do TM1 estava de acordo com a predição dos outros programas. 

Entretanto, esta ferramenta predisse o TM2 entre os resíduos 316-344, o qual 

compreende os resíduos consenso (55). 

Ao tentarmos compreender esta falta de acordo entre os diferentes 

programas de predição de hélice transmembrana, pudemos fazer algumas 

observações interessantes. Ao analisar a hidrofobicidade da sequência da 

subunidade P2X7 por três escalas diferentes, podemos observar o mesmo 

padrão (Figura 5.2): uma pequena região altamente hidrofóbica, que 

denominamos de M1 e uma grande região hidrofóbica que denominamos M2. A 
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região M1 esta de acordo com as predições dos programas para uma hélice 

transmembrana nesta região. No entanto, a segunda região hidrofóbica contém 

todos os segmentos previstos para o provável segundo (e terceiro, no caso da 

predição do HMMTOP2) domínio transmembrana, independente da falta de 

acordo dos programas. Estas observações levantaram algumas perguntas 

como: qual seria o segundo domínio TM2 do P2X7R? Este domínio conteria os 

resíduos consenso? Se não, a região consenso, por ser altamente hidrofóbica 

poderia entrar na membrana durante o mecanismo de abertura do P2X7R 

(tanto o canal iônico quanto o poro não seletivo)? Uma vez que estes 

programas são especializados em predizerem hélices transmembrana, poderia 

este domínio estar configurado de outra maneira?  

 

Figura 5.2. Análise da hidrofobicidade da subunidade hP2X7. Aqui 

são mostradas três escalas diferentes plotadas contra a sequência primária do 

hP2X7R: Eisenberg (preto), Kyte e Dollitle (azul) e Engelman (vermelho). 

Todas as escalas mostram duas regiões altamente hidrofóbicas M1 e M2, 

sendo a região M2 (região onde houve o desacordo em respeito à predição de 

regiões TM e onde há os resíduos consenso entre as subunidades P2XRs) 

bem maior em relação a M1 (Adaptado de Teixeira et al, 2009 (55) ). 
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É importante afirmar que o peptídeo ADSEG (que está na grande região 

hidrofóbica M2 e contém alguns dos resíduos consenso) é capaz de formar 

canais iônicos em bicamadas lipídicas artificiais e naturais (ou seja, presente 

em uma célula viva) com características de seletividade próximas ao P2X7R 

(67). Este tipo de abordagem foi utilizada para os domínios transmembrana do 

receptor de glicina (135) e de acetilcolina (15), os quais peptídeos relativos aos 

domínios transmembrana, também previstas por ferramentas de bioinformática, 

também eram capazes de formar canais iônicos por si só, mantendo diversos 

parâmetros de seletividade. O segmento H5 dos canais de K+, também é capaz 

de formar canais iônicos em bicamadas artificiais (128), também mantendo as 

características de seletividade iônica observadas na proteínas inteiras que 

contém este segmento. Além disso, o segmento H5 se posiciona de maneira 

adjacente à hélice transmembrana, formando um loop reentrante na 

membrana. A contribuição de cada um destes loops reentrantes na membrana 

forma o filtro de seletividade deste canais tetraméricos.  A partir desta 

observações podemos sugerir que o peptídeo ADSEG pode estar relacionado 

com a seletividade iônica do P2X7R, o que é uma característica em comum 

das regiões transmembrana e regiões adjacentes de diversos canais iônicos. 

Método TM1 TM2 TM3 % acurácia 

TMHMM2 25-47 - - 93,1 

HMMTOP2 25-47 309-327 334-356 94,4 

MEMSAT2 31-47 333-355 - 91,6 

TMAP 29-55 316-344 - 92,9 

ALOM2 31-47 - - 80,1 

TMPRED 29-55 333-351 - 93,1 

 

Tabela 5.1 Predição dos prováveis domínios TM do receptor P2X7. 

Diferentes ferramentas foram empregadas para predizer a localização dos 

prováveis domínios TM do receptor P2X7. Podemos ver que as predições 

entram em acordo no que diz respeito ao domínio TM1, entretanto, há 
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resultados substancialmente diferentes para o domínio TM2 entre as 

ferramentas (Adaptado de Teixeira, et al, 2009(55)). 

