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RESUMO 

 

As ectonucleotidases compreendem um grupo de famílias de enzimas que participam da 
hidrólise extracelular de nucleotídeos, podendo estar localizadas na superfície celular, 
solúveis no meio intersticial ou nos fluidos corporais. As NTPDases (EC 3.6.1.5) são 
enzimas pertencentes a uma família de proteínas amplamente distribuída nos 
organismos e que têm como característica em comum a habilidade de hidrolisar 
nucleotídeos di- e trifosfatados (ADP e ATP), na presença de concentrações milimolares 
de Ca+2 e Mg+2. A apirase de batata (Solanum tuberosum) foi a primeira enzima da família 
das ectonucleotidases a ser purificada e sua isoforma solúvel é pode ser obtida em 
elevado grau de rendimento e pureza utilizando métodos convencionais de purificação e 
assegurando alta reprodutibilidade em ensaios farmacológicos e imunológicos. As 
NTPDases estão envolvidas em vários processos fisiopatológicos como em respostas 
imunes, na inflamação, na coagulação, na formação de tumores, em distúrbios do 
sistema nervoso e na virulência de microrganismos. Dessa forma, a busca de inibidores 
específicos para as NTPDases possui grande interesse científico, uma vez que nenhum 
inibidor potente e específico para uma isoforma ainda foi encontrado. Assim, o objetivo 
deste trabalho foi purificar a apirase de S. tuberosum, realizar a caracterização dessa 
proteína e sua aplicação como ferramenta biotecnológica no estudo das NTPDases 
através da triagem in vitro de substâncias e frações com potencial inibitório sobre sua 
atividade. No processo de purificação foi possível avaliar o sucesso da técnica através 
da identificação da apirase de batata por western blotting e espectrometria de massas. A 
atividade fosfohidrolítica da proteína foi preservada durante a purificação e verificada 
através de depósitos de fosfato de cálcio em altura simulares para os substratos ATP e 
ADP em gel não-desnaturante. Os testes de inibição da atividade in vitro revelaram 8 
substâncias isoladas (A6, A7, A8, A45, A47, A33, Cu(isapn) e Aceturado de diminazeno) 
e 10 frações derivadas de extratos de diferentes espécies vegetais (A2, A50, A49, A19, 
A37, A41, A22, A42, A39 e A30) com potencial inibitório promissor sobre a atividade 
ATPásica da apirase de batata. As análises in silico através de docking molecular 
realizado com as substâncias isoladas revelou que todas elas possuem espontaneidade 
de ligação com o sítio catalítico da enzima, reiterando seu potencial de inibição. Estes 
resultados revelaram substâncias com potencial inibitório promissor sobre a enzima, 
sinalizando uma aplicação dessas substâncias no tratamento de diversas condições 
fisiopatológicas relacionadas com a exacerbação da sinalização purinérgica no 
organismo. 
 
Palavras-chave: Apirase de batata, sinalização purinérgica, inibição de NTPDases, 
screening de substâncias. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
ABSTRACT 

 

Ectonucleotidases comprise a group of enzime's families, which participate in the 
hydrolysis of extracelullar nucleotides and may be located on the cell surface, soluble in 
the extracellular medium or in the interstitial fluids. The NTPDases (EC 3.6.1.5) are 
enzymes belonging to a protein family widely distributed among organisms and that have 
as common feature the ability to hydrolyse di- and triphosphate nucleotides (ADP and 
ATP) in the presence of milimolar concentrations of Ca+2 and Mg+2. Potato apyrase was 
the first enzyme of the ectonucleotidase family to be purified and its soluble isoform is 
easily obtained in a high level of yield and purity through conventional purification 
methods, ensuring high reproducibility in pharmacological and immunological assays. 
NTPDases are involved in several pathophysiological processes such as immune and 
inflammatory responses, clotting, tumor formation, neuronal disorders and virulence of 
microorganisms. Thus, the search for ATP diphosphohydrolases inhibitors has great 
scientific relevance, since no potent and specific inhibitor for an isoform has been found 
so far. The aim of this work was to obtain pure Solanum tuberosum apyrase from 
purification, perform in silico studies to characterize this protein as a biotechnological tool 
in the study of NTPDases and perform an in vitro screening for compounds and fractions 
with inhibitory potential against Solanum tuberosum ATP diphosphohydrolase. In the 
purification process it was possible to evaluate the technique efficiency through 
identification of potato apyrase by western blotting and mass spectrometry. The protein 
phosphohidrolictical activity was preserved and verified by calcium phosphate deposit in 
the same height for ATP and ADP in a non-denaturing gel. The in vitro inhibition evaluation 
revealed 8 isolated substances (A6, A7, A8, A45, A47, A33, Cu(isapn) e aceturado de 
diminazeno) and 10 fractions from extracts derived of different plant species (A2, A50, 
A49, A19, A37, A41, A22, A42, A39 e A30) with promising inhibitory potential against the 
ATPase activity of potato apyrase. In silico analysis through molecular docking of the 
isolated substances revealed that all of them have binding spontaneity with the catalytic 
site of the enzyme, reassuring its inhibitory potential. These results revealed isolated 
compounds and fractions with promising inhibitory potential on Solanum tuberosum 
apyrase, reiterating the application of these substances in the treatment of various 
pathophysiological conditions related to the exacerbation of purinergic signaling. 
However, further studies are needed to corroborate this hypothesis. 
 
Key words: Potato apyrase, purinergic signaling, NTPDase inhibition, substance 
screening. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 NUCLEOSÍDEO TRIFOSFATO DIFOSFOHIDROLASES, UMA FAMÍLIA DE 

ENZIMAS PERTENCENTE AO GRUPO DAS ECTONUCLEOTIDASES 

  

As ectonucleotidases compreendem um grupo de famílias de enzimas que 

participam da hidrólise extracelular de nucleotídeos, podendo estar localizadas na 

superfície celular, solúveis no meio intersticial ou nos fluidos corporais (ZIMMERMANN, 

2001). Atualmente, quatro famílias de enzimas constituem o grupo das 

ectonucleotidases: (i) nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases), (ii) ecto-

nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiasterases (E-NPPs), (iii) fosfatases alcalinas (APs) e (iv) 

5’ ecto-nucleotidases (E-5’NT), possuindo ampla distribuição tecidual (ZIMMERMANN, 

ZEBISCH & STRATER, 2012). 

As NTPDases (EC 3.6.1.5) são enzimas pertencentes a uma família de proteínas 

amplamente distribuída nos organismos e que têm como característica em comum a 

habilidade de hidrolisar nucleotídeos di- e trifosfatados (ADP e ATP), juntamente com 

outras enzimas do mesmo grupo, na presença de concentrações milimolares de Ca+2 e 

Mg+2 e, cujo produto final da hidrólise são os nucleosídeos monofosfatados (Figura 1) 

(ZIMMERMANN, ZEBISCH & STRATER, 2012). Essa família se diferencia das outras 

difosfohidrolases, pois possui elevada atividade, amplo espectro de substrato, exigência 

de cátion bivalente e é insensível aos inibidores clássicos de outras ATPases do tipo V1, 

F2 e P3. Podem ser denominadas NTPDases em mamíferos, NTPases, ATPDases e 

NDPases em parasitos e apirases em plantas (HANDA & GUIDOTTI, 1996;  KNOWLES, 

2011;  VASCONCELOS et al., 2009). 

                                            
1 Bomba de próton vesicular ou vacuolar, geralmente associada a lisossomos em mamíferos, responsável 
pela rotatividade de ATP (ALEXANDER et al., 2015). 
2 Conhecida como ATP sintase, é um complexo associado à membrana mitocondrial que utiliza o transporte 
de H+ através da membrana para realizar a síntese de ATP (ALEXANDER et al., 2015). 
3 Consiste em uma família de transportadores de íons que utilizam a energia livre proveniente da hidrólise 
de ATP para construir gradientes eletroquímicos através das membranas (APELL, 2004). 
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Figura 1. Esquema de hidrólise do ATP com participação das diferentes ectonucleotidases. E-
NTPDases: nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases; APs: fosfatase alcalina; NPPs: ecto-
nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiasterases; E-5’NTs: 5’ ecto-nucleotidases. 

 

Diferentes isoformas de NTPDases foram localizadas e caracterizadas em uma 

variada gama de organismos, o alinhamento das sequências de algumas isoformas 

permitiu a identificação de cinco regiões conservadas (ACRs). Estas regiões, ACRs, são 

regiões que contém resíduos de aminoácidos essenciais para o funcionamento dessas 

enzimas, evidenciando a importância destas na manutenção dos níveis de nucleotídeos 

extracelulares e na sinalização purinérgica (FARIA-PINTO et al., 2004;  FARIA-PINTO et 

al., 2008;  VASCONCELOS et al., 1996). 

Em plantas, os genes das apirases já foram clonadas de ervilhas (Pisum sativum), 

batata (Solanum tuberosum), vagem (Dolichos biflorus), arabidopsis (Arabidopsis 

thaliana), soja (Glycine soja) e algodão (Gossypium hirsultum). As NTPDases nesses 

organismos estão envolvidas principalmente com o processo de crescimento, uma vez 

que o silenciamento destes genes da apirase promoveu retardo geral e alterações da 

E-NTPDases, APs, NPPs 

E-NTPDases, NPPs, APs 

E-5’NTs, APs 

Ecto-adenosina desaminase 
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morfologia do tubérculo de S. tuberosum. A literatura também relata o envolvimento 

destas enzimas no processo de nodulação de D. biflorus por rizóbios (KNOWLES, 2011). 

Em parasitos, a identificação e descrição das NTPDases abrange um número 

significativo de organismos, incluindo um vasto número de organismos patogênicos. A 

maior parte destas descrições é realizada por inferência a partir de estudos genômicos. 

