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RESUMO 

 

A NTPDase (ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) hidrolisa nucleotídeos tri 
e/ou difosfatados. É uma ectonucleotidase, identificada como antígeno de superfície de 
células linfóides, cuja maior expressão leva a um aumento das atividades de ATPase e 
ADPase nestas células. Os inibidores de ecto-nucleotidases podem representar valiosas 
ferramentas terapêuticas para amplificar os efeitos biológicos dos nucleotídeos liberados no 
meio extracelular, uma vez que estes induzem apoptose nos linfócitos, causando um estado de 
imunodepressão. Sabe-se através da literatura que azida sódica, quando utilizada em 
concentrações em torno de 20mM, produz uma significativa inibição na hidrólise de ATP e 
ADP causada por esta enzima. As azidas são componentes químicos muito usados em sínteses 
orgânicas, sendo notavelmente estáveis em ambiente biológico. Este trabalho, procurou 
determinar os efeitos inibitórios de uma azida orgânica derivada do ácido acético na hidrólise 
de ATP e ADP, ou seja, na atividade da NTPDase de linfócitos humanos. Uma vez que 
alterações na atividade e distribuição desta enzima têm sido relatadas em várias condições 
patológicas, demonstrando sua participação na ativação do linfócito, acredita-se que a 
identificação de novos compostos inibidores da enzima NTPDase venha a contribuir em 
patologias onde há necessidade de uma imunossupressão, como em alergias e doenças auto-
imunes. Após incubação dos linfócitos em meio contendo diferentes concentrações de azida 
orgânica, verificou-se uma inibição significativa na hidrólise do ADP quando utilizadas as 
concentrações de 10 e 20 mM, sendo esta de 50 e 77%, respectivamente. Não foram 
verificados efeitos inibitórios sobre a hidrólise do ATP. A azida orgânica alterou a hidrólise 
dos nucleotídeos da adenina difosfatados, indicando que esta substância poderia ser utilizada 
como um inibidor da NTPDase, cujo tipo de inibição causada seria mista. 
 
Palavras-chave: NTPDase, Inibidores enzimáticos, Azidas orgânicas. 



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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Os linfócitos humanos possuem em sua superfície a enzima NTPDase (ecto-apirase, 

ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5), responsável pela hidrólise de nucleotídeos 

extracelulares como ATP e ADP e/ou outros di ou tri fosfatados. A NTPDase é um membro 

da família E-NTPDase e foi identificada como antígeno de superfície de células linfóides 

(CD39), sendo que sua maior expressão levaria a um aumento das atividades de ATPase e 

ADPase nestas células. O ATP extracelular possui efeitos citostáticos e citotóxicos em 

algumas células tumorais, por mecanismos ainda desconhecidos. Além disso, provoca 

liberação de histamina de mastócitos e a secreção de grânulos de neutrófilos e monócitos, 

enquanto inibe a função de macrófagos e a citotoxicidade mediada por células NK 

(DOMBROWSKI et al., 1998). 

 As moléculas de superfície celulares reconhecidas pelos anticorpos monoclonais são 

chamadas “antígenos”, uma vez que podem ser produzidos anticorpos contra elas, ou 

“marcadores”, porque identificam e discriminam diferentes populações celulares. Esses 

antígenos recebem designação CD (cluster differentiation). Esta classificação dos antígenos 

tem permitido a identificação de células da resposta imune, seus tipos de resposta e funções 

efetoras. Estas moléculas promovem interações e adesão célula-a-célula e traduzem sinais que 

levam à ativação de linfócitos (ABBAS et al., 2002). O CD39 (NTPDase) foi originalmente 

identificado como marcador de ativação linfóide, expresso em linfócitos B, linfócitos T 

citotóxicos, células NK e células endoteliais (KANSAS et al., 1991). 

 A atividade da NTPDase associada ao CD39 está envolvida na rejeição de enxertos 

(ROBSON et al., 1996), na injúria esquêmica (CANDINAS et al., 1996), em perturbações 

oxidativas, servindo como mediadora extracelular na produção de citocinas em diversas 

respostas inflamatórias (ROBSON et al., 1997).  

 Através da determinação da atividade da NTPDase em linfócitos de pacientes 

imunodeprimidos, verificou-se um aumento em sua atividade, acompanhada por uma maior 

expressão de CD39 na superfície destas células (LEAL et al., 2005a), sugerindo um 

importante desempenho desta enzima no controle da função dos linfócitos. A atividade da 

NTPDase parece ser importante para a manutenção da resposta imune, mantendo 

concentrações adequadas de ATP extracelular, pois ele é essencial para certas funções 

imunológicas, mas também pode se tornar prejudicial quando induz apoptose nos linfócitos, 

aumentando o estado de imunodepressão. 
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 Uma vez que alterações na atividade e distribuição desta enzima têm sido relatadas em 

várias condições patológicas, demonstrando sua participação na ativação do linfócito, 

acredita-se que a identificação de novos compostos inibidores da enzima NTPDase venha a 

contribuir em patologias onde há necessidade de uma imunossupressão, como em alergias e 

doenças auto-imunes. 

 Este trabalho teve como objetivo geral identificar novos inibidores da NTPDase. 

Especificamente, procurou-se verificar possíveis efeitos inibitórios de uma azida orgânica, 

sintetizada a partir do ácido acético, na atividade da NTPDase presente na superfície de 

linfócitos humanos normais e avaliar os parâmetros cinéticos da enzima frente a esse inibidor. 



2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 NUCLEOTÍDEOS E SUA FUNÇÃO IMUNE 

 

 Os nucleotídeos e os nucleosídeos são importantes moléculas biológicas envolvidas 

em muitos processos biológicos (ANDERSON et al., 1997; ZIMMERMANN, 1999; 

ROBSON et al., 2006). Os nucleotídeos modulam várias funções teciduais, como o fluxo 

sangüíneo, produção de secreções, indução de inflamação e indução de reações imunes. 

Influenciam nos processos que afetam o metabolismo celular, na adesão, na ativação e na 

migração celular (LUTHJE, 1989). Dependendo do subtipo de receptores celulares ativados, 

eles podem disparar e mediar processos que afetam o metabolismo celular, os mecanismos de 

ativação, a migração e a adesão celular. Além disso, podem estar envolvidos em mecanismos 

de proteção celular, incluindo a proliferação celular, a diferenciação e a apoptose, os quais 

ocorrem na aterosclerose, nas doenças neurodegenerativas e em várias doenças inflamatórias 

(ROBSON et al., 2006). 

 O ATP extracelular e seus metabólitos são reconhecidos por receptores purinérgicos 

presentes na superfície de diversas células (Figura 1). Existem duas famílias desses receptores 

– P1 e P2 – cujos membros são ativados pela adenosina e por ATP e ADP, respectivamente 

(BURNSTOCK, 2007). 

 Os nucleotídeos extracelulares, tais como ATP, ADP, UTP, UDP podem atuar como 

ativadores/agonistas em uma variedade de receptores de nucleotídeos (receptores P2), 

receptores P2 purínicos e ou receptores P2 pirimidínicos (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998). 

A ativação dos receptores P2 é controlada por ecto-nucleotidases (NTPDases) 

(ZIMMERMANN, 2000). Os nucleotídeos liberados do citoplasma de vários tipos de células, 

antes de serem hidrolisados por ectonucleotidases, devem interagir com receptores específicos 

da membrana plasmática, os purinoreceptores P2 (DI VIRGILIO et al., 2001; KUNAPULI et 

al., 2003). 