Dado as questões levantadas a respeito desta região do P2X7R ficou 

clara a necessidade de determinar a estrutura da região M2. Podemos separar 

esta região em duas: a que contém os resíduos conservados (peptídeo 

ADSEG), o qual não sabemos se esta inserida ou em algum momento poder 

provavelmente estar inserido na membrana, e a região que não contém os 

resíduos consenso, a qual deve mesmo estar inserida na membrana e formar 

(pelo menos parte do) caminho dos íons pela membrana, como foi sustentado 

de maneira experimental recentemente (72), a qual vamos chamar de TM2. A 

determinação do conteúdo estrutural do peptídeo relativo ao TM2 não foi 

possível devido ao fato deste peptídeo não ser solúvel em miméticos de 

membrana TFE/H2O e DMSO nem se adequar ao protocolo de inserção em 

micelas descrito na literatura (136). Será necessário explorar variações no 

protocolo descrito para inserção em micelas para promover a inserção deste 

peptídeo nas mesmas, o que permitiria que ele atingisse um dobramento (pelo 

menos próximo do) natural. 

O peptídeo ADSEG não apresentou solubilidade em diferentes 

proporções de TFE/H2O (30, 50 e 100%), mas apresentou boa solubilidade em 

DMSO, o que permitiu que fossem feitos os experimentos de RMN de solução, 

esperando que o DMSO reproduza pelo menos parte do ambiente necessário 

para o dobramento correto do peptídeo (118). É importante citar que o DMSO 

foi usado para determinar a estrutura de peptídeos relativos aos domínios 

TM(122) e as alças(124) (que conectam os domínios TM) da rodopsina 

bacteriana. Por outro lado, o DMSO é um sistema mimético de membrana que 

carece em diversas propriedades exercidas pela membrana (117). 

Em relação ao peptídeo ADSEG, foi sugerido por dados de FTIR que ele 

estava estruturado quando diluído em DMSO, parte em α-hélice parte em folha-

β (55). A estrutura gerada a partir dos cálculos de distância consiste em duas 

regiões estendidas separadas por uma volta, sendo que um destes segmentos 

estendidos possui uma região em hélice, consistente com as previsões obtidas 

pelo CSI  e pelo SSP (neste caso a predição indicou uma folha-β não muito 
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bem formada) . Assumindo que esta estrutura se mantenha no receptor P2X7R 

inteiro, podemos inferir que a presença de uma estrutura predominantemente 

estendida no grande domínio hidrofóbico M2 poderia ter comprometido a 

análise pelos algoritmos de predição de região TM, uma vez que estes levam 

em consideração tanto a hidrofobicidade (que em todo o domínio M2 é grande 

o suficiente para que esta seja TM) quanto a capacidade de formar uma hélice. 

A partir somente da estrutura não podemos inferir diretamente se este 

segmento poderia ou não estar (ou ter a capacidade de ser) inserido na 

membrana, embora haja algumas cadeia laterais hidrofóbicas expostas ao 

solvente. A interação com outras regiões da proteína (inclusive interações com 

outras subunidades) podem estabilizar estes resíduos por interações 

hidrofóbicas mesmo se localizado fora da membrana. A estrutura 

predominantemente estendida também está de acordo com dados de dinâmica 

molecular publicados pelo nosso grupo, que mostrou que o peptídeo ADSEG 

se mantinha estável nesta configuração em DMSO. Ao contrário de quando 

começamos a simulação em hélice, onde o peptídeo se desestrutura. Quando 

estas simulações foram feitas com a combinação TFE/H20 a estrutura se 

manteve estável tanto quando era iniciada a partir de uma α-hélice quanto 

quando era iniciada a partir de uma folha- β (55). Assim, podemos inferir 

baseado nesses dasos,  que a estrutura seria mais estável em folha-β (ou uma 

conformação predominantemente estendida) quando diluído em DMSO. 

Em relação à seletividade iônica, podemos inferir que alguns resíduos 

carregados na região transmembrana (ou próxima dela) tenham um papel 

fundamental na atração de íons de carga oposta e na repulsão dos de mesma 

carga. Observando a sequência do peptídeo ADSEG podemos encontrar dois 

resíduos carregados negativamente (Asp 318 e Asp 329, figura 4.9), que 

podem estar relacionados à seletividade a cátions tanto do P2X7R quanto do 

peptídeo ADSEG. O resíduo Asp 318 é um dos resíduos consenso entre os 

subtipos P2X, e o último de uma sequência de cinco resíduos consensos 

consecutivos (314-318). Interessantemente, o outro aspartato fica 

diametralmente oposto na estrutura obtida do peptídeo, ou seja, pode haver um 

efeito de carga concentrado em uma região do peptídeo ao se oligomerizar 

(figura 5.3). Imaginando que este peptídeo se oligomerize ao formar o canal 
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iônico, estas cargas podem se posicionar de maneira a formar um anel que 