Isoformas de NTPDases já foram caracterizadas e bastante exploradas em protozoários, 

tais como Toxoplasma gondii (BERMUDES et al., 1994), Trypanossoma cruzi (FIETTO 

et al., 2004), Leishmania amazonensis (COIMBRA et al., 2002), Leishmania chagasi e 

Leishmania brasiliensis (REZENDE-SOARES et al., 2010). No helminto Schistosoma 

mansoni, existem duas isoformas descritas, a SmATPDase 1 e a SmATPDase 2, com 

massa molecular de aproximadamente 63 kDa, identificadas no tegumento do verme 

adulto (VASCONCELOS et al., 1993; VASCONCELOS et al., 1996) e em ovos do parasito 

(FARIA-PINTO et al., 2004). Uma das hipóteses a respeito da função das NTPDases 

nestes organismos está relacionada a hidrólise do ATP e ADP, as quais são necessárias 

para a manutenção da virulência e d os mecanismos de escape do sistema imunológico 

do hospedeiro (KNOWLES, 2011;  VASCONCELOS et al., 2009). 

Nos mamíferos, as NTPDases estão envolvidas nos processos de sinalização 

purinérgica, atuando em diversos processos fisiológicos como tromborregulação e nas 

respostas inflamatórias e imunológicas (KNOWLES, 2011;  VASCONCELOS et al., 

1996). Oito isoformas foram descritas em mamíferos, destas, quatro delas (NTPDase1, 

NTPDase2, NTPDase3 e NTPDase8) estão localizadas na superfície celular e as demais 

(NTPDase4-7) encontram-se localizadas no meio intracelular, sendo que as NTPDases 

5 e 6 também apresentam formas secretadas (ZIMMERMANN, ZEBISCH & STRATER, 

2012).  

A mais extensivamente estudada delas é a NTPDase1, também denominada 

CD39, que já foi caracterizada como um marcador de ativação de linfócitos, expresso 

também em células natural killer, monócitos, células dendríticas, e com expressão 

diferenciada nos subtipos de células T ativadas, demonstrando seu amplo papel na 

resposta imune celular (ROBSON, SEVIGNY & ZIMMERMANN, 2006). A capacidade de 

hidrolisar o ADP, molécula pró-agregante, retrata a importância da presença desta 

isoforma na superfície celular, que está relacionada à manutenção da fluidez sanguínea, 
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atuando como modulador da inflamação vascular e em eventos de trombose. A isoforma 

NTPDase 1 também se relaciona com o metabolismo nucleotídico na superfície das 

células musculares lisas dos vasos sanguíneos, contribuindo para regulação local do 

tônus muscular (LECKA et al., 2014;  ZIMMERMANN, ZEBISCH & STRATER, 2012). 

Além destas funções, as NTPDases 1 participam de respostas metabólicas mais 

prolongadas, como proliferação celular, diferenciação e apoptose, como aquelas 

envolvidas na aterosclerose, doenças neurológicas degenerativas e algumas condições 

inflamatórias (ROBSON, SEVIGNY & ZIMMERMANN, 2006). 

 

1.1.1 Apirase de Solanum tuberosum 

 

A apirase de batata (Solanum tuberosum) foi a primeira proteína da família das 

NTPDases a ser purificada (TRAVERSO-CORI, A., CHAIMOVICH & CORI, 1965) e 

posteriormente a ter seu gene clonado (HANDA & GUIDOTTI, 1996). O sequenciamento 

de aminoácidos da região N-terminal (VASCONCELOS et al., 1996) permitiu a primeira 

descrição dessa família de proteínas (VASCONCELOS et al., 2009). A clonagem do gene 

da apirase de batata e o alinhamento de sua sequência primária permitiu a visualização 

das cinco regiões conservadas de apirase (ACRs) e mostrou a homologia dessa enzima 

com outras proteínas similares de protozoários, plantas, leveduras e a CD39 humana 

(KNOWLES, 2011;  VASCONCELOS et al., 2009;  VASCONCELOS et al., 1996). 

As isoformas de apirase de batata são solúveis e facilmente recuperadas com 

elevado grau de rendimento e pureza empregando-se apenas métodos convencionais de 

purificação. A pureza das isoformas obtidas assegura uma elevada reprodutibilidade em 

ensaios farmacológicos e imunológicos (TRAVERSO-CORI, A., CHAIMOVICH & CORI, 

1965;  VASCONCELOS et al., 2009). Comercializada pela empresa Sigma, esta enzima 

é amplamente utilizada em experimentos que exigem eliminação rápida dos níveis de 

ATP (KNOWLES, 2011). 

As isoformas de apirase, isoladas a partir de S. tuberosum, podem variar em 

massa molecular, ponto isoelétrico e razão de atividade ATPase/ADPase de acordo com 

a variedade vegetal utilizada (KETTLUN, A. M. et al., 1982;  KETTLUN, ANA MARÍA et 
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al., 1992), podendo ser observadas variações, também, conforme suas propriedades 

catalíticas, solubilidade, localização subcelular e função biológica. 

A apirase de S. tuberosum apresenta propriedades imunoestimulatórias (FARIA-

PINTO et al., 2010a, 2010b; FARIA-PINTO et al., 2008) quando utilizadas para o 

desenvolvimento de anticorpos policlonais produzidos em camundongos e coelhos. Os 

soros imune obtidos mostraram forte imunorreatividade cruzada com isoformas de ATP 

difosfohidrolases de parasitos como S. mansoni, L. amazonensis, L. braziliensis e L. 

chagasi sugerindo que essas proteínas compartilham epítopos (COIMBRA et al., 2008;  

FARIA-PINTO et al., 2004;  MAIA et al., 2011;  REZENDE-SOARES et al., 2010). 

Curiosamente, estes mesmos anticorpos falharam em reconhecer NTPDases de 

mamíferos e induzir a produção de auto-anticorpos, reiterando a importância da aplicação 

da apirase de batata como ferramenta no estudo do papel das NTPDases em doenças 

parasitárias (FARIA-PINTO et al., 2006). 

Em 2008, foi relatada a existência dessa imunorreatividade cruzada para mais de 

uma parasitose o que abriu caminho para análise in silico da relação estrutural entre 

essas enzimas e outros membros da família das NTPDases (FARIA-PINTO et al., 2008). 

O alinhamento de 32 membros da família das ATP difosfohidrolases disponíveis no banco 

até aquele momento incluiu sequências de proteínas pertencentes a mamíferos, 

helmintos, protozoários, mosquitos e plantas, revelando a existência de duas vias 

evolucionárias principais provavelmente devido à uma divergência de ancestrais (FARIA-

PINTO et al., 2008). Mais tarde, Nunes e colaboradores (2015), demonstrou a estreita 

relação filogenética entre as NTPDases de mamíferos e parasitos, que se encontram 

separados em dois clados bem definidos (Figura 2) (NUNES et al., 2015). 

Os dados obtidos em 2008 para construção da árvore filogenética eram limitados 

e, desde então, novos genes têm sido sequenciados e adicionados aos bancos de dados 

disponíveis. Além disso, o enfoque na relação entre a apirase de S. tuberosum e as 

isoformas existentes de H. sapiens ainda não havia sido explorado. 

Atualmente, existem 8 isoformas descritas de H. sapiens (ROBSON, SEVIGNY & 

ZIMMERMANN, 2006) e, um dos propósitos deste trabalho é analisar, através do 

alinhamento da sequência primária e construção da árvore filogenética, a proximidade 

evolutiva entre as ecto-NTPDases destes dois organismos, com o intuito de auxiliar na 
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caracterização da apirase de S. tuberosum como uma ferramenta no estudo de doenças 

relacionadas às NTPDases de humanos. 

 

Figura 2. Árvore filogenética de NTPDases pertencentes a diferentes organismos. Verde: ecto-
NTPDases de mamíferos. Vermelho: ecto-NTPDases de Trypanosoma e Leishmania. Marrom: 
isoformas de Homo sapiens que são intracelulares. Roxo: isoformas de Homo sapiens e S. 
mansoni que são secretadas, além da apirase de Solanum tuberosum. Azul: isoforma 1 da 
NTPDase de Schistosoma mansoni e NTPDase de Plasmodium falciparum. (Adaptado de 
NUNES et al., 2015). 

 

A apirase de batata possui alto potencial como ferramenta em estudos de 

monitoramento da atividade ATPásica, ADPásica, e ensaios de inibição enzimática in 

vitro. Também possui grande utilidade em ensaios in vivo, como avaliação de ativação 
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plaquetária e processos inflamatórios através da ativação de receptores purinérgicos 

específicos (VASCONCELOS et al., 2009). Além disso, a alta homologia existente entre 

as NTPDases de diferentes espécies e a presença das cinco regiões conservadas da 

apirase permite explorar as análises in silico com o intuito de caracterizar novas regiões 

que possam servir como alvos farmacológicos para essas proteínas, vista a sua 

importância e utilidade já elucidada para parasitos e também para o estabelecimento de 

diversos processos patológicos em humanos. 

 

1.2 DISTÚRBIOS RELACIONADOS COM AS E-NTPDases 

 

 Os níveis intracelulares de ATP variam de 3 a 10 mM, enquanto que no meio 

extracelular, essa quantidade encontra-se muito menor, em torno de 10 nM. Essa baixa 

concentração de ATP no meio extracelular é mantida devido a presença das 

ectonucleotidases, responsáveis pela hidrólise do ATP em ADP e, subsequentemente do 

ADP em AMP, a formação da adenosina como produto final ocorre pela ação da 5’-

nucleotidase (ZIMMERMANN, 2000;2001;  ZIMMERMANN, ZEBISCH & STRATER, 

2012). Essa diferença de concentração promove a formação de um potencial de efluxo 

de ATP, de forma que a liberação desse ATP intracelular pode promover uma elevação 

considerável dos níveis extracelulares, afetando todo o balanço do processo de 

sinalização purinérgica (FENG et al., 2011;  ZIMMERMANN, 2000).  