 As ações da adenosina são mediadas pela ativação de quatro subtipos de receptores 

conhecidos (A1, A2A, A2B e A3), pertencentes à família P1 de receptores purinérgicos que, 

por sua vez, são membros de uma superfamília de receptores compostos por sete regiões 

transmembrana e acoplados à proteína G (FREDHOLM et al., 1994). Esses receptores se 

caracterizam por apresentarem distribuição tecidual e perfil farmacológico bastante peculiar, 

sendo capazes de participar das respostas imune e inflamatória em tecidos lesados, 
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desempenhando um papel crucial nos efeitos benéficos induzidos pela adenosina, 

principalmente em casos de exarcebação dessas respostas (JACOBSON e GAO, 2006).  

 Os receptores A2 funcionam como se fossem sensores de atividade pró-inflamatória e 

agem como bloqueadores do excesso de resposta imune. A ligação da adenosina aos 

receptores A2A e A2B (acoplados a proteína G- família Gs) leva ao aumento dos níveis de 

AMP cíclico (AMPc) intracelular pela ativação da enzima adenilato ciclase, inibindo a 

atividade imune da célula (RASKOVALOVA et al., 2005). O receptor A2A possui alta 

afinidade por adenosina, ao contrário do receptor de baixa afinidade A2B, o que leva a crer 

que eles podem ser recrutados sequencialmente, dependendo do acúmulo de adenosina no 

meio. Isso pode permitir um incremento gradual do sinal inibitório, permitindo, também, sob 

algumas circunstâncias, uma inibição parcial da resposta imune sem interromper totalmente, 

por exemplo, o processo de destruição de um patógeno (SITKOVSKY e OHTA, 2005). Esse 

efeito regulador se dá principalmente pela inibição da produção de IFN-γ, IL-12 e TNF-α 

(LAPPAS et al., 2005; HASKO et al., 2000; KRECKLER et al., 2006) e aumento da produção 

de IL-10 (PANTHER et al., 2003) por células envolvidas na resposta imune.  

 A sinalização da adenosina via acoplamento dos receptores A2A e A2B com a 

proteína Gs é contrabalanceada pela sinalização resultante do acoplamento dos receptores A1 

e A3 com a proteína Gi, o que inibe a adenilato ciclase e leva a altos níveis de AMPc, 

garantindo outro nível de controle para prevenir, por exemplo, a inibição 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 migratória de células dendríticas pela inibição da expressão 

de moléculas envolvidas nesse processo, com a CCR5 e CCL19, sem afetar a maturação 

dessas células (HOFER et al., 2003). 

 Os receptores P2 se dividem, com base na estrutura molecular e nos mecanismos de 

transmissão de sinais, em duas subfamílias: P2X, associados a canais iônicos e P2Y, 

receptores de sete domínios transmembrana, acoplados à proteína G. Atualmente, sete 

subtipos de receptores P2X e oito P2Y são conhecidos, incluindo receptores que são sensíveis 

tanto a purinas quanto a pirimidinas (NORTH, 2002; RALEVIC e BURSTOCK, 1998).  

 A ativação dos diferentes tipos desses receptores dá início as vias de sinalização que 

levam à regulação da ativação de fatores de transcrição tais como: fator nuclear κB (NF-κB), 

proteína ativadora 1 (AP-1), fator nuclear de células T ativadas (NFAT), cujos efeitos estão 

relacionados com a produção de várias citocinas por células do sistema imune 

(ARMSTRONG et al., 2007). 
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 Os receptores P2X servem como mediadores nas mudanças de permeabilidade de 

cátions mono e divalentes (BRAKE et al., 1994). O sinal de transdução ocorre via influxo de 

Na+ e Ca2+ e efluxo de K+, causando despolarização da membrana e um aumento de cálcio 

citoplasmático (CHEN et al., 1995; DI VIRGILIO et al., 2001). Sua ativação 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 não outros nucleosídeos-5-trifosfatados causam um aumento abrupto dos 

níveis citoplasmáticos de cálcio dentro da célula suscetível, seguido por condensação do 

citoplasma, tumefação celular, segmentação nuclear e fragmentação do DNA, culminando 

finalmente na apoptose (ZHENG et al., 1991). O aumento da concentração de cálcio 

citoplasmático nas células suscetíveis serve como um sinal precoce do início de apoptose 

(ORRENIUS et al., 1989). O tratamento de células com ATP causa alterações necróticas 

típicas tais como a tumefação celular e a vacuolização do citoplasma. O núcleo das células 

tratadas com ATP, entretanto revelou alterações apoptóticas como condensação da cromatina 

e marginalização (FERRARI et al., 1999). 

 O papel dos nucleotídeos extracelulares como moléculas sinalizadoras em diversos 

tecidos, incluindo o sistema imune, está 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 ativação, proliferação/citotoxicidade celular, desenvolvimento e funções 

efetoras dos linfócitos (DI VIRGILIO et al., 2000). O ADP não apresenta um papel definido 

nessas células (DOMBROWSKI et al., 1998), porém é um importante promotor da agregação 

plaquetária, enquanto que adenosina é um potente inibidor deste processo. O ADP em adição 

ao ATP também é importante no transporte de cloretos, na vasodilatação, na contração 

muscular, nas doenças cartilaginosas e na função renal (BURNSTOCK et al., 2004). 

 O ATP permanece estocado nas vesículas sinápticas juntamente com outros 

transmissores. Após a estimulação nervosa esta molécula é liberada na fenda sináptica 

(TODOROV et al., 1997). Além disso, o ATP realiza uma estimulação de células não neurais 

por mecanismo parócrino (HARDEN et al., 1999). 

 A hidrólise do ATP é controlada pela enzima NTPDase, a qual executa um importante 

papel em algumas funções dos linfócitos, como reconhecimento e/ou ativação das células T 

citotóxicas frente a um estímulo antigênico (FILLIPINI et al., 1990). Demonstrou-se que a 

secreção de importantes citocinas linfocitárias mediada pelo ATP extracelular, é dependente 

da hidrólise desse nucleotídeo (LANGSTON et al., 2003). 

 Os nucleotídeos extracelulares possuem importantes papéis como moléculas 
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sinalizadoras, os quais foram bem estabelecidos em diversos tecidos, incluindo o sistema 

cardiovascular, no qual medeiam os efeitos inflamatórios e antiinflamatórios (YEGUTKIN et 

al., 2002). 

 O ATP quando secretado para o meio extracelular por linfócitos é capaz de mediar a 

resposta imune (IVANENKOV et al., 2005), uma vez que induz a secreção de importantes 

mediadores tais como interferon-γ e IL-2 por parte dos linfócitos T (DI VIRGILIO et al., 

2001; LANGSTON et al., 2003). Além de modular os processos de ativação, diferenciação, 

desenvolvimento e respostas efetoras dos linfócitos, dependendo das concentrações 

extracelulares, ainda é capaz de induzir dois efeitos antagônicos como a proliferação celular, 

quando em baixas concentrações, e a morte celular, quando em altas concentrações (DI 

VIRGILIO et al., 2000). 

