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RESUMO

A NTPDase (ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) hidrolisa nucleotideos tri
e/ou difosfatados. E uma ectonucleotidase, identificada como antigeno de superficie de
células linfoides, cuja maior expressdo leva a um aumento das atividades de ATPase e
ADPase nestas células. Os inibidores de ecto-nucleotidases podem representar valiosas
ferramentas terapéuticas para amplificar os efeitos biol6gicos dos nucleotideos liberados no
meio extracelular, uma vez que estes induzem apoptose nos linfécitos, causando um estado de
imunodepressdo. Sabe-se através da literatura que azida sddica, quando utilizada em
concentragdes em torno de 20mM, produz uma significativa inibicdo na hidrdlise de ATP e
ADP causada por esta enzima. As azidas sdo componentes quimicos muito usados em sinteses
organicas, sendo notavelmente estdveis em ambiente bioldgico. Este trabalho, procurou
determinar os efeitos inibitorios de uma azida orgéanica derivada do &cido acético na hidrélise
de ATP e ADP, ou seja, na atividade da NTPDase de linfécitos humanos. Uma vez que
alteracbes na atividade e distribuicdo desta enzima tém sido relatadas em varias condicdes
patoldgicas, demonstrando sua participacdo na ativagcdo do linfocito, acredita-se que a
identificacdo de novos compostos inibidores da enzima NTPDase venha a contribuir em
patologias onde ha necessidade de uma imunossupressdo, como em alergias e doengas auto-
imunes. Apds incubagdo dos linfocitos em meio contendo diferentes concentragdes de azida
organica, verificou-se uma inibicdo significativa na hidrolise do ADP quando utilizadas as
concentracdes de 10 e 20 mM, sendo esta de 50 e 77%, respectivamente. Ndo foram
verificados efeitos inibitorios sobre a hidrolise do ATP. A azida organica alterou a hidrolise
dos nucleotideos da adenina difosfatados, indicando que esta substancia poderia ser utilizada
como um inibidor da NTPDase, cujo tipo de inibicdo causada seria mista.

Palavras-chave: NTPDase, Inibidores enzimaticos, Azidas organicas.



ABSTRACT

The NTPDase (apirase-ect, ect-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) hydrolyses tri nucleotides
and/or diphosphate. It is an ectonucleotidase, identified as the antigen surface of lymphoid
cells, whose greatest expression leads to an increase in activity of ATPase and ADPase and
these cells through the hydrolysis of ATP and ADP. The inhibitor of ecto-nucleotidases may
represent valuable therapeutic tools to amplify the biological effects of extracellular
nucleotides, since they induce apoptosis in lymphocytes, causing a state of
immunosuppression. It is known through the literature that sodium azide produces a
significant inhibition in the hydrolysis of ATP and ADP, caused this enzyme when it is used
in concentrations around 20mM. The azides are chemical components widely used in organic
synthesis, and remarkably stable in biological environment. The aim of this study was to
determine the inhibitory effects of an organic azide derived from acetic acid in the hydrolysis
of ATP and ADP, which is the activity of NTPDase of human lymphocytes. Since changes in
distribution and activity of this enzyme have been reported in various pathological conditions,
demonstrating its participation in the activation of lymphocyte, it is believed that the
identification of new compounds inhibiting NTPDase will contribute to treatment of diseases
where there is a need for immunosuppression, as allergies and autoimmune diseases. After
incubation of lymphocytes in medium containing different concentrations of azide organic,
there was a significant inhibition of ADP in the hydrolysis when used concentrations of 10
and 20 mM, and this of 50 and 77% respectively. Unverified inhibitory effects on the ATP
hydrolysis with organic azide. A changed the hydrolysis of nucleotide adenine diphosphate,
indicating that the substance could be used as an inhibitor of mixed NTPDase.

Key-words: NTPDase, enzyme inhibitors, organic azides.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Interacdo de ATP e NAD extracelular e seus metabdlitos em diferentes
receptores na superficie da célula (adaptado de HAAG et al., 2006) ............
Figura 2 — Inativacdo de purinas na superficie celular (YEGUTKIN, 2008) ..................
Figura 3 — Topografia e propriedades cataliticas de membros da familia E-NTPDase
(ZIMMERMANN, 2000) ...t see e seeeeeeeee e es e seee e
Figura 4 — Estrutura Quimica da Azida Orgénica sintetizada & partir do &cido acético
(C3H3NZO) .ottt s st et

Figura 5 — Técnica de separacdo de linfocitos por gradiente de densidade (BOYUM,

Figura 6 — Efeito in vitro de azida orgénica na atividade da NTPDase em linfocitos
humanos. Os dados representam a média + erro padrdo da média para trés
experimentos diferentes. As barras negras representam a hidrélise do ATP
a as cinzas, a hidrélise do ADP. ® p < 0,05 comparado ao controle. ® p <
0,05 comparado a concentragdo de 1 mM de azida.® p < 0,01 comparado ao
CONEIOIE .t et ettt ee e e e e er s

Figura 7 — Gréfico de Lineweaver-Burk para a hidrdlise de ATP (<>) e ADP (#) e
inset V versus S, sem a presenca do inibidor. A hidrolise do ATP e do
ADP foi determinada usando substrato na faixa de 30-3000 puM (n=3 em
LUA] o 1Tor: - OSSR

Figura 8 — Estimativa do Ki através de replot de Lineweaver-Burk (Km/app versus
[17). O valor de K; é estimado onde o grafico intercepta o eixo X, sendo o
eixo y=0. O valor de K; estimado para a azida organica foi 2,56 mM ...........

Figura 9 — Plot para determinagdo do IC50 da azida organica. O valor estimado para
[0S T0 I (o T 2 111\, TR



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Inibicdo da NTPDase pela azida sodica em diversas fontes citadas na
IIEEIALUIA ...e.cee et
Tabela 2 — Inibigdo provocada por diferentes concentragbes de azida organica na
atividade in vitro da NTPDase em linfocitos humanos com ADP como
SUDSEIALO ...ttt ettt eb e b
Tabela 3 — Porcentagem da atividade in vitro da NTPDase em linfocitos humanos com
ATP como substrato em diferentes concentra¢Ges de azida organica ...........
Tabela 4 — Pardmetros cinéticos encontrados para a NTPDase de linfocitos humanos ...
Tabela 5 — Valores de Km para a NTPDase citados na literatura em diversas fontes .....
Tabela 6 — Efeito da azida orgénica in vitro nos pardmetro cinéticos da NTPDase de
linfocitos humanos para 0 SUDSLrato ADP .........ccccooviiieieinenne e

Tabela 7 — Valores de Ki para alguns inibidores da NTPDase citados na literatura .......

36

37

37
39
39

39
41



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACRs — Regides conservadas da apirase
ADP - Adenosina difosfato

ATP — Adenosina trifosfato

APCs — Células apresentadoras de antigenos
AMP — Adenosina monofosfato

AZT - 3’-Acido-2’,3’-didesoxitimidina

CD - Cluster differentiation

E-NTPDases — Ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases
NK — Natural Killer

EDTA - Etilenodiaminotetraacético

E-NPP — Ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase
IL-2 - Interleucina 2

ALL - Leucemia linfoblastica

B-CLL - Leucemia linfocitica B cronica
TCD4" - Célula T-auxiliar

TCD8" - Célula T-citotoxica

INF-y — Interferon gama

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 - Interleucina 5

IL-6 — Interleucina 6

IL-10 — Interleucina 10

UDP - Uridina difosfato

UTP - Uridina trifosfato

GTP — Guanosina trifosfato



CTP - Citidina trifosfato

TCA — Acido tricloroacético

Km — Constante de Menten-Michaelis

IC50 — Concentragéo do inibidor que inibe 50% da atividade da enzima
F1 — Proteina periférica de membrana que compde ATPases (dominio)

FoF1 — Complexo de proteinas que compdem ATPases



RESUMO ...

SUMARIO

ABSTRACT et e s e e e e r et e

LISTADE FIGURAS .........cccv.

LISTADE TABELAS ....................

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ...

L INTRODUGAOD ..ottt st sttt e st as e e

2 REFERENCIAL TEORICO ........

2.1 NUCLEOTIDEOS E SUA FUNCAO IMUNE .....oooorriiss e
2.2 ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS ......oooevieeeeeeeeee e

2.2.1 Familia E-NTPDase ........

2.2.1.1 NTPDasel (EC 3.6.1.5), NTPDase2 e NTPDase3 ...........cccceerrruennee

2.2.1.2 NTPDase4 ...........

2.2. 1.3 NTPDASES € NTPDASEB .....oevvveviieiiieiiieiiietiee et tie et ee et ee s ee e iereeenaees
2.2.1. 4 NTPDASET € NTPDASESB ......coiieeiiiee ettt

2.2.2 Familia E-NPP ................
2.2.3 Fosfatases alcalinas .........
2.2.4 Ecto-5’-nucleotidase (EC
2.3 FUNCOES DA NTPDase NAS
2.4 INIBICAO DA NTPDase ........