 Todos os tipos celulares tendem a liberar nucleotídeos extracelulares de forma 

inata ou como uma resposta fisiológica ou patológica a algum dano ou estresse. Essas 

moléculas sinalizadoras participam de mecanismos de sinalização celular muito 

sofisticados, e são essenciais para uma comunicação intercelular efetiva (AL-RASHIDA 

& IQBAL, 2014). Os nucleotídeos liberados pelas células podem agir sobre os receptores 

purinérgico do tipo P1 ou P2. Os receptores do tipo P1 são acoplados à proteína G e 

sofrem ativação apenas pela ligação de adenosina, sendo divididos nos subtipos A1, A2A, 

A2B e A3. Os receptores P2 são ativados por nucleotídeos e dividem-se em P2X, que são 

ionotrópicos e possuem sete subtipos (P2X1 a P2X7), ou P2Y, que também são 

acoplados à proteína G e possuem oito subtipos (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, 

P2Y13, P2Y14) (AL-RASHIDA & IQBAL, 2014;  ZIMMERMANN, ZEBISCH & STRATER, 
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2012). Baseado em diferenças referentes à localização celular e à especificidade de 

substrato, existem oito NTPDases elucidadas até o momento:  NTPDase1 (CD39), 

NTPDase2 (CD39L1), NTPDase3 (CD39L3), NTPDase4, NTPDase5 (CD39L4), 

NTPDase6 (CD39L2), NTPDase7 e NTPDase8 (AL-RASHIDA & IQBAL, 2014;  

ZIMMERMANN, 2001). 

 As ecto-nucleotidases são importantes na regulação de respostas imunológicas e 

inflamatórias, principalmente devido ao potencial pró-inflamatório e pró-trombótico do 

ATP e ADP, e, portanto, doenças como aterosclerose e trombofilia têm sido estudadas e 

avaliadas quanto à elevação da expressão ou atividade dessas enzimas (ATKINSON et 

al., 2006). A NTPDase1 de mamíferos, também chamada de CD39 foi primeiramente 

identificada em linfócitos B (MALISZEWSKI et al., 1994), mas também é expressa em 

células natural killer, monócitos, células dendríticas e células T ativadas. Já foi mostrada 

sua participação em processos como maturação de afinidade de respostas de anticorpos, 

tráfego leucocitário, recrutamento, ativação e polarização de células T naive, resposta 

inflamatória amplificada sob estímulos químicos e comunicação intercelular (DWYER et 

al., 2007). 

Jaques e colaboradores avaliaram 30 pacientes diagnosticados com artrite 

reumatoide e constataram elevada atividade da NTPDase nos linfócitos destes pacientes, 

o que contribui para a diminuição dos níveis de ATP e elevação dos níveis de adenosina 

no plasma sanguíneo (DOS SANTOS JAQUES et al., 2013). A artrite reumatoide, por sua 

vez, apresenta íntima relação com doenças cardiovasculares como a aterosclerose, uma 

vez que a reação inflamatória exacerbada característica da doença contribui para 

ativação e recrutamento plaquetário, promovendo a formação de trombos (BECKER et 

al., 2010). Resultados semelhantes foram encontrados na esclerose múltipla, em que 

linfócitos de pacientes acometidos pela doença apresentaram aumento da hidrólise de 

ATP e ADP, indicando atividade elevada destas enzimas ou sua maior expressão 

(SPANEVELLO et al., 2010).  

O nucleotídeo ADP é um grande ativador da agregação plaquetária, o que denota 

sua importância na manutenção da fisiologia e consolidação de doenças. Camundongos 

knock-out para CD39 exibiram grandes perturbações na cascata de sinalização 

purinérgica nos vasos sanguíneos, promovendo defeitos na ativação plaquetária, tempo 
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de sangramento prolongado, permeabilidade vascular prolongada e trombofilia com altos 

níveis de deposição de fibrina nos tecidos e ativação de células endoteliais aberrantes 

(ATKINSON et al., 2006). Plaquetas de pacientes com altos níveis de colesterol, 

diabéticos ou hipertensivos foram avaliadas quanto à hidrólise de ATP e ADP, e uma alta 

atividade hidrolítica detectada, possivelmente relacionada a uma resposta compensatória 

ao estado inflamatório e pró-oxidativo associado com a hipercolesterolemia 

(SCHETINGER et al., 2007).  

Hidrólise elevada de ATP e ADP também foi encontrado na superfície de plaquetas 

de pacientes com infarto agudo do miocárdio (BAGATINI et al., 2008). Expressão e 

atividade alteradas da CD39 também foram encontradas em micropartículas (vesículas 

fosfolipídicas formadas a partir de membranas de plaquetas e células endoteliais) de 

pacientes com hipertensão arterial pulmonar idiopática, doença caracterizada pelo 

aumento da resistência vascular pulmonar, proliferação de células endoteliais, infiltrados 

inflamatórios perivasculares, e trombose in situ (VISOVATTI et al., 2012). Além disso, 

hidrólise elevada de ATP foram encontradas em pacientes com falência renal crônica 

submetidos à tratamento com hemodiálise ou não, e diminuição na hidrólise de ADP 

nestes mesmos pacientes (SCHETINGER et al., 2007). 

 No sistema nervoso central, o ATP extracelular já foi elucidado como importante 

molécula sinalizadora, atuando como neurotransmissor, modulador da excitabilidade 

neuronal e fator de crescimento, sendo liberada juntamente com a acetilcolina (ZHANG 

et al., 2000), noradrenalina (BOBALOVA & MUTAFOVA-YAMBOLIEVA, 2001) ou GABA 

(JO & SCHLICHTER, 1999). O ATP é liberado de células em processo de apoptose, 

podendo exercer efeitos prejudiciais sobre os neurônios e modulando processos 

inflamatórios mediados pelas células microgliais, com o intuito de estabelecer uma 

condição patológica ou proteger a integridade do sistema nervoso central (VOLONTE et 

al., 2003).  

A existência da via de sinalização purinérgica presente no SNC promove um 

balanço entre os níveis de ATP e adenosina, o que pode estar envolvido com a 

progressão de diversos distúrbios neurológicos (BONAN, 2012;  ROSZEK & 

CZARNECKA, 2015). As principais isoformas de NTPDases expressas no tecido cerebral 

são as NTPDase1, NTPDase2 e NTPDase3 e, já foi demonstrado que alguns eventos 
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como convulsões, epilepsia, alterações hormonais, estresse e resposta nociceptiva 

podem promover alterações em suas atividades (BONAN, 2012). 

Na avaliação de crises epiléticas após indução de diferentes modelos de epilepsia, 

Bonan e colaboradores (2000) observaram um aumento na hidrólise de ATP e ADP em 

sinaptossomas hipocampais de ratos adultos (BONAN et al., 2000). Em outro estudo 

avaliando o prejuízo cognitivo provocado por convulsões epiléticas, foi possível observar 

aumento da hidrólise de ATP nos sinaptossomas hipocampais de ratos adultos, 

provocando dificuldade de memória e aprendizado após episódio convulsivo no período 

pós-natal (COGNATO et al., 2011). Também já foi mostrado o envolvimento das 

NTPDases em doenças neurodegenerativas, em que observou-se alterações na taxa de 

hidrólise de nucleotídeos extracelulares em fatias do estriado em modelo experimental 

de doença de Parkinson induzida pela 6-hidroxidopamina após quatro semanas (OSES 

et al., 2011). Estes achados reiteram a importância da sinalização purinérgica no sistema 

nervoso central, apresentando um campo promissor para a investigação de novos alvos 

terapêuticos. 

 O papel mais elucidado das NTPDases relativo à doenças, no entanto, parece 

estar relacionado ao câncer. Células cancerígenas possuem metabolismo único, 

favorecendo sua rápida proliferação celular. Células não proliferativas utilizam os 

produtos da glicólise e oxidação do piruvato para geração de ATP no intuito de suprir a 

demanda energética celular, já as células em divisão utilizam intermediários da glicólise 

para síntese de macromoléculas, sendo necessário manter o equilíbrio entre a síntese 

de ATP e as necessidades biossíntéticas celulares. Dessa forma, o metabolismo da 

glicose por este processo de glicólise aeróbica, também chamado de “efeito Warburg”, 

pode atuar ajudando células em divisão a alcançar esse balanço (ISRAELSEN & 

VANDER HEIDEN, 2010). Além disso, estudos indicam que o ATP é capaz de 

permeabilizar a membrana celular e induzir a morte celular programada em diversos 

modelos tumorais in vitro, sugerindo que a indução da apoptose promovida pelo ATP é 

um mecanismo que merece ser investigado (BUFFON et al., 2007).  

Fang e colaboradores (2010), mostraram que a NTPDase5 é uma proteína crucial 

na via PI3K/PTEN que promove o crescimento e sobrevivência celular e que está 

usualmente ativada em células cancerígenas, relatando a importância da NTPDase5 
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como potencial alvo terapêutico no câncer, uma vez que a enzima atua diminuindo o 

consumo de ATP pelas células tumorais (FANG et al., 2010). Estudo realizado com 

linhagens celulares humanas de câncer cervical, avaliou o perfil de expressão das ecto-

nucleotidases e quantificou suas respectivas atividades. A enzima que apresentou o 

maior perfil de expressão nas células tumorais foi a NTPDase5 (BECKENKAMP et al., 

2014).  

 A deleção do gene para CD39 (NTPDase1), principal ectonucleotidase expressa 

pelas células endoteliais e células T regulatórias, foi capaz de impedir a angiogênese, 

causando redução do crescimento de tumores implantados e inibindo metástases 

pulmonares (JACKSON et al., 2007). Isso ocorreu devido à supressão da hidrólise do 

ATP, molécula sinalizadora liberada pelas células tumorais necróticas, que auxilia na 

resposta imune necessária para uma terapia anticancerígena bem-sucedida, além de 

inibir diretamente a proliferação celular e promover morte das células tumorais (FENG et 

al., 2011). Com a confirmação que a CD39 expressa em células endoteliais promove 

crescimento de células tumorais por diminuir a concentração de ATP do microambiente 

tumoral (FENG et al., 2011), fica evidente a necessidade de se modular a expressão e/ou 

a atividade enzimática dessas enzimas. Assim sendo, a CD39 já é considerada um alvo 

terapêutico promissor na área oncológica (BASTID et al., 2013;  YOUNG et al., 2014). 