 Entretanto, esse nucleotídeo é um importante estimulante da agregação plaquetária 

(KEUREN et al., 2007), ativando e recrutando-as para o sítio da injúria tecidual (MARCUS et 

al., 2003). Sabe-se que as plaquetas, quando ativadas, secretam o conteúdo de suas vesículas, 

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 condições 

fisiológicas, os nucleotídeos estão presentes no meio extracelular em baixas concentrações, 

normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até quantidades micromolares em 

determinadas situações. Estas quantidades são influenciadas por vários fatores, tais como a 

sua secreção, a lise celular, o efeito da diluição no espaço extracelular e a ação catalítica de 

enzimas do tipo E-NTPDases (ectonucleotidases) (DI VIRGILIO et al., 2001b). 

 Os nucleotídeos extracelulares funcionam como sinalizadores moleculares em uma 

grande variedade de funções fisiológicas tais como coagulação sangüínea, inflamação, 

reações imunes, contração muscular lisa, e de proliferação celular (por exemplo, no 

desenvolvimento embrionário e câncer) (ROBSON et al., 2006). 
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Figura 1 – Interação de ATP e NAD extracelular e seus metabólitos em  diferentes  receptores 

na superfície da célula (adaptado de HAAG et al., 2006). 

 

2.2 ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTÍDEOS 

 

 As enzimas que hidrolisam nucleotídeos extracelulares são conhecidas como ecto-

nucleotidases, pois estão ancoradas à superfície celular e possuem o seu sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular (ZIMMERMANN, 2000). As ecto-nucleotidases podem ser 

classificadas como família das E-NTPDases (ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases), 

família E-NPP (ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase), fosfatases alcalinas e ecto-5’-

nucleotidase, sendo amplamente distribuídas nos tecidos (ZIMMERMANN, 2000). Além das 

enzimas citadas, existe a enzima ADA (adenosina deaminase), a qual é também uma 

importante enzima de cadeia de purinas, responsável pela deaminação da adenosina formando 

inosina (Figura 2). Ela apresenta uma localização citosólica, mas pode também estar 

localizada na superfície da membrana celular, como uma ectoenzima (YEGUTKIN, 2008). 
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Figura 2 – Inativação de purinas na superfície celular (YEGUTKIN, 2008). 

 

2.2.1 Família E-NTPDase 

 

 Nos mamíferos foram clonados e caracterizados funcionalmente oito membros desta 

família. Nem todos os membros desta família são ectoenzimas, pois além da sua localização 

extracelular, podem ser encontradas no Complexo de Golgi e retículo endoplasmático. As 

enzimas que fazem parte desta família possuem domínios de seqüência altamente 

conservados, que são conhecidos como “regiões conservadoras da apirase” (ACRs) sendo 

estas relevantes para a atividade catalítica (HANDA e GUIDOTTI, 1996). 

 A família das NTPDases é sintetizada pelos genes ENTPD. Quatro das NTPDases, 

estão localizadas na superfície das células, com um sítio catalítico extracelular (NTPDase1, 2, 

3 e 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam localização intracelular e NTPDase 4 e 7 são enzimas 

intracelulares cujos centros ativos estão direcionados para o lúmem das organelas 

citoplasmáticas (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006). 

 A análise das seqüências de todas as NTPDases mostra a existência das “regiões 

conservadas da apirase” (ACR), as quais estão envolvidas na formação do sítio catalítico da 

enzima, para que ocorra a hidrólise dos nucleotídeos tri e difosfato (ZIMMERMAN, 2001; 

SÉVIGNY et al., 2002; ROBSON et al., 2006). 

 Os subtipos da NTPDase, diferem quanto a sua localização e função (Figura 3). As 

formas NTPDase 1, 2, 3, 8, são diferenciadas de acordo com a preferência pelo substrato 

sendo dependentes de íons cálcio ou magnésio, para realizarem sua atividade máxima 

(ZIMMERMANN, 2001). A NTPDase1, hidrolisa tanto ATP como ADP, aproximadamente 

na mesma proporção; NTPDase3 e 8, preferem mais o ATP do que o ADP como substrato, 

mas a NTPDase2 apresenta uma alta preferência pelo ATP, sendo classificada como uma 
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ecto-ATPase (KUKULSKI et al., 2004; ROBSON et al., 2006). Vários tipos de substâncias 

químicas tem sido relatados como inibidores de diferentes tipos de ATPases. A azida sódica 

em altas concentrações (20mM) tem demonstrado inibição significativa sobre a NTPDase 

(SARKIS et al., 1995). 

 

 
Figura 3 – Topografia   e   propriedades   catalíticas   de   membros   da   família   E-NTPDase 

(ZIMMERMANN, 2000). 

 

2.2.1.1 NTPDase1 (EC 3.6.1.5), NTPDase2 e NTPDase3 

 
 A NTPDase1 (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 

pâncreas suíno (LEBEL et al., 1980), entre outros. A atividade da NTPDase1 foi demonstrada 

também no endotélio vascular, em células da musculatura lisa, no pâncreas, nas células 

dendríticas, bem como em células sanguíneas como linfócitos, plaquetas de humanos e ratos, 

e plasma (FRASSETO et al., 1993; SARKIS et al., 1995; PILLA et al., 1996; 

ZIMMERMANN, 2001; YEGUTKIN, 2008).  

 A NTPDase1 (CD39) hidrolisa nucleotídeos tri e/ou difosfatados, possui uma 

atividade catalítica máxima adaptada ao ambiente extracelular, necessitando da presença de 

cátions divalentes tais como cálcio e magnésio e de um pH alcalino. O CD39 é uma 

glicoproteína localizada na membrana plasmática celular, com seis locais de glicosilação e 
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com dois domínios transmembrana, um N-terminal e um C-terminal, sendo que seus sítios 

catalíticos localizam-se do lado de fora da membrana (CHEN e GUIDOTTI, 2001). Na 

presença obrigatória de cátions divalentes como Ca2+/Mg2+, 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 estão em faixas micromolares. Na sua 

topografia na membrana possui um domínio transmembrana com regiões amino e 

carboxiterminais. Estas características também são comuns às enzimas NTPDase2 e 

NTPDase3 (ZIMMERMANN, 2001).  

 A NTPDase1 e a NTPDase2 estão presentes em uma grande variedade de tecidos, 

incluindo coração, placenta, pulmão, fígado, musculatura esquelética, timo, rim, pâncreas, 

testículos, ovários, próstata, cólon e cérebro (ZIMMERMANN e BRAUN, 1999). 

 Altos níveis de atividade de ATPase estão associados com a vasculatura (endotélio, 

músculo liso e cardíaco), linfócitos e plaquetas (PLESNER, 1995). Também a NTPDase1 já 

foi caracterizada em células do sistema imune como linfócitos (LEAL et al., 2005) e plaquetas 

(PILLA et al., 1996). A NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) possui umas forte preferência 

pelo ATP com taxas moleculares de ATP/ADP de 1:0,03 ou menos (MATEO et al., 1999). É 

particularmente associada com o sistema nervoso central e periférico e a enzima quando 

presente no sistema vascular pode regular ou inibir a agregação plaquetária induzida pelo 

ADP ou ATP (YEGUTKIN, 2008). A NTPDase3 (CDL3, HB6) é um intermediário 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 às das enzimas anteriormente citadas, apresentando duas 

formas: uma forma está localizada no aparato de Golgi (UDPase) (WANG e GUIDOTTI, 

1998) e uma forma lissosomal está localizada nos vacúolos de UDPase, hidrolisando UDP e 

outros nucleosídeos di e tri-fosfatados, não 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 preferência por nucleosídeos 5’-difosfatados, especialmente UDP (MULERO et 
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al., 1999). Uma suposta NTPDase6 (CD39L2), que ainda não foi funcionalmente 

caracterizada, está situada no Aparato de Golgi e em uma pequena extensão na membrana 

plasmática (ZIMMERMANN, 2001). 