B.1.3.5) e e e
CELULAS LINFOIDES ....oooeveeeveeeeee e,

2.4.1 Azida soddica como inibidora da NTPDASE .....ceeveeeeeeee e

3 MATERIAIS E METODOS .......
3.1 REAGENTES UTILIZADOS .

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS ......oouoeeieeeeeeeeeeeeeeeee e eees s
3.3 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS ......cooimeeeeeeeieteeeeieetesteeseeeeeeess s sessessessenss e

3.4 OBTENCAO DAS AZIDAS ...
3.5 DETERMINACAO DA ATIVI

DADE DA NTPDASE ......ccovvvrieiriririer e

3.5.1 Isolamento de células mononucleadas das amoStras .........coeceeeeveveieeseeeieenns

3.5.2 Determinagdo de proteina
3.5.3 Hidrdlise de ATP e ADP

10

14

16
16
20
21
22
23
23
24
24
24
25
25
27
29

31
31
31
31
31
32
32
33
33



3.6 ESTIMATIVA DO IC50 E PARAMETROS CINETICOS ...cocovveeeeeeeeeverere e,

3.7 ANALISE ESTATISTICA ............
4 RESULTADOS E DISCUSSAO .......

5 CONCLUSAO oo

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

33
34

35

43

44



1 INTRODUCAO

Os linfdcitos humanos possuem em sua superficie a enzima NTPDase (ecto-apirase,
ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5), responsdvel pela hidrélise de nucleotideos
extracelulares como ATP e ADP e/ou outros di ou tri fosfatados. A NTPDase € um membro
da familia E-NTPDase e foi identificada como antigeno de superficie de células linfoides
(CD39), sendo que sua maior expressdao levaria a um aumento das atividades de ATPase e
ADPase nestas celulas. O ATP extracelular possui efeitos citostaticos e citotoxicos em
algumas ceélulas tumorais, por mecanismos ainda desconhecidos. Além disso, provoca
liberacdo de histamina de mastocitos e a secre¢do de grénulos de neutrofilos e mondcitos,
enquanto inibe a funcdo de macrofagos e a citotoxicidade mediada por células NK
(DOMBROWSKI et al., 1998).

As moléculas de superficie celulares reconhecidas pelos anticorpos monoclonais sdo
chamadas “antigenos”, uma vez que podem ser produzidos anticorpos contra elas, ou
“marcadores”, porque identificam e discriminam diferentes populacdes celulares. Esses
antigenos recebem designacdo CD (cluster differentiation). Esta classificacdo dos antigenos
tem permitido a identificacdo de células da resposta imune, seus tipos de resposta e fungdes
efetoras. Estas moléculas promovem interacdes e adesdo célula-a-célula e traduzem sinais que
levam & ativagdo de linfocitos (ABBAS et al., 2002). O CD39 (NTPDase) foi originalmente
identificado como marcador de ativacdo linféide, expresso em linfocitos B, linfocitos T
citotéxicos, células NK e células endoteliais (KANSAS et al., 1991).

A atividade da NTPDase associada ao CD39 esta envolvida na rejeicdo de enxertos
(ROBSON et al., 1996), na injuria esquémica (CANDINAS et al., 1996), em perturbacdes
oxidativas, servindo como mediadora extracelular na producéo de citocinas em diversas
respostas inflamatérias (ROBSON et al., 1997).

Através da determinacdo da atividade da NTPDase em linfocitos de pacientes
imunodeprimidos, verificou-se um aumento em sua atividade, acompanhada por uma maior
expressdo de CD39 na superficie destas células (LEAL et al., 2005a), sugerindo um
importante desempenho desta enzima no controle da fungdo dos linfocitos. A atividade da
NTPDase parece ser importante para a manutencdo da resposta imune, mantendo
concentragdes adequadas de ATP extracelular, pois ele é essencial para certas funcdes
imunolégicas, mas também pode se tornar prejudicial quando induz apoptose nos linfocitos,

aumentando o estado de imunodepress&o.
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Uma vez que alteragdes na atividade e distribui¢do desta enzima tém sido relatadas em
vérias condicGes patoldgicas, demonstrando sua participagdo na ativagdo do linfdcito,
acredita-se que a identificagdo de novos compostos inibidores da enzima NTPDase venha a
contribuir em patologias onde ha necessidade de uma imunossupressdo, como em alergias e
doencas auto-imunes.

Este trabalho teve como objetivo geral identificar novos inibidores da NTPDase.
Especificamente, procurou-se verificar possiveis efeitos inibitorios de uma azida organica,
sintetizada a partir do &cido acético, na atividade da NTPDase presente na superficie de

linfécitos humanos normais e avaliar os parametros cinéticos da enzima frente a esse inibidor.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 NUCLEOTIDEOS E SUA FUNCAO IMUNE

Os nucleotideos e os nucleosideos sdo importantes moléculas bioldgicas envolvidas
em muitos processos biolégicos (ANDERSON et al.,, 1997; ZIMMERMANN, 1999;
ROBSON et al., 2006). Os nucleotideos modulam vérias fungBes teciduais, como o fluxo
sanglineo, producdo de secrecfes, inducdo de inflamagdo e inducdo de reagBes imunes.
Influenciam nos processos que afetam o metabolismo celular, na adesdo, na ativacdo e na
migracéo celular (LUTHJE, 1989). Dependendo do subtipo de receptores celulares ativados,
eles podem disparar e mediar processos que afetam o metabolismo celular, 0s mecanismos de
ativacéo, a migracéo e a adesdo celular. Além disso, podem estar envolvidos em mecanismos
de protecédo celular, incluindo a proliferagéo celular, a diferenciacdo e a apoptose, 0s quais
ocorrem na aterosclerose, nas doengas neurodegenerativas e em vérias doencas inflamatdrias
(ROBSON et al., 2006).

O ATP extracelular e seus metabdlitos sdo reconhecidos por receptores purinérgicos
presentes na superficie de diversas células (Figura 1). Existem duas familias desses receptores
— P1 e P2 — cujos membros sdo ativados pela adenosina e por ATP e ADP, respectivamente
(BURNSTOCK, 2007).

Os nucleotideos extracelulares, tais como ATP, ADP, UTP, UDP podem atuar como
ativadores/agonistas em uma variedade de receptores de nucleotideos (receptores P2),
receptores P2 purinicos e ou receptores P2 pirimidinicos (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).
A ativagdo dos receptores P2 € controlada por ecto-nucleotidases (NTPDases)
(ZIMMERMANN, 2000). Os nucleotideos liberados do citoplasma de varios tipos de células,
antes de serem hidrolisados por ectonucleotidases, devem interagir com receptores especificos
da membrana plasmatica, os purinoreceptores P2 (DI VIRGILIO et al., 2001; KUNAPULI et
al., 2003).

As acOes da adenosina sdo mediadas pela ativagéo de quatro subtipos de receptores
conhecidos (A1, A2A, A2B e A3), pertencentes a familia P1 de receptores purinérgicos que,
por sua vez, séo membros de uma superfamilia de receptores compostos por sete regides
transmembrana e acoplados a proteina G (FREDHOLM et al., 1994). Esses receptores se
caracterizam por apresentarem distribuicdo tecidual e perfil farmacolégico bastante peculiar,

sendo capazes de participar das respostas imune e inflamatéria em tecidos lesados,
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desempenhando um papel crucial nos efeitos benéficos induzidos pela adenosina,
principalmente em casos de exarcebacéo dessas respostas (JACOBSON e GAO, 2006).

Os receptores A2 funcionam como se fossem sensores de atividade pré-inflamatéria e
agem como bloqueadores do excesso de resposta imune. A ligagdo da adenosina aos
receptores A2A e A2B (acoplados a proteina G- familia Gs) leva ao aumento dos niveis de
AMP ciclico (AMPc) intracelular pela ativacdo da enzima adenilato ciclase, inibindo a
atividade imune da célula (RASKOVALOVA et al., 2005). O receptor A2A possui alta
afinidade por adenosina, ao contrario do receptor de baixa afinidade A2B, o que leva a crer
que eles podem ser recrutados sequencialmente, dependendo do acumulo de adenosina no
meio. Isso pode permitir um incremento gradual do sinal inibitorio, permitindo, também, sob
algumas circunstancias, uma inibi¢do parcial da resposta imune sem interromper totalmente,
por exemplo, o processo de destruicdo de um patdgeno (SITKOVSKY e OHTA, 2005). Esse
efeito regulador se dé principalmente pela inibicdo da producdo de IFN-y, IL-12 e TNF-a
(LAPPAS et al., 2005; HASKO et al., 2000; KRECKLER et al., 2006) e aumento da producéo
de IL-10 (PANTHER et al., 2003) por células envolvidas na resposta imune.