 As NTPDases de outros organismos também apresentam grande relevância, uma 

vez que estão envolvidos com a relação parasito-hospedeiro. A inibição da NTPDase 

presente na superfície de T. cruzi diminui a adesão e a invasão do parasito aos 

macrófagos, destacando a importância da sinalização purinérgica no processo de 

infecção da doença de Chagas (BISAGGIO et al., 2003). A NTPDase de Legionella 

pneumophila, importante patógeno causador de pneumonia, similar à CD39, foi 

recentemente elucidada como enzima essencial para a replicação intracelular, 

relacionada com a virulência da bactéria (SANSOM et al., 2007;  SANSOM et al., 2008) 

e denotando sua importância como alvo terapêutico. No Schistosoma mansoni, as 

NTPDases (SmATPDase1 e SmATPDase2) parecem estar envolvidas no mecanismo de 

escape imunológico, prevenindo que a produção de ATP causada pelo dano tecidual seja 

capaz de ativar a resposta inflamatória e a formação de trombos, promovendo a 

sobrevivência do parasito (BHARDWAJ & SKELLY, 2009).  
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 Existem diversas doenças em que o envolvimento das NTPDases de humanos e 

de outros organismos tem sido estudadas, ficando evidente a necessidade de se modular 

a expressão e/ou a atividade enzimática dessas enzimas em diversos distúrbios. Um 

exemplo disto é a participação da CD39 e da NTPDase5 com células tumorais, tornando 

estas enzimas alvos terapêuticos promissores na área oncológica (BASTID et al., 2013;  

YOUNG et al., 2014). 

 

1.3 INIBIDORES DE ECTONUCLEOTIDASES 

  

Uma vez que os nucleotídeos extracelulares, como o ATP e o ADP, sofrem 

inativação efetiva por enzimas de superfície que hidrolisam sequencialmente seus grupos 

fosfato, um inibidor seletivo para uma enzima específica irá funcionar como equivalente 

a um agonista ou antagonista de um receptor purinérgico específico (BAQI, 2015;  

GENDRON et al., 2002). Dessa forma, inibidores das ecto-nucleotidases podem agir de 

forma a aumentar a vida útil tanto do ATP quanto de outros nucleotídeos extracelulares, 

podendo resultar na potencialização da sinalização purinérgica (BAQI, 2015;  MULLER 

et al., 2006).  

Idealmente, um inibidor de NTPDase não deve ser um substrato enzimático, a fim 

de não sofrer defosforilação, deve apresentar seletividade para apenas uma das 

isoformas descritas da enzima e não deve interagir com os receptores P2X e P2Y 

(GENDRON et al., 2000;  MULLER et al., 2006). Até hoje, nenhum inibidor de NTPDase 

potente e seletivo foi descrito na literatura, e os mais conhecidos são análogos de ATP, 

no entanto, não possuem estabilidade química e fisiológica (BAQI, 2015). Dessa forma, 

a busca de inibidores específicos e potentes é altamente desejável para utilização como 

ferramentas biológicas e até mesmo como novas drogas. 

 

1.3.1 Inibidores de ecto-nucleotidases derivados de nucleotídeos 

 

 Os análogos estáveis de ATP, muitas vezes se mostraram mais eficazes em 

promover uma resposta biológica do que o próprio ATP endógeno (MULLER et al., 2006). 

A molécula ARL-67156 (Figura 3) foi primeiramente descrita em 1995 por Crack et al. 
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como inibidor seletivo da NTPDase de células sanguíneas. É um análogo de ATP que 

possui ação sobre NTPDases e fosfatases alcalinas, mas devido à existência de uma 

ponte de oxigênio em sua estrutura é susceptível a hidrólise pelas E-NPPs (BAQI, 2015). 

Essa molécula é capaz de inibir fracamente as NTPDase1 e NTPDase3, mas não possui 

efeito inibitório significativo sobre as NTPDase2 e NTPDase8 (LEVESQUE et al., 2007;  

VIVIAN et al., 2010). 

 Gendron et al. em 2000, realizou síntese de diversas moléculas modificadas na 

cadeia fosfatídica de agonistas purinoceptores que se mostraram resistentes à hidrólise 

pelas NTPDases e também foram capazes de inibi-la, dando origem à primeira 

caracterização da família de análogos de ATP com substituição em C8 (Figura 3) 

(GENDRON et al., 2000). Posteriormente, os derivados de 8-tioéter-ATP (8-BuS-AMP, 8-

BuS-ADP e 8-BuS-ATP) foram avaliados quanto à sua especificidade, sendo eficazes na 

inibição da NTPDase1 de humanos e camundongos de maneira competitiva. A molécula 

8-BuS-ATP mostrou-se susceptível à hidrólise por outras NTPDases, e as moléculas 8-

BuS-AMP e 8-BuS-ADP foram as mais potentes e seletivas sobre a NTPDase1 expressa 

nas células endoteliais da veia umbilical humana e tecidos de camundongos (LECKA et 

al., 2013).  

 A molécula PSB-6426 (Figura 3), resultado da substituição dos resíduos de fosfato 

por ésteres de ácido fosfônico ligados a uridina na posição 5’, é quimicamente e 

metabolicamente estável, mostrando-se inibidora competitiva da NTPDase2. Além disso, 

sua característica não-carregada pode favorecer sua biodisponibilidade por via oral 

(BAQI, 2015;  BRUNSCHWEIGER et al., 2008). 
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Figura 3. Estruturas químicas dos inibidores de ecto-nucleotidases derivados de nucleotídeos. 
(Adaptado de BAQI, 2015) 

 
1.3.2 Inibidores de E-NTPDases não derivados de nucleotídeos 

 

 Dentre os inibidores de NTPDases não derivados de nucleotídeos, podemos citar 

corantes que contém grupos sulfonato como a suramina, Azul Reativo 2 (RB-2), PPADS 

(fosfato piridoxal-6-azofenil-2’,4’-ácido disulfônico) e Azul de Evans (Figura 4). 
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Apesar de diminuírem a hidrólise de ATP, são não-seletivos, uma vez que também 

funcionam como potentes antagonistas de receptores do tipo P2, podendo muitas vezes 

anular os seus efeitos (BAQI, 2015;  MULLER et al., 2006). Apesar de serem amplamente 

utilizados em ensaios biológicos como inibidores de NTPDases, principalmente como 

controle positivo, ainda não foram estudados quanto à sua especificidade sobre as 

isoformas existentes. 

 
Figura 4. Estruturas químicas dos inibidores de ecto-nucleotidases não-derivados de 
nucleotídeos. Evans blue: Azul de Evans; PPADS: Piridoxal fosfato 6-azofenil-2', 4'-ácido 
dissulfônico; PSB-06126:1-amino-2-sulfo-4-(2-naftillamino)-antraquinona; PSB-069: 1-amino-2-
sulfo-4-(4-clorofenilamino)-antraquinona; POM-4: Polioximetalatos. (Adaptado de BAQI, 2015) 
  

A suramina (Figura 4) é, originalmente, um dos antagonistas não-seletivos de 

receptores P2 mais utilizados desde sua descoberta em 1989 após investigação sobre 
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seu possível potencial inibidor da hidrólise de ATP sobre tecidos de bexiga urinária de 

cobaias (BULTMANN et al., 1996;  HOURANI & CHOWN, 1989). A própria substância e 

alguns de seus análogos foram analisados quanto ao seu potencial de inibição sobre a 

ecto-ATPase de artérias auriculares de coelhos ou células sanguíneas humanas, 

mostrando potencial inibitório significativo e de forma não competitiva sobre a enzima 

(BEUKERS et al., 1995;  CRACK et al., 1994).  

 Recentemente, duas novas classes de inibidores foram caracterizadas, os 

polioximetalatos (POMs) e os derivados antraquinônicos como a 1-amino-2-sulfo-4-(2-

naftillamino)-antraquinona (PSB06126) e a 1-amino-2-sulfo-4-(4-clorofenilamino)-

antraquinona (PSB 069) (BAQI, 2015). Os POMs (Figura 4) são complexos metálicos 

inorgânicos negativamente carregados, relativamente estáveis em soluções aquosas em 

pH biológico. A presença da carga negativa faz com que apresentem similaridade com 

nucleotídeos, possuindo em sua estrutura íons metálicos de transição, como o 

tungstênio, molibdênio e vanádio, ligados por átomos de oxigênio (MULLER et al., 2006). 

Dentre os seis polioximetalatos testados, todos mostraram maior potencial inibitório sobre 

NTPDases recombinantes do que os inibidores utilizados como controle (ARL67156, Azul 

Reativo 2 e suramina). O que pode explicar alguns efeitos observados em estudos in vitro 

e in vivo, mas a inibição não parece ter relação nem com o tamanho, forma ou cargas 

negativas de cada molécula (MULLER et al., 2006). O polioxotungstato (POM-1) já está 

comercialmente disponível e é amplamente utilizado em estudos fisiológicos. No entanto, 

sua carga negativa e seu alto Massa molecular não favorecem sua utilização como 

fármaco (BAQI, 2015;  BAQI et al., 2009;  WALL et al., 2008). 

 Os derivados antraquinônicos (Figura 4), resultantes da identificação e 

modificação do grupo farmacofórico de RB-2, mostraram inibição similar ou maior do que 

o composto original. Este estudo também comprovou que a presença de um grupo 

sulfonado não-substituído na posição 2 do scaffold antraquinônico e a carga negativa da 

molécula são essenciais para a atividade NTPDase inibitória (BAQI et al., 2009). A 

molécula PSB06126 foi um inibidor altamente seletivo da NTPDase3, enquanto que a 

PSB069 não apresentou seletividade sobre uma isoforma específica (BAQI et al., 2009). 
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 Uma família de drogas com potencial esquistossomicida, os ácidos 

alquilaminoalcanotiosulfúricos (Figura 5), também foram estudadas quanto à inibição das 

ATP difosfohidrolases de Schistosoma mansoni. Os derivados estudados promoveram 

inibição sobre a atividade ADPásica e ATPásica do tegumento do verme, sendo a 

atividade ATPásica inibida em maior proporção. Alguns dos compostos estudados 

também promoveram inibição da atividade ATPásica e ADPásica da apirase de batata, 

que foi incluída no estudo por apresentar alta semelhança estrutural com as NTPDases 

solúveis (PENIDO et al., 2007). 