 
2.2.1.4 NTPDase7 e NTPDase8 
 

 A NTPDase7 (LALP1) foi clonada em humanos e ratos (SHI et al., 2001) e possui 

localização intracelular, sendo classificada como endo-apirase, com preferência pelos 

substratos UTP, GTP e CTP. Bigonnesse e cols. (2004) clonaram e caracterizaram a 

NTPDase8 em ratos, a qual parece regular os níveis de nucleotídeos extracelulares de maneira 

distinta de outras ectonucleotidases. A NTPDase8 mostrou ainda grande expressão no fígado com 

níveis menores da enzima detectados nos rins e jejuno. A enzima também demonstrou 

envolvimento na regulação da secreção da bile (YEGUTKIN, 2008). 

 
2.2.2 Família E-NPP 

 

 Estas enzimas possuem ampla distribuição tecidual e revelam atividade de 

fosfodiesterase e pirofosfatase as quais são propriedades da mesma molécula enzimática. São 

capazes de hidrolisar 3’, 5’-cAMP a AMP, ATP a AMP e ADP a AMP e Pi ou NAD+ a AMP 

e nicotinamida mononucleotídeo. A hidrólise ocorre tanto com nucleotídeos purínicos quanto 

pirimidínicos (ZIMMERMANN, 2000; GODING et al., 2003). Há evidências que indicam 

que esta família pode modular a sinalização mediada por receptores P2 (PICHER e 

BOUCHER, 2000). 

 A família das E-NPPs inclui 7 membros (NPP1-7) envolvidos numa grande variedade 

de atividades biológicas, que incluem: a formação dos ossos, a motilidade celular, as 

metástases tumorais e a resistência à insulina em diabetes tipo II (GODING et al., 2003; 

STEFAN et al., 2006). As NPPs1-3 estão envolvidas na hidrólise de nucleotídeos e as NPPs 

6-7 hidrolisam ligações fosfodiéster em fosfolipídeos e fosfoéster de colina. Notavelmente, a 

NPP-2 hidrolisa tanto fosfolipídeos quanto nucleotídeos (STEFAN et al., 2006). Relata-se 

também a existência das NPPs 4 e 5, porém pouco se sabe sobre sua atividade catalítica 

(GODING et al., 2003). 

 

2.2.3 Fosfatases alcalinas  

 

 Estas enzimas representam uma família de ecto-fosfomonoesterases não-específicas 
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que degradam não somente nucleosídeos 5’-tri, di monofosfatados, mas também liberam 

fosfato inorgânico de uma variedade de compostos orgânicos, incluindo proteínas (WHYTE, 

1996) e são similares a ecto-5’-nucleotidase, pois são ancoradas na membrana plasmática via 

GPI, possuindo formas solúveis 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 

proteína de superfície CD73 (CHRISTENSEN, 1997), que representa um marcador de 

maturação de linfócitos B e linfócitos T. Uma forma solúvel desta enzima também já foi 

descrita. A enzima hidrolisa nucleosídeos 5’-monofosfatados ao seu respectivo nucleosídeo e 

Pi, sendo a principal responsável pela formação de adenosina extracelular, a partir de 

nucleotídeos 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 linfócitos pode ter um importante papel na regulação do sistema 

imune humano. Uma atividade diminuída em linfócitos B foi observada em pacientes com 

deficiência primária de imunoglobulinas (EDWARDS et al., 1978; CHRISTENSEN et al., 

1996) e em casos de leucemia linfocítica crônica de células B (ROSI et al., 2002). Os 

receptores de adenosina são expressos numa variedade de tecidos e tipos celulares, incluindo 

linfócitos, e servem como mediadores muito importantes para respostas fisiológicas, como 

débito cardíaco e contratilidade, neurotransmissão, função renal, vasodilatação da 

musculatura lisa, agregação plaquetária e geração de ânion superóxido (ROSI et al., 2002). 

 

2.3 FUNÇÕES DA NTPDase NAS CÉLULAS LINFÓIDES 

 

 As células T desempenham várias funções imunes que podem ser divididas em duas 

categorias chamadas de reguladora e de efetora. As funções reguladoras são realizadas por 

células T auxiliares (CD4+) as quais produzem importantes linfocinas. O linfócito Th1 é 

responsável pela produção de IL-2, que atua na ativação de células TCD4+ e TCD8+, e INF-, 

o qual ativa macrófagos. Os linfócitos Th2 são responsáveis pela produção de IL-4 e IL-5, as 

quais induzem nas células B à produção de anticorpos (imunoglobulinas), além de IL-6 e IL-

10. As funções efetoras são desempenhadas por células TCD8+ ativadas que eliminam as 

células infectadas por vírus, células tumorais e enxertos (LANGSTON et al., 2003; ZAGO, 

2004). 
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 As células B desempenham duas funções importantes: a primeira é que quando 

ativadas por linfócitos T auxiliares diferenciam-se em plasmócitos secretores de anticorpos; a 

segunda, é que atuam também como células apresentadoras de antígenos (APCs) a exemplo 

de macrófagos, células dendríticas do baço e células de Langerhans da pele, que são 

responsáveis pela apresentação de antígenos aos linfócitos T auxiliares (LEVINSON et al., 

1998; ZAGO et al., 2004). 

 A NTPDase1 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 antígeno de superfície CD39 das células linfóides, cuja maior expressão levaria ao 

aumento nas atividades de ATPase e ADPase nestas células. O CD39 tem sido reconhecido 

como um marcador de ativação de linfócitos T (KANSAS et al., 1991; ZEBISCH et al., 

2007), e também como capaz de gerar sinais que amplificam interações célula-célula 

(MALISZEWSKI et al., 1994; KACSMAREK et al., 1996).  

 A NTPDase possui importante desempenho no controle da função linfocitária, isto 

inclui o reconhecimento do antígeno e/ou ativação de funções efetoras das células T-

citotóxicas (FILIPPINI et al., 1990).  

 Alterações na atividade e distribuição desta enzima têm sido relatadas em várias 

condições patológicas (BONAN et al., 2001; KITTEL et al., 2002; LUNKES et al., 2003; 

ARAÚJO et al., 2005), como diabetes e hipertensão (LUNKES et al.,2003), insuficiência 

renal crônica (SILVA et al., 2005), hipercolesterolemia (DUARTE et al.,2007) em câncer de 

mama (ARAUJO et al., 2005) e em processo infeccioso pelo HIV (LEAL et al., 2005).  

 Leal e cols. (2005a), sugerem que nucleotídeos extracelulares e seu metabolismo 

podem estar envolvidos na resposta imune na infecção pelo vírus HIV, onde propõem que 

durante a infecção crônica por este vírus haveria um aumento de ATP extracelular devido a 

apoptose dos linfócitos onde a hidrólise deste nucleotídeo pela NTPDase1 seria de grande 

importância. 