A sinalizacdo da adenosina via acoplamento dos receptores A2A e A2B com a
proteina Gs € contrabalanceada pela sinalizacéo resultante do acoplamento dos receptores Al
e A3 com a proteina Gi, 0 que inibe a adenilato ciclase e leva a altos niveis de AMPc,
garantindo outro nivel de controle para prevenir, por exemplo, a inibi¢do prematura das
células do sistema imune pelos receptores A2 (ABBRACCHIO e CERUTI, 2007,
STIKOVSKY e OHTA, 2005). Além disso, a adenosina pode agir tanto em receptores A2A
quanto A3 inibindo a capacidade migratdria de células dendriticas pela inibicdo da expressao
de moléculas envolvidas nesse processo, com a CCR5 e CCL19, sem afetar a maturacgéo
dessas celulas (HOFER et al., 2003).

Os receptores P2 se dividem, com base na estrutura molecular e nos mecanismos de
transmissdo de sinais, em duas subfamilias: P2X, associados a canais idnicos e P2Y,
receptores de sete dominios transmembrana, acoplados & proteina G. Atualmente, sete
subtipos de receptores P2X e oito P2Y sdo conhecidos, incluindo receptores que s&o sensiveis
tanto a purinas quanto a pirimidinas (NORTH, 2002; RALEVIC e BURSTOCK, 1998).

A ativagdo dos diferentes tipos desses receptores d& inicio as vias de sinalizagdo que
levam a regulaco da ativagdo de fatores de transcri¢do tais como: fator nuclear kB (NF-xB),
proteina ativadora 1 (AP-1), fator nuclear de células T ativadas (NFAT), cujos efeitos estdo
relacionados com a producdo de varias citocinas por ceélulas do sistema imune
(ARMSTRONG et al., 2007).
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Os receptores P2X servem como mediadores nas mudancgas de permeabilidade de
cations mono e divalentes (BRAKE et al., 1994). O sinal de transdugdo ocorre via influxo de
Na“ e Ca’* e efluxo de K*, causando despolarizagdo da membrana e um aumento de célcio
citoplasmético (CHEN et al., 1995; DI VIRGILIO et al., 2001). Sua ativacdo medeia aos
efeitos ativadores de altas doses de ATP em células da imunidade inata (KUSBER e
BARTON, 2001; AGA et al., 2002).

O ATP e ndo outros nucleosideos-5-trifosfatados causam um aumento abrupto dos
niveis citoplasmaticos de célcio dentro da célula suscetivel, seguido por condensacdo do
citoplasma, tumefagdo celular, segmentacdo nuclear e fragmentacdo do DNA, culminando
finalmente na apoptose (ZHENG et al., 1991). O aumento da concentragcdo de célcio
citoplasmético nas células suscetiveis serve como um sinal precoce do inicio de apoptose
(ORRENIUS et al., 1989). O tratamento de células com ATP causa alteracfes necréticas
tipicas tais como a tumefacéo celular e a vacuolizagdo do citoplasma. O nucleo das células
tratadas com ATP, entretanto revelou alteracdes apoptéticas como condensagdo da cromatina
e marginalizacdo (FERRARI et al., 1999).

O papel dos nucleotideos extracelulares como moléculas sinalizadoras em diversos
tecidos, incluindo o sistema imune, estd bem estabelecido na literatura (DI VIRGILIO et al.,
2001; YEGUTKIN et al., 2002). Em especial, o ATP é capaz de modular importantes
processos tais como ativagdo, proliferacdo/citotoxicidade celular, desenvolvimento e fungdes
efetoras dos linfocitos (DI VIRGILIO et al., 2000). O ADP néo apresenta um papel definido
nessas celulas (DOMBROWSKI et al., 1998), porém € um importante promotor da agregacéo
plaquetéria, enquanto que adenosina é um potente inibidor deste processo. O ADP em adicéo
ao ATP também é importante no transporte de cloretos, na vasodilatagdo, na contragdo
muscular, nas doengas cartilaginosas e na fungéo renal (BURNSTOCK et al., 2004).

O ATP permanece estocado nas vesiculas sinapticas juntamente com outros
transmissores. Apos a estimulacdo nervosa esta molécula é liberada na fenda sinaptica
(TODOROV et al., 1997). Além disso, o ATP realiza uma estimulagéo de células ndo neurais
por mecanismo pardcrino (HARDEN et al., 1999).

A hidrélise do ATP é controlada pela enzima NTPDase, a qual executa um importante
papel em algumas fungdes dos linfocitos, como reconhecimento e/ou ativacdo das células T
citotoxicas frente a um estimulo antigénico (FILLIPINI et al., 1990). Demonstrou-se que a
secrecdo de importantes citocinas linfocitirias mediada pelo ATP extracelular, é dependente
da hidrolise desse nucleotideo (LANGSTON et al., 2003).

Os nucleotideos extracelulares possuem importantes papéis como moléculas



19

sinalizadoras, os quais foram bem estabelecidos em diversos tecidos, incluindo o sistema
cardiovascular, no qual medeiam os efeitos inflamatorios e antiinflamatorios (YEGUTKIN et
al., 2002).

O ATP quando secretado para o meio extracelular por linfocitos é capaz de mediar a
resposta imune (IVANENKOV et al., 2005), uma vez que induz a secre¢do de importantes
mediadores tais como interferon-y e IL-2 por parte dos linfocitos T (DI VIRGILIO et al.,
2001; LANGSTON et al., 2003). Além de modular os processos de ativacao, diferenciagéo,
desenvolvimento e respostas efetoras dos linfocitos, dependendo das concentracdes
extracelulares, ainda € capaz de induzir dois efeitos antagbnicos como a proliferacdo celular,
quando em baixas concentragdes, e a morte celular, quando em altas concentragbes (DI
VIRGILIO et al., 2000).

Entretanto, esse nucleotideo é um importante estimulante da agregacdo plaquetaria
(KEUREN et al., 2007), ativando e recrutando-as para o sitio da injdria tecidual (MARCUS et
al., 2003). Sabe-se que as plaquetas, quando ativadas, secretam o contetdo de suas vesiculas,
sendo o ATP um desses componentes liberados para o meio extracelular. Este ATP secretado
pelas plaquetas, por sua vez, seria capaz de influenciar o sistema imune. Em condicOes
fisioldgicas, os nucleotideos estdo presentes no meio extracelular em baixas concentragdes,
normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até quantidades micromolares em
determinadas situacBes. Estas quantidades s&o influenciadas por vérios fatores, tais como a
sua secrecdo, a lise celular, o efeito da diluigdo no espaco extracelular e a acéo catalitica de
enzimas do tipo E-NTPDases (ectonucleotidases) (DI VIRGILIO et al., 2001b).

Os nucleotideos extracelulares funcionam como sinalizadores moleculares em uma
grande variedade de fungdes fisioldgicas tais como coagulacdo sanguinea, inflamacéo,
reagfes imunes, contragdo muscular lisa, e de proliferagdo celular (por exemplo, no

desenvolvimento embrionério e cancer) (ROBSON et al., 2006).
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Figura 1 — Interacdo de ATP e NAD extracelular e seus metabdlitos em diferentes receptores
na superficie da célula (adaptado de HAAG et al., 2006).

2.2 ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS

As enzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares sdo conhecidas como ecto-
nucleotidases, pois estdo ancoradas a superficie celular e possuem o seu sitio catalitico
voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2000). As ecto-nucleotidases podem ser
classificadas como familia das E-NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases),
familia E-NPP (ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase), fosfatases alcalinas e ecto-5’-
nucleotidase, sendo amplamente distribuidas nos tecidos (ZIMMERMANN, 2000). Além das
enzimas citadas, existe a enzima ADA (adenosina deaminase), a qual ¢ também uma
importante enzima de cadeia de purinas, responsavel pela deaminacdo da adenosina formando
inosina (Figura 2). Ela apresenta uma localizacdo citosélica, mas pode também estar

localizada na superficie da membrana celular, como uma ectoenzima (YEGUTKIN, 2008).
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Figura 2 — Inativacéo de purinas na superficie celular (YEGUTKIN, 2008).

2.2.1 Familia E-NTPDase

Nos mamiferos foram clonados e caracterizados funcionalmente oito membros desta
familia. Nem todos os membros desta familia sdo ectoenzimas, pois além da sua localizagédo
extracelular, podem ser encontradas no Complexo de Golgi e reticulo endoplasmético. As
enzimas que fazem parte desta familia possuem dominios de sequéncia altamente
conservados, que sdo conhecidos como “regibes conservadoras da apirase” (ACRs) sendo
estas relevantes para a atividade catalitica (HANDA e GUIDOTTI, 1996).