Figura 5. Estrutura dos ácidos alquilaminoalcanotiosulfúricos (Adaptado de PENIDO et al., 2007) 

 

1.3.3 Inibidores utilizados como fármacos 

 

 Ticlopidina e clopidogrel (Figura 6) são fármacos derivados da tienopiridina que 

possuem efeito anti-plaquetário e já são rotineiramente administrados em pacientes, 

como parte da terapia antitrombótica, principalmente após episódios cardíacos (LECKA 

et al., 2014). Através da administração oral ou intravenosa, esses pró-fármacos sofrem 

conversão em sua forma reativa através da via do citocromo P450 no fígado, sendo seu 

efeito anti-agregante devido à inibição irreversível do receptor P2Y (LECKA, RANA & 

SEVIGNY, 2010). 

Um estudo realizado com administração em concentrações terapêuticas dos pró-

fármacos dessas drogas, mostrou que ambas foram capazes de reduzir a capacidade 

das células endoteliais vasculares em prevenir a agregação plaquetária por inibir em 80% 

a hidrólise de ADP como resultado da inibição da NTPDase1 de humanos, sendo que as 

outras isoformas de membrana não foram afetadas. Uma vez que a NTPDase1 é inibida, 

a hidrólise do nucleotídeo pró-agregante ADP não é realizada e, com o seu acúmulo, o 
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processo de agregação plaquetária é favorecido (LECKA, RANA & SEVIGNY, 2010). 

Alguns anos depois, o mesmo grupo comprovou a inibição específica da isoforma 

NTPDase1 pela ticlopidina, uma vez que essa substância apresenta maior facilidade de 

solubilização do que o clopidogrel. A atividade ADPásica de células COS-7 transfectadas 

expressando NTPDase1 ou HUVEC intactas foi fortemente inibida pela ticlopidina na 

concentração de 100 µM apresentando 86% e 99% de inibição, respectivamente. A droga 

também foi capaz de inibir a NTPDase1 de camundongos e a apirase de batata, não 

afetando a NTPDase2, NTPDase3 e NTPDase8 de humanos na mesma concentração 

(LECKA et al., 2014). 

Apesar desses pró-fármacos não poderem ser utilizados como inibidores da 

NTPDase1 de humanos devido à sua conversão hepática a um produto antagonista do 

receptor P2Y12, eles possuem inúmeras vantagens como ferramenta no estudo das 

NTPDases (LECKA et al., 2014). 

Figura 6. Estruturas químicas da ticlopidina e clopidogrel. (Adaptado de QUINN & FITZGERALD, 

1999) 

 

1.3.4 Inibidores derivados de plantas  

 

A tapsigargina (Figura 7), uma lactona sesquiterpênica derivada de Thapsia 

garganica L. (Apiaceae), possui ação inibitória irreversível sobre a bomba Ca2+ ATPase 

do retículo endoplasmático, também denominada SERCA (LYTTON, WESTLIN & 

HANLEY, 1991). A inibição dessa enzima afeta diretamente a concentração do Ca2+ 

citosólico, uma vez que esta é responsável por bombear os íons cálcio do citosol para o 

retículo endoplasmático. Quando bloqueada, pode afetar o balanço de Ca+2 na célula e 

promover apoptose através de uma reação em cascata, o que faz seu uso muito 

promissor contra células tumorais (DOAN et al., 2015). A inibição da enzima SERCA 

promovida pela tapsigargina despertou interesse na investigação de seu potencial 
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inibitório sobre as NTPDases. Sendo assim, Martins, Torres e Ferreira testaram seu 

potencial sobre a NTPDase do tegumento de Schistosoma mansoni demonstrando 

inibição máxima de 75% de sua atividade ATPásica na concentração de 300 µM, a 

atividade ADPásica no entanto, não foi afetada (MARTINS, TORRES & FERREIRA, 

2000). Em contraste com os resultados observados anteriormente, ao testar o potencial 

inibitório da tapsigargina sobre SmATPDase1 recombinante Da’dara e colaboradores 

encontraram apenas 20% de inibição sobre a atividade ATPásica, e 5% de inibição sobre 

a atividade ADPásica da enzima (DA'DARA et al., 2014). 

A cardamonina (Figura 7), uma chalcona isolada de Piper aduncum L. 

(Piperaceae) foi recentemente testada em relação ao seu potencial de inibição sobre as 

isoformas de ATP difosfohidrolase de S. mansoni, promovendo 82% de inibição sobre a 

atividade ATPásica da NTPDase, enquanto a atividade ADPásica permaneceu inalterada 

(DE CASTRO et al., 2015). 

 
Figura 7. Estruturas químicas da tapsigargina e do cardamonina. (Adaptado de DOAN et al., 
2014 e NIU et al., 2015) 
 

 Existe uma necessidade emergente da disponibilidade de inibidores das 

NTPDases principalmente para o mapeamento dos mecanismos e das consequências 

associadas com a liberação de nucleotídeos. Além de permitir a investigação dos papéis 

patofisiológicos relacionados às NTPDases contribuindo para a elucidação de novos 

fármacos com potencial de tratamento para uma vasta gama de doenças (AL-RASHIDA 

& IQBAL, 2014).  

A apirase de S. tuberosum, ferramenta de estudo deste trabalho, apresenta 

grandes vantagens como ferramenta de estudo das NTPDases, principalmente das 
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isoformas secretadas. Seu processo de purificação é relativamente simples e permite a 

recuperação de quantidades satisfatórias de proteína, com elevado grau de pureza. Sua 

alta atividade hidrolítica permite visualização clara e objetiva do efeito de compostos 

inibidores. Assim, a inibição dessa enzima pode servir como processo de triagem para 

elucidação de novos compostos capazes de exercer ação específica sobre as 

NTPDases. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Purificar e caracterizar a apirase de Solanum tuberosum como ferramenta 

biotecnológica, validando sua aplicação como modelo na busca de novos inibidores das 

enzimas da família das ATP difosfohidrolases. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Padronizar a técnica de extração e purificação da apirase de Solanum tuberosum; 

b) Realizar ensaios enzimáticos de inibição da atividade com frações derivadas de 

diversas espécies vegetais, além de substâncias quimicamente sintetizadas sobre a 

apirase de Solanum tuberosum. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 PURIFICAÇÃO DA APIRASE DE BATATA Solanum tuberosum 

 

Figura 8. Esquema do processo de purificação da apirase de Solanum tuberosum. 
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A purificação de apirase de batata S. tuberosum, de origem comercial, foi realizada 

baseado em métodos previamente descritos (TRAVERSO-CORI, A., CHAIMOVICH & 

CORI, 1965;  TRAVERSO-CORI, AÍDA, TRAVERSO & REYES, 1970;  VALENZUELA et 

al., 1973) e com modificações. Batatas da variedade Desirée foram obtidas em um 

supermercado local. Aproximadamente 5 kg de batatas foram descascadas, pesadas, 

cortadas em cubos e trituradas em liquidificador com adição de ácido tioglicólico 10 mM 

para inibição da ação das tirosinases. O extrato foi submetido à agitação durante 10 

minuto, filtrado com o auxílio de gaze para eliminação dos resíduos sólidos e submetido 

à centrifugação a 8.000 rpm (11.860 g) por 15 minutos para remoção do amido, o 

sobrenadante foi mantido e o precipitado foi descartado.  

Na segunda etapa, o volume do sobrenadante foi medido e quantidade suficiente 

de sulfato de amônio foi lentamente adicionado para se obter uma saturação de 40%, a 

solução teve o pH corrigido para 4,0 com hidróxido de amônio 2 N ou ácido sulfúrico 1 N 

e foi submetida à agitação branda por 30 minutos para equilíbrio do sistema. Procedeu-

se à centrifugação a 8.000 rpm (11.860 g) por 15 minutos, o precipitado foi descartado e 

o sobrenadante foi mantido. Em seguida, foi adicionado quantidade suficiente de sulfato 

de amônio para se obter uma saturação de 70%, a solução foi então submetida à agitação 

branda por 30 minutos para equilíbrio do sistema e procedeu-se novamente à 

centrifugação a 8.000 rpm (11.860 g) por 15 minutos, mas dessa vez o precipitado foi 

mantido e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em ácido 

tioglicólico 10 mM em volume correspondente a 10% do extrato bruto. Esse procedimento 

foi feito três vezes, na segunda vez o precipitado foi ressuspendido em volume 

correspondente a 2% do extrato bruto e na terceira vez o precipitado foi ressuspendido 

em volume correspondente a 0,5%. 

A amostra obtida pelo processo de precipitação com sulfato de amônio foi aplicada 

em coluna de filtração em gel Sephadex G-25 (2,4 cm x 20,0 cm; bed volume: 90 mL) e 

posteriormente Sephadex G-100 (2,4 cm x 50,0 cm; bed volume: 226 mL), sendo eluídas 

com solução succinato de potássio 50 mM pH4,0, KCl 400 mM e ácido tioglicólico 1 mM. 

O volume morto foi desprezado e frações foram coletadas em tubos de ensaio. Para 

verificação da existência do pico as frações foram submetidas à medida de densidade 
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óptica a 280 nm em espectrofotômetro e à medida de atividade ATPásica pelo Método 

de Taussky e Shorr (1953). As frações com atividade foram reunidas e aplicadas em 

coluna de troca iônica carboximetilcelulose CMC (2,4 cm x 10,0 cm; bed volume: 70 mL) 

e eluídas com solução de succinato de potássio 50 mM pH 6,0 e KCl 1 M. Procedeu-se 

à realização da medida de densidade óptica a 280nm em espectrofotômetro e a medida 

de atividade ATPásica. As frações com atividade foram reunidas e submetidas a diálise 

contra tampão succinato de potássio 50 mM pH6,0 por 48 horas, com uma troca de 

solução após 24 horas. O volume obtido no final do processo foi aliquotado em frascos 

pequenos de antibióticos previamente higienizados e submetido a liofilização em 

liofilizador. 

O rendimento da purificação foi verificado ao longo do processo através de 

dosagem de proteínas, análise da atividade enzimática e eletroforese em gel de 

poliacrilamida. A identidade da proteína foi avaliada e confirmada por western blotting e 

espectrometria de massas. 