 A alteração da atividade em linfócitos de pacientes com ALL e B-CLL evidencia que 

NTPDase pode ter um importante papel na modulação destas doenças, via hidrólise de ATP e 

ADP (SCHETINGER et al., 2008). Vuaden e cols. (2007), demonstraram uma alteração na 

atividade das nucleotidases de linfócitos e soros de ratos na presença de lipopolissacarídeos. 

O autor sugere que as mudanças na atividade da enzima ajam na regulação dos nucleosídeos e 

nucleotídeos extracelulares, sendo capaz de iniciar o processo inflamatório. 

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

resposta imune do HIV. Os resultados indicaram claramente um aumento na atividade da 
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NTPDase1 em linfócitos de pacientes HIV positivos, confirmados por um acentuado aumento 

da expressão de CD39 na superfície destas células. 

 

2.4 INIBIÇÃO DA NTPDase  

 

 O fluxo metabólico, através das diversas vias pode ser alterado por inibidores, 

moduladores e agentes que seqüestram componentes destas (CRAIG, 1992; SANCHEZ et al., 

1992). Genericamente, um inibidor pode ser definido como um composto que diminui a 

velocidade de hidrólise de um determinado substrato (SALVESEN e NAGASE, 1989).  

 Apesar das diferenças estruturais, muitos inibidores interagem com suas enzimas alvo 

de acordo com um mecanismo padrão, composto por etapas como a ligação do sítio ativo da 

proteinase alvo ao sítio reativo da superfície do inibidor e a quebra de uma ligação peptídica 

dentro do sítio reativo do inibidor para formar o inibidor modificado (TRAVIS e 

SALVESEN, 1983). As regiões dos inibidores complementares aos sítios ativos das enzimas 

apresentam-se como um pseudo-substrato (HARPEL, 1987). No caso dos inibidores que 

obedecem a um mecanismo padrão, a hidrólise da ligação peptídica do sítio ativo não se 

processa completamente, e um equilíbrio é estabelecido entre a forma do inibidor com a 

ligação peptídica intacta (TRAVIS e SALVESEN, 1983). 

 Há duas grandes classes de inibidores enzimáticos: reversíveis e irreversíveis. Um tipo 

comum de inibição reversível é chamado de competitiva, onde um inibidor compete com o 

substrato pelo sítio ativo da enzima. Enquanto o inibidor ocupa o sítio ativo, ele impede a 

ligação do substrato à enzima. Muitos inibidores competitivos são compostos que se 

assemelham com o substrato e combinam com a enzima para formar um complexo enzima-

substrato, mas sem levar à catálise. Mesmo combinações transitórias desse tipo reduzirão a 

eficiência da enzima. Levando em consideração a geometria molecular dos inibidores que se 

assemelham ao substrato, podemos chegar a conclusões sobre que partes do substrato normal 

se ligam a enzima. Pelo fato do receptor se ligar reversivelmente à enzima, a competição pode 

ser inclinada a favorecer o substrato, simplesmente adicionando-se mais substrato 

(LEHNINGER, 2004). 

 Dois outros tipos de inibição reversível, incompetitiva e mista, embora freqüentemente 

definidos em termos de enzima que age sobre somente um substrato, são na prática 

observados apenas com enzimas tendo dois ou mais substratos. Um inibidor incompetitivo 

liga-se a um sítio distinto do sítio ativo do substrato e ao contrário do inibidor competitivo, 

liga-se apenas no complexo enzima-substrato. Um inibidor misto também se liga a um sítio 



 28

distinto do sítio ativo do substrato, mas ele se liga tanto à enzima quanto ao complexo 

enzima-substrato. O uso de um dos produtos de reação como um inibidor é freqüentemente e 

particularmente informativo. Se apenas um dos dois produtos de reação estiver presente, a 

reação reversa não se realiza (VOET, 2004). 

 Na inibição irreversível os inibidores se ligam de forma covalente ou destroem o 

grupo funcional de uma enzima que é essencial para sua atividade. Há também aqueles que 

formam uma associação não-covalente particularmente estável. A formação de uma ligação 

covalente entre um inibidor irreversível e uma enzima é comum (VOET, 2006). 

 Uma classe especial de inibidores irreversíveis é a dos inativadores suicidas. Esses 

compostos são relativamente não reativos até o momento em que se ligam ao sítio ativo de 

uma enzima específica, sendo com isso convertido a um composto muito reativo que se 

combina de forma irreversível com a enzima. Esses compostos são chamados também de 

inativadores com base no mecanismo, porque eles seqüestram o mecanismo de reação normal 

da enzima para inativá-la (LEHNINGER, 2004). 

 A inibição de uma ecto-nucleotidase pode resultar em uma potencialização da 

sinalização, 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'- ácido dissulfônico (PPADS) e azul reativo 2 

(ZIMMERMANN, 2001). 

 As ecto-ATPDases quebram nucleotídeos tri e difosfatos, enquanto as ecto-ATPases 

quebram apenas nucleotídeos trifosfato (PLESNER, 1995). Ambas são inibidas por Triton X-

100, e são diferenciadas entre si pela inibição por azida, uma vez que apenas as ecto-

ATPDases são inibidas por azida em concentrações de 10-20 mM (PLESNER, 1995). O 

fluoreto de alumínio tem alta afinidade pelos sítios ligantes de nucleotídeos das ATPases, 

sendo um análogo do fosfato γ do ATP (CRUZ, 2006). As ATPases podem ser inibidas por 

alguns efetores como o vanadato, azida, alumínio, flúor e triton (PINHEIRO, 2001). Já as 

ecto-ATPases solúveis não sofrem alterações visíveis, quando se acrescenta Triton X-100 

(SHPETNER et al., 1988; SMITH et al., 1998).  

 Analisando-se as regiões conservadas da apirase (HANDA e GUIDOTTI, 1996) pode-

se verificar a presença de arginina e ácidos glutâmico e aspártico. Smith e Kirley (1999) 

mostraram que uma mutação no ácido aspártico 219 da região conservada IV (ACR IV) da 

apirase, reduz a atividade enzimática em mais de 90%, indicando que esses grupos são 

críticos para a hidrólise do substrato. 

 As NTPDases são caracterizadas por sua insensibilidade a inibidores específicos do 
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tipo P, tipo V e tipo F e também por apresentarem maior atividade enzimática em pH alcalino 

(KEGEL et al., 1997; SCHETINGER et al., 2001). 

 

2.4.1 Azida sódica como inibidora da NTPDase 

 

 As azidas são muito usadas em sínteses orgânicas (SCRIVEM e TURNBULL, 1988) e 

são notavelmente estáveis em ambiente biológico. Por exemplo, servem como protetores 

ortogonais de grupos in vivo (PRESCHER et al., 2004) e componentes de fármacos como no 

antiretroviral AZT (PAN-ZHOU et al., 1998). Não foram relatadas como inibidores de 

proteases, mas segundo Le e cols. (2006), resultados preliminares sugerem que o grupo 

azidometileno pode ser usado para produzir potente inibição não somente em enzimas como a 

caspase-1, mas também em outras proteases de cisteína. 

 A azida sódica é um útil reagente de prova, mutagênico e preservativo. Em hospitais e 

laboratórios, é um biocida; e é especialmente importante em reagentes em escala soluções 

estoque os quais devem impedir o crescimento bacteriano onde a azida de sódio atua como 

um bacteriostático por inibir a citocromo oxidase em bactérias Gram-negativas; bactérias 

Gram-positivas (estreptococos, pneumococos, lactobacilos) são resistentes à azida 

(LICHSTEIN et al., 1943). Pode ser destruída por tratamento com solução ácida de nitrito de 

sódio (ASHER et al., 1990). 