A familia das NTPDases é sintetizada pelos genes ENTPD. Quatro das NTPDases,
estdo localizadas na superficie das células, com um sitio catalitico extracelular (NTPDasel, 2,
3 e8). As NTPDases 5 e 6 apresentam localizacdo intracelular e NTPDase 4 e 7 sdo enzimas
intracelulares cujos centros ativos estdo direcionados para o lumem das organelas
citoplasméticas (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).

A anélise das sequéncias de todas as NTPDases mostra a existéncia das “regides
conservadas da apirase” (ACR), as quais estdo envolvidas na formacdo do sitio catalitico da
enzima, para que ocorra a hidrélise dos nucleotideos tri e difosfato (ZIMMERMAN, 2001;
SEVIGNY et al., 2002; ROBSON et al., 2006).

Os subtipos da NTPDase, diferem quanto a sua localizagdo e fungdo (Figura 3). As
formas NTPDase 1, 2, 3, 8, séo diferenciadas de acordo com a preferéncia pelo substrato
sendo dependentes de ions calcio ou magnésio, para realizarem sua atividade maxima
(ZIMMERMANN, 2001). A NTPDasel, hidrolisa tanto ATP como ADP, aproximadamente
na mesma proporgéo; NTPDase3 e 8, preferem mais o ATP do que o ADP como substrato,

mas a NTPDase2 apresenta uma alta preferéncia pelo ATP, sendo classificada como uma
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ecto-ATPase (KUKULSKI et al., 2004; ROBSON et al., 2006). Vérios tipos de substancias
quimicas tem sido relatados como inibidores de diferentes tipos de ATPases. A azida sddica
em altas concentragbes (20mM) tem demonstrado inibicdo significativa sobre a NTPDase
(SARKIS et al., 1995).

Familia E-NTPDase
Pul.
WTPDasel MNTPD2saZ MNTPDased NTPDased MTPDEses _ NTPDaseb
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Figura 3 — Topografia e propriedades cataliticas de membros da familia E-NTPDase
(ZIMMERMANN, 2000).

2.2.1.1 NTPDasel (EC 3.6.1.5), NTPDase2 e NTPDase3

A NTPDasel (CD39, ecto-apirase, ecto-difosfoidrolade) hidrolisa ATP e ADP em
uma taxa molecular de aproximadamente 1:0,5 a 1:0,9 (KACSMAREK et al., 1996; WANG e
GUIDOTTI, 1996), o que foi observado para enzimas purificadas pertencentes a tecidos como
placenta humana (CHRISTOFORIDIS et al., 1995), aorta bovina (PICHER et al., 1996) e
pancreas suino (LEBEL et al., 1980), entre outros. A atividade da NTPDasel foi demonstrada
também no endotélio vascular, em células da musculatura lisa, no pancreas, nas células
dendriticas, bem como em células sanguineas como linfdcitos, plaquetas de humanos e ratos,
e plasma (FRASSETO et al., 1993; SARKIS et al., 1995; PILLA et al., 1996;
ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008).

A NTPDasel (CD39) hidrolisa nucleotideos tri e/ou difosfatados, possui uma
atividade catalitica maxima adaptada ao ambiente extracelular, necessitando da presenca de
cétions divalentes tais como célcio e magnésio e de um pH alcalino. O CD39 € uma

glicoproteina localizada na membrana plasmética celular, com seis locais de glicosilagéo e
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com dois dominios transmembrana, um N-terminal e um C-terminal, sendo que seus sitios
cataliticos localizam-se do lado de fora da membrana (CHEN e GUIDOTTI, 2001). Na
presenca obrigatoria de cations divalentes como Ca®*/Mg”" a CD39 hidrolisa tanto o ATP a
ADP, como o ADP até AMP (PLESNER, 1995; WANG e GUIDOTTI, 1996).

Na maioria dos casos, os valores de Km estdo em faixas micromolares. Na sua
topografia na membrana possui um dominio transmembrana com regides amino e
carboxiterminais. Estas caracteristicas também s&o comuns as enzimas NTPDase2 e
NTPDase3 (ZIMMERMANN, 2001).

A NTPDasel e a NTPDase2 estdo presentes em uma grande variedade de tecidos,
incluindo coracédo, placenta, pulmao, figado, musculatura esquelética, timo, rim, pancreas,
testiculos, ovérios, prostata, célon e cérebro (ZIMMERMANN e BRAUN, 1999).

Altos niveis de atividade de ATPase estdo associados com a vasculatura (endotélio,
musculo liso e cardiaco), linfocitos e plaquetas (PLESNER, 1995). Também a NTPDasel ja
foi caracterizada em células do sistema imune como linfécitos (LEAL et al., 2005) e plaquetas
(PILLA et al., 1996). A NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) possui umas forte preferéncia
pelo ATP com taxas moleculares de ATP/ADP de 1:0,03 ou menos (MATEO et al., 1999). E
particularmente associada com o sistema nervoso central e periférico e a enzima quando
presente no sistema vascular pode regular ou inibir a agregacdo plaquetéria induzida pelo
ADP ou ATP (YEGUTKIN, 2008). A NTPDase3 (CDL3, HB6) é um intermediério funcional
que hidrolisa ATP em uma taxa molecular de aproximadamente 1: 0,3 (CRAWFORD et al.,
2007).

2.2.1.2 NTPDase4

Sua estrutura é semelhante as das enzimas anteriormente citadas, apresentando duas
formas: uma forma esta localizada no aparato de Golgi (UDPase) (WANG e GUIDOTTI,
1998) e uma forma lissosomal esta localizada nos vactolos de UDPase, hidrolisando UDP e
outros nucleosideos di e tri-fosfatados, ndo sendo capaz de hidrolisar ATP e ADP
(ZIMMERMANN, 2000).

2.2.1.3 NTPDase5 e NTPDAse6

Quando expressa em células COS-7, a NTPDase5 (CD39L4, ER-UDPase) é secretada

e possui uma preferéncia por nucleosideos 5’-difosfatados, especialmente UDP (MULERO et
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al., 1999). Uma suposta NTPDase6 (CD39L2), que ainda ndo foi funcionalmente
caracterizada, esta situada no Aparato de Golgi e em uma pequena extensdo na membrana
plasmatica (ZIMMERMANN, 2001).

2.2.1.4 NTPDase7 e NTPDase8

A NTPDase7 (LALP1) foi clonada em humanos e ratos (SHI et al., 2001) e possui
localizagdo intracelular, sendo classificada como endo-apirase, com preferéncia pelos
substratos UTP, GTP e CTP. Bigonnesse e cols. (2004) clonaram e caracterizaram a
NTPDase8 em ratos, a qual parece regular os niveis de nucleotideos extracelulares de maneira
distinta de outras ectonucleotidases. A NTPDase8 mostrou ainda grande expressao no figado com
niveis menores da enzima detectados nos rins e jejuno. A enzima também demonstrou

envolvimento na regulagéo da secrecéo da bile (YEGUTKIN, 2008).

2.2.2 Familia E-NPP

Estas enzimas possuem ampla distribuicdo tecidual e revelam atividade de
fosfodiesterase e pirofosfatase as quais sdo propriedades da mesma molécula enzimética. Séo
capazes de hidrolisar 3’, 5’-CAMP a AMP, ATP a AMP e ADP a AMP e Pi ou NAD" a AMP
e nicotinamida mononucleotideo. A hidrélise ocorre tanto com nucleotideos purinicos quanto
pirimidinicos (ZIMMERMANN, 2000; GODING et al., 2003). H& evidéncias que indicam
que esta familia pode modular a sinalizagdo mediada por receptores P2 (PICHER e
BOUCHER, 2000).

A familia das E-NPPs inclui 7 membros (NPP1-7) envolvidos numa grande variedade
de atividades bioldgicas, que incluem: a formacdo dos ossos, a motilidade celular, as
metastases tumorais e a resisténcia a insulina em diabetes tipo Il (GODING et al., 2003;
STEFAN et al., 2006). As NPPs1-3 estdo envolvidas na hidrdlise de nucleotideos e as NPPs
6-7 hidrolisam ligacGes fosfodiéster em fosfolipideos e fosfoéster de colina. Notavelmente, a
NPP-2 hidrolisa tanto fosfolipideos quanto nucleotideos (STEFAN et al., 2006). Relata-se
também a existéncia das NPPs 4 e 5, porém pouco se sabe sobre sua atividade catalitica
(GODING et al., 2003).

2.2.3 Fosfatases alcalinas

Estas enzimas representam uma familia de ecto-fosfomonoesterases ndo-especificas
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que degradam ndo somente nucleosideos 5’-tri, di monofosfatados, mas também liberam
fosfato inorgénico de uma variedade de compostos orgénicos, incluindo proteinas (WHYTE,
1996) e sdo similares a ecto-5’-nucleotidase, pois sdo ancoradas na membrana plasmatica via
GPI, possuindo formas soltveis no soro (ZIMMERMANN, 2001).