 

3.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NÃO DESNATURANTE E 

VERIFICAÇÃO DA ATIVIDADE FOSFOHIDROLÍTICA 

 

 Alíquotas de 10 μg de apirase de batata foram solubilizadas em tampão de 

amostra composto por Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, glicerol 10%, deoxicolato de sódio (DOC) 

0,2%, Triton X-100 0,2% e azul de bromofenol. As amostras foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 6% com Triton X-100 0,1% e DOC 0,1% e submetidas à eletroforese 

inicialmente a 130V e subsequentemente a 100V por aproximadamente 3 horas usando 

o sistema Mini Protean III (BioRad). Após a corrida, o gel foi dividido ao meio e lavado 

duas vezes com tampão MOPS 50 mM pH 7,4 durante 20 minutos. Os géis foram 

incubados com MOPS 50 mM pH7,4, suplementado com CaCl2 10 mM e ATP 5 mM em 

estufa a 37ºC. Após 1 hora de incubação, a atividade fosfohidrolítica foi detectada pela 

formação de precipitado de fosfato de cálcio no gel e fotografada sobre um fundo escuro. 
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3.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA GRADIENTE 8-16% E 

WESTERN BLOTTING 

 

 Alíquotas de apirase de batata (10 µg) foi solubilizada em tampão de amostra, 

aquecida por 5 minutos a 95ºC e aplicada em um gel de gradiente 8-16% de 

poliacrilamida (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden), utilizando padrão de 

Massa molecular pré-corado como referência. A corrida foi realizada por cerca de duas 

horas a 100V em sistema de eletroforese Amersham ECL Gel Box. Após a corrida, o gel 

foi dividido ao meio, sendo metade submetida à coloração pelo azul de Comassie (azul 

de Comassie 1% (m/v), ácido acético glacial v30% e metanol 40%) e a outra metade 

submetida à eletrotransferência para membrana de nitrocelulose em sistema Mini Trans-

Blot III (BioRad) por 1 hora. Após a eletrotransferência, a membrana foi cortada em tiras, 

bloqueada por 2 horas com tampão fosfato (PBS), caseína 3% e tween 20 0,1% e 

incubadas com anticorpos anti-apirase de batata produzidos em camundongos na 

diluição 1:250, 1:500, 1:1000 e 1:2000. Os ensaios foram revelados por 

quimioluminescência utilizando anticorpos secundários anti-IgG de camundongo 

conjugados à peroxidase na diluição 1:500 (Bethyl Laboratories INC, TX, USA) e luminol 

como substrato, seguido de exposição a filmes de raio-X de acordo com as instruções do 

fabricante (ECL Western Blotting System, GE Healthcare Life Sciences, Brasil). 

 Para obtenção dos soros anti-apirase de camundongos fêmeas de camundongos 

C57BL/6 foram adquiridas do centro de Biologia da Reprodução (CBR), localizado no 

Instituto Ciências Biológicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Estes 

camundongos, com sete semanas de vida e cerca de 22 g, receberam duas doses de 

apirase de batata (10 µg) via intraperitoneal, com intervalo de quinze dias. A apirase de 

batata foi emulsificada em adjuvante completo de Freund para o primeiro inóculo, e em 

adjuvante incompleto de Freund para o segundo inóculo. Amostras de sangue foram 

obtidas antes do primeiro inóculo e após 7 dias do último inóculo por coleta através do 

plexo retro-orbital, com auxílio de pipeta de Pasteur. As amostras de soro imune obtidas 

por centrifugação foram estocados a -20°C. A obtenção destes soros foi aprovada pelo 

comitê de ética em Experimentação animal da Universidade Federal de Juiz de Fora sob 

o protocolo n°025/2012. 
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3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

As bandas visualizadas no gel de poliacrilamida de gradiente foram excisadas e 

submetidas a análise por espectrometria de massas. Após a realização da digestão do 

gel e da obtenção dos peptídeos trípticos, estes foram ressuspensos em 20 µL de solução 

de ácido trifluoroacético 0,1% (TFA, Fluka®) e transferidos para vial com insert de 150 µL. 

Um volume de 5 µL foram injetados utilizando o sistema nanoUHPLC UltiMate® 3000 

(Dionex®) equipado com coluna Nano-Trap Acclaim PepMap100 C18 (100 µM i.d. × 2 cm, 

5 µM, 100 Å; Thermo Scientific®) e coluna capilar Acclaim PepMap100 C18 RSLC (75 µM 

i.d. × 15 cm, 2 µM, 100 Å; Thermo Scientific®). Primeiramente, os peptídeos são retidos 

no trap utilizando fase móvel composta de ACN 2% com TFA 0,05% e, após 3 minutos, 

são eluídos a uma vazão de 3 µL.min-1. Estes peptídeos eluídos previamente são então 

submetidos à separação cromatográfica em coluna C18. Pata tal, utilizou-se fase móvel 

com vazão de 0,300 µL.min-1, sendo composta por: (A) ácido fórmico 0,1% e, (B) ACN 

80%, ácido fórmico 0,1%, sob modo gradiente de 4 a 90% de B em 43 min, à 40°C. 

O sistema nano UHPLC é acoplado ao instrumento Q-Exactive (Thermo 

Scientific®, Bremen, Alemanha) através da fonte Nanospray Flex Ion (Thermo Scientific), 

realizando a análise por espectrometria de massas dos peptídeos eluídos. Esta fonte é 

equipada com emitter de aço-inoxidável nano-bore (150 µM o.d. × 30 µM i.d., Proxeon, 

Thermo Scientific®), operou sob voltagem de 1,9 kV, no modo positivo e temperatura de 

250°C. Realizou-se varredura no modo scan com uma resolução de 70.000 com tempo 

máximo de injeção de 100 ms e acúmulo de íons no valor de 3×106. Neste equipamento 

a fragmentação dos íons ocorre na cela de higher-energy collisional dissociation (HCD) 

e, neste método selecionou-se os 12 íons mais intensos monitorados na faixa de 300-

2.000 m/z, com carga ≥ 2 e ≤ 5, que foram isolados em uma faixa de 2 m/z antes de 

serem fragmentados, com energia de colisão normalizada em 30 V. Os espectros MS/MS 

gerados foram adquiridos com resolução de 17.500, tempo máximo de injeção de 150 ms 

e acúmulo de íons no valor de 5×105 íons. O tempo de exclusão utilizado foi de 40 

segundos. 
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3.4.1 Análise de dados 

 

Após a obtenção dos espectros de massas, este conjunto de dados foi submetido 

à busca em banco de dados utilizando o software Proteome Discoverer (versão 1.4, 

Thermo Scientific®). Para isso, utilizou-se o workflow com sistema de busca via 

SequestHT com event detector e precursor ions area detector, para quantificação por 

label-free. Os parâmetros de busca incluíram: (i) enzima: tripsina/P; (ii) número máximo 

de sítio de clivagem perdidos = 2; (iii) carbamidometilação (C), como modificação 

estática; (iv) oxidação de metionina e acetilação N-terminal, como modificações 

dinâmicas; (v) tolerância de massa de 10 ppm para íons parentais e de 0,1 Da para os 

fragmentos.  

Como banco de dados para a realização da busca utilizou-se o banco de Solanum 

tuberosum revisado disponível no servidor Uniprot (www.uniprot.org), contendo 528 

sequências. Após a busca, foram consideradas como identificadas apenas as proteínas 

que apresentaram peptídeos com confiabilidade de no mínimo 5% (false discovery rate) 

e com o mínimo de dois peptídeos únicos. 

 

3.5 ENSAIOS DE INIBIÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA DA APIRASE DE BATATA 

 

3.5.1 Grupos de substâncias e frações testadas 

 

 As substâncias e frações analisadas neste estudo foram cedidas pelo Núcleo de 

Identificação e Pesquisa de Princípios Ativos Naturais (NIPPAN/UFJF) e pelo Núcleo de 

Pesquisa em Doenças Negligenciadas (NPDN/USP). 

As substâncias purificadas, ou seja, compostos com o massa molecular definida, 

foram pesadas em balança analítica Shimadzu AX200 e empregadas para obtenção de 

uma concentração estoque 5 mM, sendo diluídas em água destilada ou DMSO. A partir 

da solução estoque, diluições seriadas foram realizadas para obtenção das seguintes 

concentrações: 1 mM, 0,5 mM, 0,25 mM, 0,125 mM, 0,0625 mM e 0,03125 mM. As 

frações derivadas de extrações vegetais, por sua vez, também foram pesadas na 

quantidade padronizada de 1 mg e submetidas a diluições seriadas para obtenção das 
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seguintes concentrações: 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,0625 

mg/mL e 0,03125 mg/mL. 

 

Tabela 1. Substâncias testadas no screening separadas por grupos. 