 É um conhecido inibidor da ATPase mitocondrial (PULLMAN et al., 1960). Ao 

contrário da energia de acoplamento dos inibidores, por exemplo, oligomicina e 

diciclohexilcarbodiamida, que inibem somente a membrana mitocondrial, a azida inibe tanto 

FoF1 quanto F1 solúvel, indicando que o sítio de inibição da azida é F1 (VASILYEVA et al., 

1982; HYNDMAN et al., 1994). 

 Em um estudo realizado, utilizando azida em células hepáticas de ratos, verificou-se 

que a atividade enzimática foi capaz de hidrolizar nucleosídeos trifosfatados, com exceção do 

ATP, bem como vários outros nucleosídeos difisfatados (ERNSTER et al., 1962). As 

ATPases em vasos umbilicais humanos (YAGI et al., 1995), placenta humana 

(CHRISTOFORIDIS et al. 1995) e fígado de galinha (STROBEL et al., 1993) foram inibidas 

por azidas em diferentes concentrações (10-20mM).  

 As E-ATPases que se caracterizam por ter orientação extracelular pela ativação de 

Mg2+ e Ca2+, têm insensibilidade aos inibidores específicos da ATPases, do tipo F, P, e V 

(PLESNER, 1995; PLESNER et al., 1997). Assim, a sensibilidade à inibição da azida tem 

sido geralmente considerada como um importante critério para distinguir as ecto-ATPDases 



 30

de ecto-ATPases, o que pode ter diferentes papéis nas respostas fisiológicas dos diferentes 

tecidos que possuem nucleotídeos extracelulares (BEAUDOIN et al., 1996; PLESNER, 1995; 

PLESNER et al., 1997). A azida sódica é relatada na literatura como inibidor de NTPDases 

(SCHETINGER et al., 2001, MATTOS et al., 2001), inibindo a hidrólise de ATP e ADP 

paralelamente na concentração de 20 mM (LEAL et al., 2005). 



3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 REAGENTES UTILIZADOS  
 

 Comassie blue 

 Verde de malaquita 

 Tampão hemolítico 

 Sistema pH 8,0 (Tris HCl) 

 ATP (Sigma) 

 ADP (Sigma) 

 Azida Orgânica 

 Salina 0,9% 
 

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS  
 

 Espectrofotômetro 

 Freezer a -20°C 

 Centrífuga de mesa 

 Banho a 37ºC 

 Vórtex 

 Vidrarias 

 Homogeinizador  

 Pipetas automáticas  
 

3.3 OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 
 

 As amostras de sangue total colhidas com EDTA de pacientes ambulatoriais do 

Hospital Universitário de Santa Maria foram provenientes de material de descarte do 

Laboratório de Análises Clínicas deste hospital. Para cada experimento foram usadas três 

amostras. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 
 

3.4 OBTENÇÃO DAS AZIDAS 

 

 As amostras de azidas orgânica (C3H3N3O) foram sintetizadas pela primeira vez no 
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laboratório de Síntese Orgânica do Centro Universitário Franciscano (UNIFRA) e 

disponibilizadas pelo professor Dr. Oscar Endrigo Dorneles Rodrigues. 

 

 
Figura 4 – Estrutura Química da Azida Orgânica sintetizada à partir do ácido acético (C3H3N3O). 

 

3.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA NTPDase 

 

3.5.1 Isolamento de células mononucleadas das amostras 

 

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

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

(1968). A amostra é diluída em salina em proporções iguais, colocada lentamente com pipeta 

de Pasteur sobre o Ficoll-Hystopaque em tubo cônico. O tubo é então submetido a 

centrifugação e após 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 presença de plaquetas.  

 

 
Figura 5 – Técnica de separação de linfócitos por gradiente de densidade (BÖYUM, 1968). 
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3.5.2 Determinação de proteína 

 

 A concentração de proteína utilizada no cálculo de atividade enzimática foi 

determinada pelo o método de Comassie Blue, usando albumina bovina como padrão 

(BRADFORD, 1976). 

 

3.5.3 Hidrólise de ATP e ADP  

 

 Após isolamento das células mononucleares e determinação da concentração de 

proteína, ajustou-se esta concentração de forma que a mesma ficasse na faixa de 2 a 4 µg por 

tubo (concentração final após incubação). Procedeu-se então uma incubação prévia de 10 

minutos a 37°C e depois uma incubação com 2mM de substrato somente com as amostras e o 

meio de reação. A hidrólise dos nucleotídeos foi determinada, pela medida de fosfato 

inorgânico liberado na reação usando o método colorimétrico proposto por Chan e cols. 

(1986) e padronizado em linfócitos normais por Leal e cols. (2005). O meio de reação 

continha 0,5 mM de CaCl2, 120mM de NaCl, 5mM de KCl, 60mM de glicose e 50 mM de 

Tris-HCl, em pH de 8,0 em um volume final de 200µl. A azida orgânica quando utilizada para 

verificação de inibição, foi adicionada ao meio de reação em diferentes concentrações, (1mM, 

5mM, 10mM e 20mM), em um volume final de 200µl. As amostras foram incubadas em 

banho a 37°C por 70 minutos. Após foi usado TCA 10% com a finalidade de parar a reação e 

as amostras foram resfriadas por 10 minutos antes da análise da liberação do fosfato 

inorgânico (Pi) usando Verde de Malaquita como reagente colorimétrico e KH2PO4 como 

padrão em espectrofotômetro numa faixa de leitura de 630nm. As amostras foram analisadas 

em triplicatas para avaliar a atividade específica em nmol de Pi/min/mg de proteína. 

 

3.6 ESTIMATIVA DO IC50 E PARÂMETROS CINÉTICOS 

 

 A constante de Michaelis (Km) foi determinada pelo plot de Lineweaver-Burk, 

utilizando as velocidades iniciais obtidas nas concentrações de substrato na faixa de 30 a 

3000µM (0,03-3mM). Na presença de concentrações de azida orgânica, 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 concentração do inibidor) permitindo a determinação 

do Ki. O plot de porcentagem de atividade ou porcentagem de inibição permitiu identificar o 

IC50. As representações gráficas foram realizadas com auxílio do programa Slidewrite Plus 
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4.0 e para os cálculos de regressão linear para determinação de Km e V/máx (método de 

Lineweaver-Burk) foi utilizada uma calculadora científica. 

 

3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os dados foram analisados por análise de variância (ANOVA) de uma via seguida por 

teste de Tukey-Kramer considerando um nível de significância de 5% para determinar 

diferença entre as concentrações utilizadas. 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 Um considerável número de compostos alteram ou inibem a hidrólise de nucleotídeos 

pela NTPDase. Entre eles, podemos citar análogos de nucleotídeos não-hidrolisáveis e 

inibidores de receptores P2. O único composto disponível comercialmente capaz de inibir a 

hidrólise de ATP em vários tecidos sem agir nos receptores P2 é o ARL 67156, análogo do 

ATP. Outros inibidores potenciais tem sido citados, mas são necessárias novas avaliações 

quanto a diferentes potências, entre os membros da família E-NTPDase e quanto a efeitos 

distintos nos diferentes tecidos (ZIMMERMANN et al., 2006). 