2.2.4 Ecto-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5)

A ecto-5’-nucleotidase ancorada na membrana via GPI também é conhecida como
proteina de superficie CD73 (CHRISTENSEN, 1997), que representa um marcador de
maturacdo de linfocitos B e linfocitos T. Uma forma sollvel desta enzima também j& foi
descrita. A enzima hidrolisa nucleosideos 5’-monofosfatados ao seu respectivo nucleosideo e
Pi, sendo a principal responsavel pela formacdo de adenosina extracelular, a partir de
nucleotideos da adenina, a qual interage com receptores de adenosina (P1) (RESTA e
THOMPSON, 1997; AIRES, 1998; ZIMMERMANN, 2000; COLGAN et al., 2006).

A 5’-nucleotidase em linfocitos pode ter um importante papel na regulacéo do sistema
imune humano. Uma atividade diminuida em linfocitos B foi observada em pacientes com
deficiéncia primaria de imunoglobulinas (EDWARDS et al., 1978; CHRISTENSEN et al.,
1996) e em casos de leucemia linfocitica cronica de células B (ROSI et al., 2002). Os
receptores de adenosina sdo expressos numa variedade de tecidos e tipos celulares, incluindo
linfocitos, e servem como mediadores muito importantes para respostas fisiol6gicas, como
débito cardiaco e contratilidade, neurotransmissdo, funcdo renal, vasodilatacdo da

musculatura lisa, agregacéo plaquetéria e geracdo de anion superoxido (ROSI et al., 2002).

2.3 FUNCOES DA NTPDase NAS CELULAS LINFOIDES

As células T desempenham varias fun¢es imunes que podem ser divididas em duas
categorias chamadas de reguladora e de efetora. As funcdes reguladoras sdo realizadas por
células T auxiliares (CD4") as quais produzem importantes linfocinas. O linfocito Thl é
responsavel pela producdo de IL-2, que atua na ativacéo de células TCD4" e TCD8", e INF-y,
o0 qual ativa macrofagos. Os linfocitos Th2 sdo responsaveis pela producéo de IL-4 e IL-5, as
quais induzem nas células B & producéo de anticorpos (imunoglobulinas), além de IL-6 e IL-
10. As funcdes efetoras sdo desempenhadas por células TCD8" ativadas que eliminam as
células infectadas por virus, células tumorais e enxertos (LANGSTON et al., 2003; ZAGO,
2004).
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As células B desempenham duas fun¢bes importantes: a primeira € que quando
ativadas por linfocitos T auxiliares diferenciam-se em plasmacitos secretores de anticorpos; a
segunda, é que atuam também como células apresentadoras de antigenos (APCs) a exemplo
de macrdfagos, celulas dendriticas do baco e células de Langerhans da pele, que sdo
responsaveis pela apresentacdo de antigenos aos linfocitos T auxiliares (LEVINSON et al.,
1998; ZAGO et al., 2004).

A NTPDasel é a principal ectonucleotidase presente na rede vascular, podendo
também estar presente a NTPDase 2 (ROBSON et al., 2006). Esta enzima foi identificada
como o antigeno de superficie CD39 das células linféides, cuja maior expressao levaria ao
aumento nas atividades de ATPase e ADPase nestas celulas. O CD39 tem sido reconhecido
como um marcador de ativacdo de linfocitos T (KANSAS et al., 1991; ZEBISCH et al.,
2007), e também como capaz de gerar sinais que amplificam interagdes celula-célula
(MALISZEWSKI et al., 1994; KACSMAREK et al., 1996).

A NTPDase possui importante desempenho no controle da func¢éo linfocitaria, isto
inclui o reconhecimento do antigeno e/ou ativacdo de funcles efetoras das células T-
citotoxicas (FILIPPINI et al., 1990).

AlteracBes na atividade e distribuicdo desta enzima tém sido relatadas em Vérias
condigdes patologicas (BONAN et al., 2001; KITTEL et al., 2002; LUNKES et al., 2003;
ARAUJO et al., 2005), como diabetes e hipertensdo (LUNKES et al.,2003), insuficiéncia
renal cronica (SILVA et al., 2005), hipercolesterolemia (DUARTE et al.,2007) em cancer de
mama (ARAUJO et al., 2005) e em processo infeccioso pelo HIV (LEAL et al., 2005).

Leal e cols. (2005a), sugerem que nucleotideos extracelulares e seu metabolismo
podem estar envolvidos na resposta imune na infeccdo pelo virus HIV, onde propdem que
durante a infecgdo cronica por este virus haveria um aumento de ATP extracelular devido a
apoptose dos linfocitos onde a hidrélise deste nucleotideo pela NTPDasel seria de grande
importancia.

A alteracdo da atividade em linfécitos de pacientes com ALL e B-CLL evidencia que
NTPDase pode ter um importante papel na modulagéo destas doencas, via hidrolise de ATP e
ADP (SCHETINGER et al., 2008). Vuaden e cols. (2007), demonstraram uma alteracédo na
atividade das nucleotidases de linfocitos e soros de ratos na presenca de lipopolissacarideos.
O autor sugere que as mudancas na atividade da enzima ajam na regulacdo dos nucleosideos e
nucleotideos extracelulares, sendo capaz de iniciar o processo inflamatorio.

Foi observado por Leal e cols. (2005a) que a hidrélise de ATP e ADP é essencial para

resposta imune do HIV. Os resultados indicaram claramente um aumento na atividade da
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NTPDasel em linfécitos de pacientes HIV positivos, confirmados por um acentuado aumento

da expressdo de CD39 na superficie destas células.

2.4 INIBICAO DA NTPDase

O fluxo metabdlico, através das diversas vias pode ser alterado por inibidores,
moduladores e agentes que sequiestram componentes destas (CRAIG, 1992; SANCHEZ et al.,
1992). Genericamente, um inibidor pode ser definido como um composto que diminui a
velocidade de hidrolise de um determinado substrato (SALVESEN e NAGASE, 1989).

Apesar das diferencgas estruturais, muitos inibidores interagem com suas enzimas alvo
de acordo com um mecanismo padrdo, composto por etapas como a ligagdo do sitio ativo da
proteinase alvo ao sitio reativo da superficie do inibidor e a quebra de uma ligacdo peptidica
dentro do sitio reativo do inibidor para formar o inibidor modificado (TRAVIS e
SALVESEN, 1983). As regides dos inibidores complementares aos sitios ativos das enzimas
apresentam-se como um pseudo-substrato (HARPEL, 1987). No caso dos inibidores que
obedecem a um mecanismo padréo, a hidrolise da ligagdo peptidica do sitio ativo ndo se
processa completamente, e um equilibrio é estabelecido entre a forma do inibidor com a
ligacdo peptidica intacta (TRAVIS e SALVESEN, 1983).

Ha duas grandes classes de inibidores enzimaticos: reversiveis e irreversiveis. Um tipo
comum de inibi¢do reversivel é chamado de competitiva, onde um inibidor compete com o
substrato pelo sitio ativo da enzima. Enquanto o inibidor ocupa o sitio ativo, ele impede a
ligacdo do substrato & enzima. Muitos inibidores competitivos sdo compostos que se
assemelham com o substrato e combinam com a enzima para formar um complexo enzima-
substrato, mas sem levar a catalise. Mesmo combinagfes transitorias desse tipo reduzirdo a
eficiéncia da enzima. Levando em consideragdo a geometria molecular dos inibidores que se
assemelham ao substrato, podemos chegar a conclusdes sobre que partes do substrato normal
se ligam a enzima. Pelo fato do receptor se ligar reversivelmente & enzima, a competi¢do pode
ser inclinada a favorecer o substrato, simplesmente adicionando-se mais substrato
(LEHNINGER, 2004).

Dois outros tipos de inibigéo reversivel, incompetitiva e mista, embora freqlientemente
definidos em termos de enzima que age sobre somente um substrato, sdo na prética
observados apenas com enzimas tendo dois ou mais substratos. Um inibidor incompetitivo
liga-se a um sitio distinto do sitio ativo do substrato e ao contrério do inibidor competitivo,

liga-se apenas no complexo enzima-substrato. Um inibidor misto também se liga a um sitio
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distinto do sitio ativo do substrato, mas ele se liga tanto a enzima quanto ao complexo
enzima-substrato. O uso de um dos produtos de reagdo como um inibidor é frequentemente e
particularmente informativo. Se apenas um dos dois produtos de reag&o estiver presente, a
reacdo reversa ndo se realiza (VOET, 2004).

Na inibicdo irreversivel os inibidores se ligam de forma covalente ou destroem o
grupo funcional de uma enzima que é essencial para sua atividade. Ha também aqueles que
formam uma associacdo ndo-covalente particularmente estavel. A formacdo de uma ligagéo
covalente entre um inibidor irreversivel e uma enzima € comum (VOET, 2006).