funcionaria com um filtro. Anéis como este são observados tanto no receptor de 

acetilcolina quanto no de serotonina. Logo esses resíduos podem ser alvos 

promissores em estudos de mutagênese, que podem revelar tanto o efeito que 

estas cargas tem na corrente que passa pelo canal quanto a sua acessibilidade 

a reagentes sulfonados em ensaio de acessibilidade à cisteína. Browne et al 

demonstrou que a mutação em alguns resíduos na região M2 poderia aumentar 

a permeabilidade do P2X7R a ânions, entretanto, estes resíduos se 

localizavam no provável domínio TM2 (região do M2 que não contém os 

resíduos consenso. A figura 5.3 mostra uma possível organização trimérica do 

peptídeo ADSEG utilizando como modelo a estrutura de menor energia 

derivada dos estudos de RMN. Desta maneira, os resíduos carregados 

negativamente poderiam ser alinhados de maneira a formar um efeito de carga 

na provável luz do canal iônico que o peptídeo ADSEG é capaz de formar.  

Figura 5.3 Possível organização trimérica do peptídeo ADSEG ao 

formar um canal iônico cátion seletivo. Nesta imagem estão representadas 

as 3 cópias da estrutura de menor energia derivada dos experimentos de RMN. 

Os resíduos em vermelho são carregados positivamente e estariam voltados 

para a luz do canal enquanto os resíduos em azul, carregados positivamente, 
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estariam voltados para a direção contrária à luz do canal, não interferindo no 

potencial eletrostático negativo no interior do canal. 

Ao analisarmos a região homóloga na estrutura do receptor zfP2X4 

disponível no Protein Data Bank, podemos observar que esta região assume 

uma conformação estendida, fazendo parte de uma folha-β presente adjacente 

a membrana (Figura 5.4). Dada a conservação da sequência primária desta 

região podemos estimar que esta região mantenha essa configuração no 

receptor P2X7 inteiro. Além disso, esta região pode estar envolvida no caminho 

de passagem dos íons independente da rota utilizada. Observando a  estrutura 

do receptor P2X4 podemos ver duas prováveis vias de acesso aos íons (Figura 

5.4). A primeira seria pelo vestíbulo superior, na qual os íons entrariam pela 

região extracelular mais afastada da membrana, percorreria todo o receptor 

para finalmente atravessar a membrana pelos domínios TM. A segunda 

provável via seria por meio das fenestras laterais presentes adjacentes à 

membrana. Samways et al ultilizaram um modelo por homologia do receptor 

P2X4 humano baseado na estrutura do zfP2X4 para identificar potenciais 

resíduos envolvidos nas duas prováveis vias, e testar, por meio da técnica de 

acessibilidade à cisteína qual seria a via preferencial de passagem dos íons 

(137). Mutações por cisteína na provável via pelo vestíbulo superior não 

causavam alterações na corrente induzida pelo ATP quando aplicado 

reagentes metanosulfonados (ou seja, tais reagentes não eram acessíveis 

aquela região e/ou esta de fato não formava o caminho de passagem dos 

íons). Entretanto, quando as mutações por cisteína eram feitas nos resíduos 

localizados no caminho pelas fenestras laterais a corrente era diminuída 

quando reagentes metanosulfonados de carga positiva ou aumentada, quando 

utilizados tais reagentes carregados negativamente. Kawate et al também 

utilizaram esta abordagem, combinando o uso de um modelo por homologia do 

receptor P2X2 de rato baseado na estrutura do receptor zfP2X4 com estudos 

de acessibilidade a cisteína e também concluíram que os íons entravam no 

receptor por meio das fenestras laterais (138). Além disso, esse mesmo 

trabalho mostrou que o caminho pelas fenestras laterais é energeticamente 

mais favorável à passagem dos íons do que o caminho pelo vestíbulo superior. 

Esses trabalhos, publicados antes mesmo da estrutura do receptor zfP2X4 
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ligado ao ATP (43), sugerem fortemente que as fenestras laterais servem de 