Código Nome químico 
Massa 

pesada 
Estrutura química 

Grupo 1: Chalconas  

A6 

(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-

fenilprop-2-en-1-ona 

(C15H12O2) 

 Massa molecular: 224,25 

g/mol 

0,001121g 

 

A7 

(E)-1-(4-hidroxifenil)-3-

fenilprop-2-en-1-ona 

(C15H12O2) 

Massa molecular: 224,25 

g/mol 

0,001121g 

 

A8 

(E)-1-(2-hidroxi-4,6-

dimetoxifenil)-3-fenilprop-2-

en-1-ona 

(C17H16O4) 

Massa molecular: 284,31 

g/mol 

0,001421g 

 

A44 

(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-

metoxifenil)prop-2-en-1-ona 

(C16H14O3) 

Massa molecular: 254,28 

g/mol 

0,001271g 

 

A45 

(E)-1-(2,6-diidroxifenil)-3-

fenilprop-2-en-1-ona 

(C15H12O3) 

0,001201g 
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Massa molecular: 240,25 

g/mol 

A46 

(E)-1-(2-hidroxi-4-

metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-

1-ona 

(C16H14O3) 

Massa molecular: 254,28 

g/mol 

0,001271g 

 

A47 

(E)-1-(2-hidroxi-4-

metoxifenil)-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 

(C19H20O6) 

Massa molecular: 344,36 

g/mol 

0,001722g 

 

A48 

(E)-1-(2-hidroxi-4,6-

dimetoxifenil)-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 

(C20H22O7) 

Massa molecular: 374,38 

g/mol 

0,001772g 

 

Grupo 2: Outras substâncias puras  

A10 

Santina 

(C18H16O7) 

Massa molecular: 344,32 

g/mol 

0,001721g 

 

A11 

Apigenina 

(C15H10O5) 

Massa molecular: 270,24 

g/mol 

0,001351g 
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A33 

Hidroxipelenolídeo 

(C15H24O3) 

Massa molecular: 252,35 

g/mol 

0,001262g 

 

A35 

Artemetina 

(C20H20O8) 

Massa molecular: 388,37 

g/mol 

0,001400g 

 

A43 

Glaucolídeo A 

(C23H28O10) 

Massa molecular: 464,47 

g/mol 

0,002200g 

 

Grupo 3: Aristolochia cymbifera, Solidago microglossa  

A2 
Extrato bruto raiz Aristolochia 

cymbifera 
0,001g -------- 

A3 
Extrato bruto raiz Solidago 

microglossa 
0,001g --------- 

A50 
Artemetina/hidroxipelenolídeo 

5:1 
0,001g --------- 

Grupo 4: Artemisia absinthium  

A5 Lavado DCM 0,001g --------- 

A32 Óleo essencial 0,001g --------- 

A34 Extrato bruto raiz 0,001g --------- 

Grupo 5: C. parthenium  

A9 Extrato bruto 0,001g --------- 

Grupo 6: Vernonia polyanthes  

A12 Lavado clorofórmico 0,001g --------- 

A13 Macerado metanólico 0,002g --------- 

A49 Lavado foliar DCM 0,001g --------- 
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Grupo 7: Achyroline satureoides  

A14 Lavado clorofórmico 0,001g --------- 

A15 Macerado metanólico 0,002g --------- 

Grupo 8: Bidens pilosa  

A16 Lavado clorofórmico 0,001g --------- 

A17 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 9: Equisetum arvense  

A18 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A19 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A37 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 10: Arrabidae chica  

A20 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A21 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A41 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 11: Kalanchoe brasiliensis  

A22 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A23 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A42 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 12: Solanum lycocarpum  

A24 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A25 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A36 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 13: Solanum paniculatum  

A26 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A27 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A40 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 14: Pothomorphe umbellata  

A28 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A29 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A39 Macerado metanólico 0,001g --------- 
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Grupo 15: Smilax áspera  

A30 Macerado hexânico 0,001g --------- 

A31 Macerado clorofórmico 0,001g --------- 

A38 Macerado metanólico 0,001g --------- 

Grupo 16: Ticlopidina, Cu(isapn) e Aceturato de diminazeno 

Ticlopidina Ticlopidina 0,001g 

 

Cu(isapn) [Cu(Isapn)]+2 0,001g 

 

Diminazeno Aceturato de diminazeno 0,001g 

 

 

3.5.2 Ensaios de inibição enzimática 

  

O produto da atividade enzimática foi avaliado de acordo com o método modificado 

de Taussky & Shorr (1953). No ensaio de triagem, 0,6 ng de apirase de batata purificada 

foi adicionada ao meio de reação contendo 166,4 µl de água deionizada, 50 µl de tampão 

succinato 5x concentrado e 25 µl da droga de interesse totalizando um volume de 250 µl. 

As amostras foram analisadas em duplicata. Os tubos foram incubados durante 10 

minutos em banho-maria a 37ºC para estabilização do sistema e a reação foi disparada 

com a adição de 7,5 µl de ATP 0,1 M. Após 10 minutos a reação foi interrompida pela 

adição de 250 µl de HCl 0,1 N. A quantidade de fosfato inorgânico (Pi) liberado foi 

determinada pela adição de 500 µl de reagente de cor (FeSO4, H2SO4, molibdato de 

amônio e água deionizada), e realizou-se a medida da densidade óptica em 660nm. 
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 As concentrações finais de droga testadas após adição ao meio de reação foram: 

100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM e 3,125 µM. Em cada ensaio, para cada 

concentração foram realizadas duplicatas do grupo branco, em que a amostra proteica é 

adicionada após o término da reação, e duplicatas do grupo teste, em que a amostra 

proteica já se encontra adicionada ao meio de reação quando a mesma é disparada. 

 

3.5.3 Cálculo da inibição 

 

 Para cada experimento, foram realizadas uma atividade enzimática basal 

(controle) ou atividade enzimática em DMSO em cada concentração, caso a droga 

estivesse solubilizada neste solvente. A partir deste valor, a atividade residual encontrada 

para cada droga foi subtraída da atividade enzimática basal e assim obteve-se o 

percentual de inibição da atividade enzimática de cada teste. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (𝑛𝑚𝑜𝑙𝑃𝑖.𝑚𝑔−1.𝑚𝑖𝑛−1) =
𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑡𝑒𝑠𝑡𝑒 − 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑏𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝑐𝑜𝑛𝑐.𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎/𝑚é𝑑𝑖𝑎𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎/𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜𝑖𝑛𝑐𝑢𝑏𝑎çã𝑜
 

 

𝐼𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 (%) = 100 − (
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑑𝑟𝑜𝑔𝑎

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑛𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜
) 𝑥 100 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 GRÁFICOS DE CONTEÚDO PROTEICO E ATIVIDADE ADPÁSICA DAS ETAPAS 

DE PURIFICAÇÃO DA APIRASE DE Solanum tuberosum 

 

 Para realização da purificação, a fração proveniente do processo de precipitação 

com sulfato de amônio foi submetida a passagem em três colunas, duas de gel filtração 

(G-25 e G100) e uma de troca iônica (CMC). As frações recolhidas de cada uma das 

colunas foram lidas em espectrofotômetro a 280 nm para estimativa do conteúdo protéico 

e analisadas em 660 nm após verificação da atividade ADPásica, realizada de acordo 

com o  método de Taussky & Shorr (1953), com adaptações. Um gráfico foi construído 

com os valores obtidos para cada um dos parâmetros utilizados (Figura 9, Figura 10 e 

Figura 11) e, a partir destes gráficos, foi possível selecionar as frações com conteúdo 

proteico e atividade ADPásica satisfatórias para submeter as amostras as etapas 

seguintes. Na coluna G-25, as frações 4 a 20 foram reunidas e aplicadas na coluna 

Sephadex G-100. Na coluna G-100, as frações 9 a 30 foram reunidas e aplicadas na 

coluna de troca-iônica CMC. E por fim, as frações 1 a 24 foram reunidas e submetidas à 

liofilização. 
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Figura 9. Gráfico do conteúdo proteico e da atividade ADPásica referentes às frações obtidas da 
coluna Sephadex G-25. As frações 4 a 20 foram selecionadas e aplicadas na coluna de Sephadex 
G-100. 

 

 

Figura 10. Gráfico do conteúdo proteico e da atividade ADPásica referentes às frações obtidas 
da coluna Sephadex G-100. As frações 9 a 30 foram selecionadas e aplicadas à coluna de troca-
iônica CMC. 

 

 

Figura 11. Gráfico do conteúdo proteico e da atividade ADPásica referentes às frações obtidas 
da coluna de troca iônica Carboximetilcelulose (CMC). As frações 1 a 24 foram reunidas e 
submetidas à liofilização. 
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4.2 IDENTIFICAÇÃO DA NTPDase DE Solanum tuberosum POR SDS-PAGE E 

WESTERN BLOTTING UTILIZANDO SOROS DE CAMUNDONGOS IMUNIZADOS 

COM APIRASE DE BATATA 

 

Após o processo de purificação da NTPDase de S. tuberosum, alíquotas de 1 μg, 

5 μg, 10 μg, 20 μg e 50 µg de proteína foram submetidas a separação por SDS-PAGE em 

gel de poliacrilamida 12% (Figura 12). É possível observar a presença de duas bandas 

majoritárias na coloração por Comassie (Figura 12), de aproximadamente 50 kDa e 17 

kDa, compatíveis com a massa predita para a apirase de batata.  

 

Figura 12. Avaliação do conteúdo proteico obtido após purificação da apirase de batata 

por SDS-PAGE. Amostras de apirase da batata purificada (1 μg, 5 μg, 10 μg, 20 μg e 50 μg) 

foram separadas por gel de poliacrilamida 12% e coradas com Comassie blue. A presença de 

duas bandas marcadas na região de  50 kDa e 17 kDa  revelam a pureza da amostra obtida 

pela purificação. 

 

A confirmação da identidade da proteína foi possível após a avaliação da 

reatividade da amostra por western blotting. Alíquotas de 10 µg de proteína foram 

separadas por gel de poliacrilamida gradiente 8-16%, eletrotransferidas para membrana 

de nitrocelulose e reveladas por western blotting utilizando soros de camundongos 

imunizados com apirase de batata. A coloração por comassie blue revelou a presença de 
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uma banda majoritária no gel de gradiente com aproximadamente 17 kDa (Figura 13, tira 

1). Após a execução da técnica de western blotting, o soro policlonal anti-apirase de 

batata foi capaz de revelar bandas nas alturas de aproximadamente 47 kDa e 37 kDa em 

todas as diluições testadas (1:250 até 1:2000; Figura 13, tiras 2,3,4,5), confirmando a 

presença de isoformas de apirase de batata na amostra após a purificação. 

 

Figura 13. Identificação da apirase de batata pela técnica de Western Blotting. Amostras de 
apirase da batata purificada (10 μg) foram separadas por gel de gradiente em poliacrilamida 8-
16%, coradas com Comassie (1) ou eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose e 
reveladas com anticorpos anti-apirase de batata produzidos em camundongos C57/BL6 nas 
diluições 1:250 (2), 1:500 (3), 1:1000 (4) e 1:2000 (5), confirmando a presença da enzima 
purificada. A imunorreatividade foi revelada por quimioluminescência, usando-se anticorpos 
secundários anti-IgG de camundongo acoplados a peroxidase na diluição 1:5.000 e luminol como 
substrato. P: padrão de massa molecular. 