Uma classe especial de inibidores irreversiveis é a dos inativadores suicidas. Esses
compostos sdo relativamente ndo reativos até o momento em que se ligam ao sitio ativo de
uma enzima especifica, sendo com isso convertido a um composto muito reativo que se
combina de forma irreversivel com a enzima. Esses compostos sdo chamados também de
inativadores com base no mecanismo, porque eles seqiiestram o mecanismo de rea¢do normal
da enzima para inativa-la (LEHNINGER, 2004).

A inibicdo de uma ecto-nucleotidase pode resultar em uma potencializagdo da
sinalizagdo, via ATP, nos receptores P2 (CRACK et al., 1994). Muitos inibidores de ecto-
nucleotidases também funcionam como antagonistas dos receptores P2. Estes incluem o
suramin, piridoxilfosfato-6-azofenil-2’, 4'- &cido dissulfénico (PPADS) e azul reativo 2
(ZIMMERMANN, 2001).

As ecto-ATPDases quebram nucleotideos tri e difosfatos, enquanto as ecto-ATPases
quebram apenas nucleotideos trifosfato (PLESNER, 1995). Ambas séo inibidas por Triton X-
100, e sdo diferenciadas entre si pela inibicdo por azida, uma vez que apenas as ecto-
ATPDases sdo inibidas por azida em concentragcdes de 10-20 mM (PLESNER, 1995). O
fluoreto de aluminio tem alta afinidade pelos sitios ligantes de nucleotideos das ATPases,
sendo um analogo do fosfato y do ATP (CRUZ, 2006). As ATPases podem ser inibidas por
alguns efetores como o vanadato, azida, aluminio, flGor e triton (PINHEIRO, 2001). J& as
ecto-ATPases sollveis ndo sofrem alteragbes visiveis, quando se acrescenta Triton X-100
(SHPETNER et al., 1988; SMITH et al., 1998).

Analisando-se as regides conservadas da apirase (HANDA e GUIDOTT]I, 1996) pode-
se verificar a presenga de arginina e &cidos glutdmico e aspértico. Smith e Kirley (1999)
mostraram que uma mutagdo no acido aspértico 219 da regido conservada IV (ACR 1V) da
apirase, reduz a atividade enzimatica em mais de 90%, indicando que esses grupos sdo
criticos para a hidrdlise do substrato.

As NTPDases sdo caracterizadas por sua insensibilidade a inibidores especificos do
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tipo P, tipo V e tipo F e também por apresentarem maior atividade enzimatica em pH alcalino
(KEGEL et al., 1997; SCHETINGER et al., 2001).

2.4.1 Azida sdédica como inibidora da NTPDase

As azidas sdo muito usadas em sinteses orgéanicas (SCRIVEM e TURNBULL, 1988) e
sdo notavelmente estaveis em ambiente biolégico. Por exemplo, servem como protetores
ortogonais de grupos in vivo (PRESCHER et al., 2004) e componentes de farmacos como no
antiretroviral AZT (PAN-ZHOU et al., 1998). N&o foram relatadas como inibidores de
proteases, mas segundo Le e cols. (2006), resultados preliminares sugerem que 0 grupo
azidometileno pode ser usado para produzir potente inibigdo ndo somente em enzimas como a
caspase-1, mas também em outras proteases de cisteina.

A azida sddica é um Util reagente de prova, mutagénico e preservativo. Em hospitais e
laboratorios, € um biocida; e é especialmente importante em reagentes em escala solucdes
estoque os quais devem impedir o crescimento bacteriano onde a azida de sodio atua como
um bacteriostatico por inibir a citocromo oxidase em bactérias Gram-negativas; bactérias
Gram-positivas (estreptococos, pneumococos, lactobacilos) sdo resistentes a azida
(LICHSTEIN et al., 1943). Pode ser destruida por tratamento com solugdo &cida de nitrito de
sodio (ASHER et al., 1990).

E um conhecido inibidor da ATPase mitocondrial (PULLMAN et al., 1960). Ao
contrario da energia de acoplamento dos inibidores, por exemplo, oligomicina e
diciclohexilcarbodiamida, que inibem somente a membrana mitocondrial, a azida inibe tanto
FoF1 quanto F1 soldvel, indicando que o sitio de inibi¢do da azida é F1 (VASILYEVA et al.,
1982; HYNDMAN et al., 1994).

Em um estudo realizado, utilizando azida em células hepaticas de ratos, verificou-se
que a atividade enzimatica foi capaz de hidrolizar nucleosideos trifosfatados, com exce¢éo do
ATP, bem como varios outros nucleosideos difisfatados (ERNSTER et al., 1962). As
ATPases em vasos umbilicais humanos (YAGI et al, 1995), placenta humana
(CHRISTOFORIDIS et al. 1995) e figado de galinha (STROBEL et al., 1993) foram inibidas
por azidas em diferentes concentracdes (10-20mM).

As E-ATPases que se caracterizam por ter orientacdo extracelular pela ativagéo de
Mg?* e Ca?*, tém insensibilidade aos inibidores especificos da ATPases, do tipo F, P, e V
(PLESNER, 1995; PLESNER et al., 1997). Assim, a sensibilidade a inibicdo da azida tem

sido geralmente considerada como um importante critério para distinguir as ecto-ATPDases
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de ecto-ATPases, 0 que pode ter diferentes papeis nas respostas fisioldgicas dos diferentes
tecidos que possuem nucleotideos extracelulares (BEAUDOIN et al., 1996; PLESNER, 1995;
PLESNER et al., 1997). A azida sddica ¢ relatada na literatura como inibidor de NTPDases
(SCHETINGER et al., 2001, MATTOS et al., 2001), inibindo a hidrélise de ATP e ADP
paralelamente na concentragéo de 20 mM (LEAL et al., 2005).



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES UTILIZADOS

— Comassie blue

— Verde de malaquita

— Tampéo hemolitico

— Sistema pH 8,0 (Tris HCI)
— ATP (Sigma)

— ADP (Sigma)

— Azida Orgénica

— Salina 0,9%
3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

— Espectrofotdmetro
— Freezer a-20°C

— Centrifuga de mesa
— Banho a 37°C

— Vortex

— Vidrarias

— Homogeinizador

— Pipetas automaéticas
3.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue total colhidas com EDTA de pacientes ambulatoriais do
Hospital Universitario de Santa Maria foram provenientes de material de descarte do
Laboratdrio de Analises Clinicas deste hospital. Para cada experimento foram usadas trés

amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.4 OBTENCAO DAS AZIDAS

As amostras de azidas orgénica (CsHsN3O) foram sintetizadas pela primeira vez no
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laboratorio de Sintese Orgénica do Centro Universitario Franciscano (UNIFRA) e

disponibilizadas pelo professor Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues.

N

Figura 4 — Estrutura Quimica da Azida Organica sintetizada a partir do &cido acético (C3HsN3O).

3.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA NTPDase

3.5.1 Isolamento de células mononucleadas das amostras

Os linfocitos foram isolados de sangue total coletado com EDTA e separados em

Ficoll-Hystopaque por diferentes gradientes de densidade conforme descrito por Boyum

(1968). A amostra € diluida em salina em propor¢des iguais, colocada lentamente com pipeta

de Pasteur sobre o Ficoll-Hystopaque em tubo conico. O tubo é entdo submetido a

centrifugacdo e apds é retirada a camada de células mononucleares que fica entre o

sobrenadante e o sedimento, a qual passa por lavagens com salina com o objetivo de eliminar

totalmente a presenca de plaquetas.
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Figura 5 — Técnica de separacdo de linfocitos por gradiente de densidade (BOYUM, 1968).
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3.5.2 Determinacdo de proteina

A concentragdo de proteina utilizada no célculo de atividade enziméatica foi
determinada pelo o método de Comassie Blue, usando albumina bovina como padréo
(BRADFORD, 1976).

3.5.3 Hidrolise de ATP e ADP

Apos isolamento das células mononucleares e determinagdo da concentracdo de
proteina, ajustou-se esta concentragdo de forma que a mesma ficasse na faixa de 2 a 4 pg por
tubo (concentracdo final apds incubacéo). Procedeu-se entdo uma incubagdo prévia de 10
minutos a 37°C e depois uma incubagdo com 2mM de substrato somente com as amostras e o
meio de reacdo. A hidrélise dos nucleotideos foi determinada, pela medida de fosfato
inorganico liberado na reacdo usando o método colorimétrico proposto por Chan e cols.
(1986) e padronizado em linfdcitos normais por Leal e cols. (2005). O meio de reacgdo
continha 0,5 mM de CaCl,, 120mM de NaCl, 5mM de KCI, 60mM de glicose e 50 mM de
Tris-HCI, em pH de 8,0 em um volume final de 200ul. A azida organica quando utilizada para
verificacéo de inibicéo, foi adicionada ao meio de reagdo em diferentes concentragoes, (1mM,
SmM, 10mM e 20mM), em um volume final de 200ul. As amostras foram incubadas em
banho a 37°C por 70 minutos. Apos foi usado TCA 10% com a finalidade de parar a reacdo e
as amostras foram resfriadas por 10 minutos antes da andlise da liberacdo do fosfato
inorganico (Pi) usando Verde de Malaquita como reagente colorimétrico e KH,PO, como
padrdo em espectrofotdmetro numa faixa de leitura de 630nm. As amostras foram analisadas

em triplicatas para avaliar a atividade especifica em nmol de Pi/min/mg de proteina.