 Este trabalho procurou avaliar os possíveis efeitos inibitórios de uma azida orgânica 

derivada do ácido acético sobre a atividade da NTPDase presente na superfície de linfócitos 

humanos, uma vez que o grupamento azida, no caso da azida sódica, já foi relatado como um 

inibidor desta enzima. Através da adição de diferentes concentrações de azida orgânica no 

meio de incubação para determinação da atividade enzimática, verificou-se que a hidrólise do 

ATP pela NTPDase não foi alterada em nenhuma das concentrações utilizadas. Porém, a 

hidrólise de ADP pela mesma enzima sofreu significativa diminuição quando foi acrescentada 

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

trabalhos anteriormente realizados (Tabela 1).  
 

 
Figura 6 – Efeito in vitro de azida orgânica na atividade da NTPDase em  linfócitos  humanos. 

Os dados representam a média  erro padrão da média para três experimentos 
diferentes. As barras negras representam a hidrólise do ATP a as cinzas, a 
hidrólise do ADP. a p < 0,05 comparado ao controle. b p < 0,05 comparado à 
concentração de 1 mM de azida.c p < 0,01 comparado ao controle. 
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Tabela 1 – Inibição da NTPDase pela azida sódica em diversas fontes citadas na literatura. 

Tecidos Concentração 
% de atividade do 

controle 
Referência 

Membrana de cérebro de 
zebrafish 

20 mM 32 para ATP 

66 para ADP 

RICO et al., 2003 

Soro de ratos 10 mM 84 para ATP 

79 para ADP 

OSES et al., 2004 

Soro de ratos 20 mM 76 para ATP 

81 para ADP 

OSES et al., 2004 

Trichomonas vaginalis 20 µM 63 para ADP AGUIAR MATOS 
et al., 2001 

Plaquetas  10 mM 79 para ATP 

66 para ADP 

PILLA et al., 1996 

Plaquetas 20 mM 82 para ATP 

61 para ADP 

PILLA et al., 1996 

 

 É sabido através da literatura que a inibição pela azida sódica, uma azida inorgânica, 

tem sido utilizada como um dos critérios de diferenciação entre NTPDases e ATPases 

(PLESNER et al., 1995, ZIMMERMAN, 2001). A inibição na hidrólise somente do ATP, 

indicaria a presença de uma ATPase, enquanto a inibição na hidrólise do ADP ou em ambos, 

sugeriria a presença de uma NTPDase (WANG et al., 1997). 

 A diminuição na hidrólise de ADP na presença da azida orgânica poderia estar 

relacionada com trabalhos, que relatam que a eficácia da inibição de hidrólise pela azida, pode 

estar ligada ao substrato ATP ou ADP (KNOWLES et al., 1999). Fazendo um paralelo entre a 

a azida orgânica em questão e a azida sódica, vários trabalhos têm encontrado inibição pela 

azida sódica na hidrólise do ATP em paralelo à do ADP, o que também foi observado em 

relação a linfócitos e plaquetas (PILLA et al., 1996; LEAL et al., 2005). Lunkes e cols. (2003) 

encontraram uma inibição na hidrólise dos dois substratos em plaquetas, quando utilizada a 

concentração de 20 mM de azida sódica, mas na concentração de 10mM somente houve 

inibição significativa na hidrólise do ADP. Esta diferença na inibição pela azida pode ser 

considerada como um importante critério para distinção entre ecto-ADPases e ecto-ATPases, 

que podem ter diferentes papéis nas respostas fisiológicas de diferentes tecidos para 

nucleotídeos extracelulares (SARKIS et al., 1995; PLESNER et al., 1995; PLESNER et al., 

1997). A partir da adição de 10 e 20 mM da azida orgânica ao meio de reação, observou-se 
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que, na hidrólise do ADP, houve uma inibição da atividade da NTPDase de linfócitos de 50 e 

77%, respectivamente (Tabela 2). 
 

Tabela 2 – Inibição provocada por diferentes concentrações de azida orgânica na  atividade  in 
vitro da NTPDase em linfócitos humanos com ADP como substrato. 

Concentração do inibidor Atividade % Inibição % 

0 Mm 100 0 

1 mM 93 7 

5 mM 58 42 

10 mM 50 50 

20 mM 23 77 
 

 Não foi observada inibição significativa na hidrólise do ATP em nenhuma das 

concentrações usadas de azida orgânica, conforme está demonstrado na tabela 3. Em grande 

parte dos trabalhos disponíveis na literatura podemos observar um maior efeito inibitório da 

azida sódica na hidrólise do ATP, o que poderia estar ligado a uma menor afinidade da 

enzima pelo substrato. A partir dos resultados obtidos procuro-se caracterizar a inibição da 

NTPDase pela azida orgânica sintetizada a partir do ácido acético, quando o substrato 

utilizado é o ADP e comparando-a com a inibição causada pela azida sódica. 
 

Tabela 3 – Porcentagem da atividade in vitro da NTPDase em  linfócitos  humanos  com  ATP 
como substrato em diferentes concentrações de azida orgânica. 

Concentração do inibidor Atividade % 

0 mM 100 

1 mM 120 

5 mM 110 

10 mM 136 

20 mM 125 
 

 Knowles e cols. (1999) sugeriram que enquanto a azida sódica diminui tanto Vmax e 

Km para o ADP, ela não 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 três inibidores como o flúor, 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 discriminação entre ADP e ATP pela enzima NTPDase. 

 Independentemente de íons divalentes e pH, a inibição da hidrólise de ADP pela azida 

é sempre maior do que na hidrólise de ATP. Isto pode ocorrer devido ao fato de que a azida 

liga-se fracamente à enzima na presença de ATP, mas mais fortemente na presença de ADP. É 

possível que a azida, devido sua carga negativa e tamanho, possa ocupar o sítio de ligação γ-

fosfato, obrigatório do ATP quando o ADP já está presente no sítio ativo. Isto resulta em um 

melhor ajustamento do ADP no sítio de ligação do substrato (KNOWLES et al., 1999). 

 A partir da inibição significativa da hidrólise de ADP pela azida orgânica, seguiu-se a 

investigação no sentido de determinar o Km e a Vmáx para a hidrólise do ATP e ADP em 

linfócitos humanos na ausência do inibidor. Sabe-se que a atividade catalítica máxima da 

enzima é adaptada ao ambiente extracelular e requer a presença de cátions divalentes tais como 

cálcio e magnésio e um pH alcalino. Na maioria dos casos os valores do Km encontram-se em 

uma faixa micromolar (ZIMMERMANN, 2000). Um experimento típico para a determinação 

do Km está representado de acordo com Michaelis-Menten e Lineweaver–Burk (Figura 7), 

sendo que o Km encontrado para a hidrólise do ADP foi de 82,5 µM e a velocidade máxima 

calculada em 61 nmol de Pi/min/mg de proteína, como indicado na tabela 4. Um trabalho 

anteriormente realizado sugere que a ligação do ADP com a enzima é significativamente mais 

frágil que a ligação com ATP. Propõe ainda que a ligação de ATP com o sítio ativo é favorável, 

provavelmente porque este se ajusta melhor que o ADP que possui a falta do γ-fosfato 

(KNOWLES et al., 1999). A diferença encontrada nos valores de Km para a hidrólise do ATP e 

do ADP sugere uma menor afinidade da NTPDase pelo ADP como substrato, sendo que esta 

diferença é característica das ectonucleotidases. Os resultados encontrados estão de acordo com 

os parâmetros cinéticos encontrados em outras fontes por diversos autores (Tabela 5). 
 