passagem aos íons quando o receptor é ativado pelo ATP. Independente do 

caminho adotado, podemos ver que a região homóloga ao peptídeo ADSEG na 

estrutura do receptor zfP2X4 teria contato com os íons, e os resíduos 

carregados negativamente (D318 e D329 para o caminho central e somente o 

resíduo D329 para as fenestras laterais) destacados neste trabalho poderiam 

contribuir com o potencial eletrostático favorável à passagem dos cátions pelo 

receptor. Estudos de mutagênese no receptor P2X7 são necessários para 

sustentar esta hipótese. É interessante notar que a hélice transmembrana do 

receptor zfP2X4 encontra bastante próximo da região com tendência  a hélice 

no peptídeo ADSEG quando fazemos o alinhamento de ambas as sequências 

(Figura 5.4). Levando este fato em consideração, podemos sugerir que a região 

com tendência a formar uma hélice no peptídeo ADSEG seria a região onde 

começaria a hélice transmembrana no receptor P2X7 humano. Além disso, 

podemos ver que esta região seria precedida por uma região bastante flexível 

(GTGG), o que poderia estar envolvido com modificações estruturais 

relacionadas à abertura do poro não seletivo associado à ativação do receptor 

P2X7, uma vez que um aumento no grau de inclinação desta região poderia 

aumentar a amplitude da abertura do canal transmembrana, assim como no 

canal mecanosensível de E. Coli (139), no qual um canal de 2 Å se expande 

para um de 20 A devido a uma mudança no grau de inclinação dos domínios 

transmembrana em relação ao plano da mesma. Entretanto, estudos 

envolvendo mutações que alterem a flexibilidade desta região são necessários 

para sustentar esta idéia. Outra hipótese poderia ser que o segmento que 

forma o pepídeo ADSEG poderia formar um loop reentrante na membrana 

assim como o segmento H5 dos canais de H+, uma vez que a estrutura do 

peptídeo ADSEG se assemelha a tal domínio. Esta hipótese foi anteriormente 

sugerida por Valera et al para o receptor P2X2 (140), entretanto esta ideia 

atualmente é desacreditada, por este padrão estrutural não estar presente na 

estrutura resolvida do zfP2X4. Nesse sentido, embora o peptídeo ADSEG 

possa não representar a conformação 3D desta região no receptor P2X7, 

entretanto, este peptídeo pode servir como um modelo simples de formação de 

canais iôncos, devido ao seu pequeno tamanha e capacidade de formar um 
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canal com seletividade e auxiliar na compreensão do conceito de seletividade 

iônica e formação de canais em membranas biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Estrutura da subunidade zfP2X4 determinada por 

cristalografia de raios X  em azul destacando em vermelho a região homóloga 

ao peptídeo ADSEG. A mesma região se encontra separada na imagem à 

direita. Nesta figura também são indicados as duas possíveis passagens de 

íons pelo receptor ao ser ativado. Diversos dados da literatura apontam as 

fenestras laterais como caminho mais provável. 

A capacidade do P2X7R em formar um poro não seletivo de identidade 

desconhecida também pode estar relacionada com a capacidade deste 

segmento se inserir na membrana. Neste sentido, Teixeira et al propôs um 

modelo no qual a região relativa ao peptídeo ADSEG se organizariam na 

membrana de maneira similar a uma estrutura em β-barril transmembrana, que 

é um padrão comum em bactérias, e formar o poro não seletivo sem a 

necessidade de novas subunidades (55). Esta explicação seria coerente com a 

estrutura obtida por RMN de solução e é sustentada pelo fato desta região ser 
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altamente hidrofóbica e desta maneira, se tornar estável na membrana, depois 

do receptor sofrer as modificações estruturais decorrentes da sua ativação. 

Entretanto, é importante ressaltar que este modelo é meramente especulativo, 

não há outros dados que sustentem esta hipótese. Este fenômeno seria um 

padrão novo encontrado em proteínas de mamíferos. Todavia, outros estudos, 

são necessários para sustentar esta hipótese. 

 

 

Figura 5.5 Esquema proposto por Teixeira et al para a possível 

dilatação do poro do receptor P2X7. Em A temos a visão lateral e visão 

superior da possível organização dos domínios transmembrana. Em B é 

mostrado que as folhas adjacentes a membrana poderiam entrar na mesma e 

formar a parede do poro não seletivo. (Adaptado de Teixeira et al, 2009 (55) – 

material suplementar)
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6- Conclusões 

1- O peptídeo ADSEG, que consiste em parte do domínio M2 do P2X7R 

assume uma conformação predominantemente estendida, com duas 

regiões separadas por uma volta; 

 

2- Há uma região na estrutura com tendência a formar uma hélice, 

entretanto ela  não se manteve definida durante as simulações de 

dinâmica molecular; 

 

3- A presença de duas cargas negativas alinhadas na estrutura obtida 

após as simulações de dinâmica molecular sugerem que o peptídeo 

ADSEG ao se oligomerizar na membrana poderia formar uma anel de 

cargas negativas que poderia explicar as suas propriedades cátion 

seletivas quando é formado o canal iônico em membranas naturais e 

artificiais. 

 

7- Perspectivas 

 

1- Fazer mutações nos resíduos carregados e verificar se há diferença 

na atividade de canal iônico do peptídeo ADSEG em comparação 

com o tipo selvagem; 

 

2- Verificar a capacidade de oligomerização do peptídeo ADSEG  

utilizando croos linkers ou Blue-PAGE; 

 

 

3- Verificar se esta região esta inserida na membrana por supressão do 

triptofano por acrilamida; 

 

4- Analisar a estrutura como oligômero e compara-la com  a estrutura 

do monômero.
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