3.6 ESTIMATIVA DO IC50 E PARAMETROS CINETICOS

A constante de Michaelis (Km) foi determinada pelo plot de Lineweaver-Burk,
utilizando as velocidades iniciais obtidas nas concentragdes de substrato na faixa de 30 a
3000uM (0,03-3mM). Na presenca de concentragfes de azida orgénica, na faixa de 1-20mM,
foram determinados os valores de Km aparente, com os quais foi realizado o replot do
Lineweaver-Burk (Km aparente versus concentracdo do inibidor) permitindo a determinagéo
do Ki. O plot de porcentagem de atividade ou porcentagem de inibigdo permitiu identificar o

IC50. As representagdes gréficas foram realizadas com auxilio do programa Slidewrite Plus
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4.0 e para os célculos de regressdo linear para determinacdo de Km e V/max (método de
Lineweaver-Burk) foi utilizada uma calculadora cientifica.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) de uma via seguida por
teste de Tukey-Kramer considerando um nivel de significAncia de 5% para determinar

diferenga entre as concentragdes utilizadas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um consideravel nimero de compostos alteram ou inibem a hidrolise de nucleotideos
pela NTPDase. Entre eles, podemos citar analogos de nucleotideos ndo-hidrolisaveis e
inibidores de receptores P2. O Gnico composto disponivel comercialmente capaz de inibir a
hidrdlise de ATP em vaérios tecidos sem agir nos receptores P2 é o ARL 67156, andlogo do
ATP. Qutros inibidores potenciais tem sido citados, mas sdo necessarias novas avaliagdes
quanto a diferentes poténcias, entre os membros da familia E-NTPDase e quanto a efeitos
distintos nos diferentes tecidos (ZIMMERMANN et al., 2006).

Este trabalho procurou avaliar os possiveis efeitos inibitérios de uma azida organica
derivada do &cido acético sobre a atividade da NTPDase presente na superficie de linfdcitos
humanos, uma vez que o grupamento azida, no caso da azida sodica, ja foi relatado como um
inibidor desta enzima. Através da adi¢do de diferentes concentracdes de azida organica no
meio de incubagdo para determinacdo da atividade enzimatica, verificou-se que a hidrolise do
ATP pela NTPDase nao foi alterada em nenhuma das concentracdes utilizadas. Porém, a
hidrélise de ADP pela mesma enzima sofreu significativa diminuicdo quando foi acrescentada

a azida orgénica em concentragdes de 10 e 20 mM (Figura 6), resultados que conferem com

a
b,c
€
5 mM

10 mM 20 mM

trabalhos anteriormente realizados (Tabela 1).

80

60

mj II

controle 1 mM

nmol Pifmin/mg proteina

concentragdes de azida

Figura 6 — Efeito in vitro de azida organica na atividade da NTPDase em linfécitos humanos.
Os dados representam a média + erro padrdo da média para trés experimentos
diferentes. As barras negras representam a hidrdlise do ATP a as cinzas, a
hidrélise do ADP. ® p < 0,05 comparado ao controle. ® p < 0,05 comparado &
concentragdo de 1 mM de azida.® p < 0,01 comparado ao controle.
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Tabela 1 — Inibigdo da NTPDase pela azida sédica em diversas fontes citadas na literatura.

% de atividade do

Tecidos Concentracao controle Referéncia
Membrana de cérebro de 20 mM 32 para ATP RICO et al., 2003
zebrafish 66 para ADP
Soro de ratos 10 mM 84 para ATP OSES et al., 2004
79 para ADP

Soro de ratos 20 mM 76 para ATP OSES et al., 2004
81 para ADP

Trichomonas vaginalis 20 uM 63 para ADP AGUIAR MATOS

et al., 2001

Plaquetas 10 mM 79 para ATP PILLA et al., 1996
66 para ADP

Plaquetas 20 mM 82 para ATP PILLA et al., 1996
61 para ADP

E sabido através da literatura que a inibicio pela azida sédica, uma azida inorganica,
tem sido utilizada como um dos critérios de diferenciacdo entre NTPDases e ATPases
(PLESNER et al., 1995, ZIMMERMAN, 2001). A inibicdo na hidrolise somente do ATP,
indicaria a presenca de uma ATPase, enquanto a inibicdo na hidrdlise do ADP ou em ambos,
sugeriria a presenca de uma NTPDase (WANG et al., 1997).

A diminuicdo na hidrolise de ADP na presenca da azida orgénica poderia estar
relacionada com trabalhos, que relatam que a eficacia da inibicdo de hidrélise pela azida, pode
estar ligada ao substrato ATP ou ADP (KNOWLES et al., 1999). Fazendo um paralelo entre a
a azida organica em questéo e a azida sodica, varios trabalhos tém encontrado inibicdo pela
azida sddica na hidrolise do ATP em paralelo & do ADP, o que também foi observado em
relacdo a linfocitos e plaquetas (PILLA et al., 1996; LEAL et al., 2005). Lunkes e cols. (2003)
encontraram uma inibigdo na hidrolise dos dois substratos em plaquetas, quando utilizada a
concentragdo de 20 mM de azida sddica, mas na concentracdo de 10mM somente houve
inibicdo significativa na hidrdlise do ADP. Esta diferenga na inibicdo pela azida pode ser
considerada como um importante critério para distin¢do entre ecto-ADPases e ecto-ATPases,
que podem ter diferentes papéis nas respostas fisiologicas de diferentes tecidos para
nucleotideos extracelulares (SARKIS et al., 1995; PLESNER et al., 1995; PLESNER et al.,

1997). A partir da adicdo de 10 e 20 mM da azida organica ao meio de reagéo, observou-se
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que, na hidrélise do ADP, houve uma inibicdo da atividade da NTPDase de linfocitos de 50 e

77%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 - Inibi¢do provocada por diferentes concentragdes de azida orgénica na atividade in
vitro da NTPDase em linfocitos humanos com ADP como substrato.

Concentracéo do inibidor Atividade % Inibicéo %
0 Mm 100 0
1mM 93 7
5mM 58 42
10 mM 50 50
20 mM 23 77

Néo foi observada inibicdo significativa na hidrdlise do ATP em nenhuma das
concentragdes usadas de azida orgénica, conforme esta demonstrado na tabela 3. Em grande
parte dos trabalhos disponiveis na literatura podemos observar um maior efeito inibitorio da
azida sddica na hidrdlise do ATP, o que poderia estar ligado a uma menor afinidade da
enzima pelo substrato. A partir dos resultados obtidos procuro-se caracterizar a inibicdo da
NTPDase pela azida orgénica sintetizada a partir do &cido acético, quando o substrato

utilizado é o ADP e comparando-a com a inibi¢do causada pela azida sodica.

Tabela 3 — Porcentagem da atividade in vitro da NTPDase em linfocitos humanos com ATP
como substrato em diferentes concentragdes de azida organica.

Concentracéo do inibidor Atividade %
0 mM 100
1 mM 120
5mM 110
10 mM 136
20 mM 125

Knowles e cols. (1999) sugeriram que enquanto a azida sodica diminui tanto Vmax e
Km para o ADP, ela ndo altera a Km de ATP. Dessa forma, a afinidade da azida pelo
complexo E'ADP parece ser significativamente maior do que para a enzima livre ou E'ATP. A
resposta da enzima a outros trés inibidores como o fldor, vanadato, e pirofosfato, é

dependente do substrato e do pH, o que parece ser verdadeiro também para a azida. Isto
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indicaria uma discriminacéo entre ADP e ATP pela enzima NTPDase.

Independentemente de ions divalentes e pH, a inibigdo da hidrdlise de ADP pela azida
é sempre maior do que na hidrélise de ATP. Isto pode ocorrer devido ao fato de que a azida
liga-se fracamente & enzima na presenca de ATP, mas mais fortemente na presenca de ADP. E
possivel que a azida, devido sua carga negativa e tamanho, possa ocupar o sitio de ligag&o y-
fosfato, obrigatorio do ATP quando o ADP ja esta presente no sitio ativo. Isto resulta em um
melhor ajustamento do ADP no sitio de ligacéo do substrato (KNOWLES et al., 1999).