 
Figura 7 – Gráfico de Lineweaver–Burk para a hidrólise de ATP ()  e  ADP  ()  e  inset  V 

versus S, sem a presença do inibidor. A hidrólise do ATP e do ADP foi 
determinada usando substrato na faixa de 30–3000 µM (n=3 em triplicata). 
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Tabela 4 – Parâmetros cinéticos encontrados para a NTPDase de linfócitos humanos. 

Substrato Km (µM) 
Vmáx 

(nmol de Pi/min/mg de proteína) 
ATP 63 38,7 
ADP 82,6 61 
* Todos os experimentos foram realizados em pelo menos três vezes e os resultados foram similares. O Km foi 

determinado pelo plot de Lineweaver-Burk, utilizando as velocidades iniciais obtidas nas concentrações de 
substratos na faixa de 30 a 3000µM (0,03-3mM). 

 

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

Km Fonte Referência 
31 µM para ATP 
21 µM para ADP 

Fígado de porco LECLERC et al., 2000 

80 µM para ATP 
45 µM para ADP 

Sinaptosoma de córtex cerebral de rato BATTASTINI et 
al.,1991 

183 µM para ATP 
96,5 µM para ADP 

Membrana de cérebro do Zebrafish  
(Danio rerio) 

RICO et al., 2003 

49 µM para ATP 
49 µM para ADP 

Trichomonas vaginalis AGUIAR MATOS ET 
al., 2001. 

131 µM para ATP 
110 µM para ADP 

Células de Sertoli de ratos imaturos CASALI et al., 2001 
 

233 µM para ATP 
221 µM para ADP 

Cultura de neurônios de hipocampo BOECK et al., 2002 

 

 Uma vez determinado o Km para a NTPDase de linfócitos, partiu-se para a 

identificação do tipo de inibição causada pela azida orgânica. Através do plot de Lineweaver–

Burk (dados não mostrados), utilizando diferentes concentrações da azida orgânica e 

diferentes concentrações de substrato, foi possível estimar os valores de Km aparente e Vmáx 

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

Tabela 6 – Efeito da azida orgânica in vitro nos parâmetro cinéticos da NTPDase de linfócitos 
humanos para o substrato ADP. 

Azida Orgânica Km (µM) 
Vmáx 

(nmol de Pi/min/mg de proteína) 
0 mM 82,6 61 
5 mM 125,9 53,0 
10 mM 274,1 83,4 
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 A inibição da hidrólise do ADP causada pela azida orgânica alterou tanto o Km quanto 

o Vmáx sugerindo assim que a azida orgânica causaria uma inibição do tipo mista. A partir 

dos resultados descritos na tabela 6, onde as concentrações citadas de azida orgânica levaram 

a uma inibição da atividade da enzima em torno de 40 a 60%, observou-se um aumento do 

Km. Este aumento sugere uma menor interação enzimática com o substrato, pela presença do 

inibidor. Este tipo de inibição ocorreria devido ao fato de que o inibidor se ligaria a sítios da 

enzima que participam tanto da ligação do substrato quanto da catálise, 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 inibição causada por outra azida, a azida sódica, 

pode depender do pH em que ocorre a hidrólise, podendo também ser competitiva ou mista. A 

azida orgânica parece inibir a NTPDase de forma diferente de outros inibidores, tais como o 

ARL 67156, cujo padrão de inibição é competitivo para NTPDase1 e NTPDase3 

(BRUNSCHWEIGER et al., 2008). 

 Um replot secundário do Lineweaver–Burk (Km aparente versus concentrações do 

inibidor) permitiu estimar o valor do Ki da azida orgânica para a NTPDase, conforme 

indicado na figura 8. 

 

 
Figura 8 – Estimativa do Ki através de replot  de  Lineweaver-Burk  (Km/app  versus  [I]).  O 

valor de Ki é estimado onde o gráfico intercepta o eixo x, sendo o eixo y=0. O 

valor de Ki estimado para a azida orgânica foi 2,56 mM. 

 

 O Ki estimado para azida orgânica pela representação gráfica de Dixon em relação à 
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hidrólise de ADP foi de 2,56 mM, ou seja, 2560 µM. Alguns trabalhos enfocando outros 

inibidores estão descritos na literatura, como a inibição pelo gadolínio, com Ki de 3 µM e 

apresentando um padrão não-competitivo (ESCALADA et al., 2004), polioximetais, com Ki 

de 0,140 µM (MÜLLER et al., 2006), suramin com Ki de 300µM (IOQBAL et al., 2005) e 

ARL 67156 com Ki de 11µM, como mostrado na tabela 7. 
 

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

Ki Fonte de enzima Inibidor Referência 
31 µM Baço bovino 8-cicloheptilS-ATP GENDRON et al., 2000 
45 µM Baço bovino 8-CH2tBuS-ATP GENDRON et al., 2000 
16 µM Baço bovino 8-hexilS-ATP GENDRON et al., 2000 
10 µM Baço bovino 8-BuS-ATP GENDRON et al., 2000 
27 µM Células de ovário ARL67156 MÜLLER et al., 2006 
300 µM Células de ovário Suramin MÜLLER et al., 2006 
760 µM Baço bovino Verapamil-HCl GENDRON et al., 2000b 
2400 µM Baço bovino Diltiazem-HCl GENDRON et al., 2000b 
 

 O passo seguinte foi a determinação do IC50 para a inibição pela azida orgânica. O 

valor estimado no plot de percentagem de atividade e de inibição foi de 11,2 mM, ou seja, 

11200 µM (Figura 9). Foi relatado na literatura que na presença de um composto conhecido 

como ebselen, há uma inibição na hidrólise de ADP com IC50 de 186 µM (FÜRSTENAU et 

al., 2004), concentração bem inferior à concentração necessária de azida orgânica para inibir 

50% da atividade enzimática. 
 

 

Figura 9 – Plot para determinação do IC50 da azida orgânica. 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 degradação 

enzimática, ou seja pela ação de enzimas como a NTPDase. A identificação de novos 

inibidores da NTPDase que não 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 utilização da azida orgânica podem servir como subsídios para a síntese de 

novos compostos capazes de serem utilizados na terapêutica 



5 CONCLUSÃO 

 

 A azida orgânica sintetizada a partir do ácido acético alterou a hidrólise dos 

nucleotídeos da adenina difosfatados na superfície dos linfócitos humanos, indicando que esta 

substância poderia ser utilizada como um inibidor da NTPDase. Os padrões cinéticos 

estimados após adição da azida, indicaram que a inibição encontrada foi mista. A inibição 

ocorre somente na hidrólise do ADP, demonstrando um comportamento diferente da enzima 

quanto aos substratos utilizados. Sugere-se então, que este inibidor seja testado em modelos 

experimentais animais onde haja uma resposta imune inapropriada, como no caso de reações 

de hipersensibilidade e doenças auto-imunes, para avaliar seu potencial terapêutico, uma vez 

que nestas situações, devido à grande ativação linfocitária, haveria uma alteração na atividade 

desta enzima. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