A partir da inibicdo significativa da hidrolise de ADP pela azida orgénica, seguiu-se a
investigacdo no sentido de determinar o Km e a Vméx para a hidrdlise do ATP e ADP em
linfécitos humanos na auséncia do inibidor. Sabe-se que a atividade catalitica méxima da
enzima é adaptada ao ambiente extracelular e requer a presenca de cétions divalentes tais como
célcio e magnésio e um pH alcalino. Na maioria dos casos os valores do Km encontram-se em
uma faixa micromolar (ZIMMERMANN, 2000). Um experimento tipico para a determinagéo
do Km esta representado de acordo com Michaelis-Menten e Lineweaver—Burk (Figura 7),
sendo que 0 Km encontrado para a hidrdlise do ADP foi de 82,5 uM e a velocidade maxima
calculada em 61 nmol de Pi/min/mg de proteina, como indicado na tabela 4. Um trabalho
anteriormente realizado sugere que a ligacdo do ADP com a enzima € significativamente mais
fragil que a ligacdo com ATP. Propde ainda que a ligacdo de ATP com o sitio ativo e favoravel,
provavelmente porque este se ajusta melhor que o ADP que possui a falta do y-fosfato
(KNOWLES et al., 1999). A diferenca encontrada nos valores de Km para a hidrdlise do ATP e
do ADP sugere uma menor afinidade da NTPDase pelo ADP como substrato, sendo que esta
diferenca é caracteristica das ectonucleotidases. Os resultados encontrados estdo de acordo com

0s parametros cinéticos encontrados em outras fontes por diversos autores (Tabela 5).
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Figura 7 — Gréafico de Lineweaver—Burk para a hidrolise de ATP (<) e ADP (#) e inset V

versus S, sem a presenca do inibidor. A hidrolise do ATP e do ADP foi
determinada usando substrato na faixa de 30-3000 pM (n=3 em triplicata).
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Tabela 4 — Pardmetros cinéticos encontrados para a NTPDase de linfocitos humanos.

Vmax
Substrato Km (uM) o 3
(nmol de Pi/min/mg de proteina)
ATP 63 38,7
ADP 82,6 61

" Todos os experimentos foram realizados em pelo menos trés vezes e os resultados foram similares. O Km foi
determinado pelo plot de Lineweaver-Burk, utilizando as velocidades iniciais obtidas nas concentragdes de
substratos na faixa de 30 a 3000uM (0,03-3mM).

Tabela 5 — Valores de Km para a NTPDase citados na literatura em diversas fontes.

Km Fonte Referéncia
31 uM para ATP Figado de porco LECLERC et al., 2000
21 uM para ADP
80 uM para ATP Sinaptosoma de cortex cerebral de rato BATTASTINI et
45 uM para ADP al., 1991
183 uM para ATP Membrana de cérebro do Zebrafish RICO et al., 2003
96,5 uM para ADP | (Danio rerio)
49 uM para ATP Trichomonas vaginalis AGUIAR MATOS ET
49 uM para ADP al., 2001.
131 uM para ATP Células de Sertoli de ratos imaturos CASALl et al., 2001
110 uM para ADP
233 uM para ATP Cultura de neurdnios de hipocampo BOECK et al., 2002
221 uM para ADP

Uma vez determinado o Km para a NTPDase de linfécitos, partiu-se para a
identificacdo do tipo de inibicdo causada pela azida orgénica. Através do plot de Lineweaver—
Burk (dados ndo mostrados), utilizando diferentes concentragdes da azida organica e
diferentes concentragdes de substrato, foi possivel estimar os valores de Km aparente e Vmax

aparente para ADP, os quais sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Efeito da azida orgénica in vitro nos parametro cinéticos da NTPDase de linfocitos
humanos para o substrato ADP.

] . Vmax
Azida Organica Km (uM) o 3
(nmol de Pi/min/mg de proteina)
0 mM 82,6 61
5mM 125,9 53,0

10 mM 2741 83,4




40

A inibicdo da hidrolise do ADP causada pela azida orgénica alterou tanto o Km quanto
0 Vméx sugerindo assim que a azida organica causaria uma inibicdo do tipo mista. A partir
dos resultados descritos na tabela 6, onde as concentragdes citadas de azida orgénica levaram
a uma inibicdo da atividade da enzima em torno de 40 a 60%, observou-se um aumento do
Km. Este aumento sugere uma menor interacdo enzimatica com o substrato, pela presenga do
inibidor. Este tipo de inibicdo ocorreria devido ao fato de que o inibidor se ligaria a sitios da
enzima que participam tanto da ligacdo do substrato quanto da catélise, sendo comum em
enzimas que atuam sobre mais de um tipo de substrato (VOET e VOET, 2004). Knowles e
cols. (1999) demonstraram que o tipo de inibicdo causada por outra azida, a azida sodica,
pode depender do pH em que ocorre a hidrolise, podendo também ser competitiva ou mista. A
azida organica parece inibir a NTPDase de forma diferente de outros inibidores, tais como o
ARL 67156, cujo padrdo de inibicdo é competitivo para NTPDasel e NTPDase3
(BRUNSCHWEIGER et al., 2008).

Um replot secundario do Lineweaver—Burk (Km aparente versus concentragdes do
inibidor) permitiu estimar o valor do Ki da azida organica para a NTPDase, conforme

indicado na figura 8.
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Figura 8 — Estimativa do Ki através de replot de Lineweaver-Burk (Km/app versus [I]). O
valor de K; é estimado onde o grafico intercepta o eixo X, sendo o eixo y=0. O

valor de K| estimado para a azida orgéanica foi 2,56 mM.

O Ki estimado para azida organica pela representacdo grafica de Dixon em relacdo a
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hidrolise de ADP foi de 2,56 mM, ou seja, 2560 uM. Alguns trabalhos enfocando outros
inibidores estdo descritos na literatura, como a inibigdo pelo gadolinio, com Ki de 3 uM e
apresentando um padrdo ndo-competitivo (ESCALADA et al., 2004), polioximetais, com Ki
de 0,140 uM (MULLER et al., 2006), suramin com Ki de 300uM (IOQBAL et al., 2005) e
ARL 67156 com Ki de 11pM, como mostrado na tabela 7.

Tabela 7 — Valores de Ki para alguns inibidores da NTPDase citados na literatura.

Ki Fonte de enzima Inibidor Referéncia
31 uM Baco bovino 8-cicloheptilS-ATP GENDRON et al., 2000
45 uM Baco bovino 8-CH2tBuS-ATP GENDRON et al., 2000
16 uM Baco bovino 8-hexilS-ATP GENDRON et al., 2000
10 uM Baco bovino 8-BuS-ATP GENDRON et al., 2000
27 uM Células de ovario ARL67156 MULLER et al., 2006
300 uM Células de ovario Suramin MULLER et al., 2006
760 uM Baco bovino Verapamil-HCI GENDRON et al., 2000b
2400 uM Baco bovino Diltiazem-HCI GENDRON et al., 2000b

O passo seguinte foi a determinagéo do IC50 para a inibicdo pela azida orgénica. O
valor estimado no plot de percentagem de atividade e de inibi¢do foi de 11,2 mM, ou seja,
11200 uM (Figura 9). Foi relatado na literatura que na presenga de um composto conhecido
como ebselen, ha uma inibicio na hidrolise de ADP com IC50 de 186 uM (FURSTENAU et
al., 2004), concentracdo bem inferior a concentracdo necesséaria de azida orgénica para inibir
50% da atividade enzimética.
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Figura 9 — Plot para determinacdo do 1C50 da azida organica. O valor estimado para IC50 foi
11,2 mM.
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O efeito do ATP extracelular nos receptores P2 é limitado pela sua degradacéo
enzimética, ou seja pela acdo de enzimas como a NTPDase. A identificacdo de novos
inibidores da NTPDase que ndo ajam diretamente sobre o receptor, faz com que estes possam
ser utilizados como drogas capazes de aumentar o tempo de vida do ATP in situ. Os efeitos
verificados pela utilizagdo da azida organica podem servir como subsidios para a sintese de

novos compostos capazes de serem utilizados na terapéutica



5 CONCLUSAO

A azida orgénica sintetizada a partir do &cido acético alterou a hidrdlise dos
nucleotideos da adenina difosfatados na superficie dos linfocitos humanos, indicando que esta
substancia poderia ser utilizada como um inibidor da NTPDase. Os padrdes cinéticos
estimados apds adicdo da azida, indicaram que a inibi¢do encontrada foi mista. A inibi¢do
ocorre somente na hidrolise do ADP, demonstrando um comportamento diferente da enzima
quanto aos substratos utilizados. Sugere-se entdo, que este inibidor seja testado em modelos
experimentais animais onde haja uma resposta imune inapropriada, como no caso de reagdes
de hipersensibilidade e doengas auto-imunes, para avaliar seu potencial terapéutico, uma vez
que nestas situacdes, devido a grande ativacdo linfocitéria, haveria uma alteracéo na atividade

desta enzima.
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