 

As bandas de aproximadamente 48 e 17 kDa, similares as detectadas pela análise 

por western blot foram excisadas do gel e preparadas para análise por LC-MS/MS. Os 

peptídeos trípticos e as proteínas contidas nas bandas do gel foram identificados 

utilizando o programa SEQUEST. A análise dos peptídeos obtidos através da banda de 

48 kDa mostrou 2 peptídeos (4,41%) que correspondem a peptídeos presentes na 

sequência da apirase de S. tuberosum (Figura 14). Na banda de 17 kDa foi identificado 

apenas um peptídeo que pode ser identificado como proveniente da apirase de S. 

tuberosum (Figura 14). 
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MLNQNSHFVFTILAIFLVLPLSLLSKNVDAQIPLRRHLLSHESEHYAVIFDAGSTGSRVHVFRFDEKLGL 

LPIGNNIEYFMATEPGLSSYAEDPKAAANSLEPLLDGAEGVVPQELQSETPLELGATAGLRMLKGDAAEK 

ILQAVRNLVKNQSTFHSKDQWVTILDGTQEGSYMWAAINYLLGNLGKDYKSTTATIDLGGGSVQMAYAIS 

NEQFAKAPNNEDGEPYVQQKHLMSKDYNLYVHSYLNYGQLAGRAEIFKASRNESNPCALEGYDGYYSYGG 

VDYKVKAPKKGSSWKRCRRLTRHALKINAKCKIEECTFNGVWNGGGGDGQKNIHASSFFYDIGAQVGIVD 

TKFPSALAKPIQYLNAAKVACQTNVADIKSIFPKTQDRNIPYLCMDLIYEYTLLVDGFGLNPHKEITVIH 

DVQYKNYLVGAAWPLGCAIDLVSSTTNKIRVASS 

 
Figura 14. Localização dos peptídeos detectados pela técnica de espectrometria de 
massas na sequência FASTA da apirase de Solanum tuberosum (Número de acesso: 
P80595). As bandas proteicas de aproximadamente 48 e 17 kDa foram excisadas do gel, 
submetidas ao tratamento para reduzir e alquilar as proteínas seguida de digestão enzimática 
utilizando tripsina. Os peptídeos trípticos foram submetidos a análise por LC-MS/MS e as 
proteínas contidas nas bandas do gel foram identificadas utilizando o programa SEQUEST. As 
sequências identificadas na banda de 48 kDa estão destacadas em cinza, e a sequência 
identificadas na banda de 17 kDa estão destacadas em preto. 

 

4.3 ELETROFORESE EM GEL NÃO-DESNATURANTE E VERIFICAÇÃO DA 

ATIVIDADE FOSFOHIDROLÍTICA DA PROTEÍNA PURIFICADA 

 

 Alíquotas de 10 µg da proteína foram submetidas a eletroforese não-desnaturante 

para detecção da atividade fosfohidrolítica da enzima purificada. Foi possível observar a 

presença de depósito de fostato de cálcio em uma região do gel incubado com ATP 

(Figura 15, A) e ADP (Figura 15, B), indicando a preservação da atividade fosfohidrolítica 

da enzima de interesse após o processo de purificação. 
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Figura 15.  Atividade fosfohidrolítica da apirase de batata em gel não desnaturante. 
Alíquotas de apirase da batata purificada (10μg) foram solubilizadas em DOC e Triton x100 e 
submetidas a corrida eletroforética em gel não desnaturante. Após a corrida, o gel foi lavado e 
incubado por 15h a 37°C em meio reação padrão com 10mM de CaCl2 e 5mM do substrato ATP 
(A) ou ADP (B). Depósitos brancos de fosfato de cálcio foram visualizados como resultado da 
hidrólise dos nucleotídeos pela enzima. Os géis foram fotografados contra um fundo escuro. 
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4.4 TESTES DE INIBIÇÃO DA ATIVIDADE FOSFOHIDROLÍTICA DA APIRASE DE 

Solanum tuberosum UTILIZANDO FRAÇÕES E SUBSTÂNCIAS ISOLADAS 

PROVENIENTES DE DIFERENTES ESPÉCIES VEGETAIS 

 

 O processo de triagem foi realizado pelo método de Taussky & Shorr (1953) 

utilizando a proteína na concentração de 0,6 ng. A reação foi incubada a 37ºC durante 

10 minutos antes da adição do substrato, com o intuito de estabilizar o sistema. 

Inicialmente, foi realizada uma curva da atividade fosfohidrolítica variando-se a 

concentração de ATP e ADP, com o intuito de definir a concentração que seriam 

utilizadas nos ensaios de inibição subsequentes (Figura 16). Foi possível observar que 

somente as concentrações de 8, 9 e 10 mM de ATP apresentaram uma taxa de 

decrescimento significativa. Após a realização deste ensaio, ficou definido que a 

concentração utilizada seria a de 3mM, uma vez que os gráficos não apresentaram 

variações significativas da atividade nas outras concentrações para qualquer um dos 

substratos avaliados, ATP ou ADP. 

  

Figura 16. Curva de padronização da quantidade de substrato ideal para os ensaios 
de inibição enzimática. Alíquotas de 0,6 ng de apirase de bata purificada foram 
incubadas com os nucleotíteos ATP e o ADP em concentrações crescentes (1 mM a 10 
mM) para avaliação das melhores condições de ensaio a 37ºC.  Após o tempo de 
incubação a reação foi parada pela adição de àcido sulfúrico a 4 N. A leitura foi realizada 
após incubação com o regante de cor e a reação foi lida em 660 nm. Após 10 minutos de 
incubação com a enzima o teor de Pi liberado, fosfato inorganico, medido não sofreu 
grandes oscilações. 
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Em paralelo, foram selecionadas duas substâncias em concentrações 

previamente definidas, para avaliação da influência do tempo de incubação na atividade 

fosfohidrolítica da apirase de S. tuberosum (Figura 17). As amostras foram incubadas 

com ATP e a reação foi interrompida de 1 a 10 minutos após o disparo. Foi possível 

observar que não houveram variações significativas entre o tempo de incubação, dessa 

forma o tempo de escolha para avaliação dos próximos ensaios foi de 10 minutos. 

 

Figura 17. Avaliação da influência do tempo de incubação das substâncias 
Cu(isapn) 1µM e A45 25µM na atividade fosfohidrolítica. Alíquotas de 0,6 ng de 
apirase de bata purificada foram incubadas com as susbtancias Cu(isapn) – 1 µM - e A45 
– 25 µM – e 3 mM de ATP a 37°C, com variação de tempo de incubação de 1 a 10 
minutos. Após o tempo de incubação a reação foi parada pela adição de àcido sulfúrico 
a 4 N. A leitura foi realizada após incubação com o reagente de cor e a reação foi lida em 
660 nm. Não havendo influencia direta do tempo de incubação no perfil de hidrólise 
observado. 
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Tabela 2. Resultado final do processo de screening de substâncias e frações sobre a 
apirase de Solanum tuberosum separadas por grupos. 

Droga Descrição Resultado 

Grupo 1: Chalconas 

A6 (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Inibição 

A7 (E)-1-(4-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Sem inibição 

A8 (E)-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Inibição 

A44 (E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona Sem inibição 

A45 (E)-1-(2,6-diidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Inibição 

A46 (E)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona Sem inibição 

A47 
(E)-1-(2-hidroxi-4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)prop-2-

en-1-ona 
Inibição 

A48 
(E)-1-(2-hidroxi-4,6-dimetoxifenil)-3-(3,4,5-

trimetoxifenil)prop-2-en-1-ona 
Sem inibição 

Grupo 2: Outras substâncias puras 

A10 Satin Sem inibição 

A11 Apigenin Sem inibição 

A33 Hidroxipelenolídeo Inibição 

A35 Artemetina Sem inibição 

A43 Glaucolídeo A Sem inibição 

Grupo 3: Aristolochia cymbifera, Solidago microglossa 

A2 Extrato bruto raiz Aristolochia cymbifera Inibição 

A3 Extrato bruto raiz Solidago microglossa Sem inibição 

A50 Artemetina/hidroxipelenolídeo 5:1 Inibição 

Grupo 4: Artemisia absinthium 

A5 Lavado DCM Sem inibição 

A32 Óleo essencial Sem inibição 

A34 Extrato bruto raiz Sem inibição 

Grupo 5: C. parthenium 

A9 Extrato bruto Sem inibição 

Grupo 6: Vernonia polyanthes 
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A12 Lavado clorofórmico Sem inibição 

A13 Macerado metanólico Sem inibição 

A49 Lavado foliar DCM Inibição 

Grupo 7: Achyroline satureoides 

A14 Lavado clorofórmico Sem inibição 

A15 Macerado metanólico Sem inibição 

Grupo 8: Bidens pilosa 

A16 Lavado clorofórmico Sem inibição 

A17 Macerado metanólico Sem inibição 

Grupo 9: Equisetum arvense 

A18 Macerado hexânico Sem inibição 

A19 Macerado clorofórmico Inibição 

A37 Macerado metanólico Inibição 

Grupo 10: Arrabidae chica 

A20 Macerado hexânico Sem inibição 

A21 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A41 Macerado metanólico Inibição 

Grupo 11: Kalanchoe brasiliensis 

A22 Macerado hexânico Inibição 

A23 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A42 Macerado metanólico Inibição 

Grupo 12: Solanum lycocarpum 

A24 Macerado hexânico Sem inibição 

A25 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A36 Macerado metanólico Sem inibição 

Grupo 13: Solanum paniculatum 

A26 Macerado hexânico Sem inibição 

A27 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A40 Macerado metanólico Sem inibição 

Grupo 14: Pothomorphe umbellata 
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A28 Macerado hexânico Sem inibição 

A29 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A39 Macerado metanólico Inibição 

Grupo 15: Smilax áspera 

A30 Macerado hexânico Inibição 

A31 Macerado clorofórmico Sem inibição 

A38 Macerado metanólico Sem inibição 

Grupo 16: Ticlopidina, Cu(isapn) e Diminazene 

TICLO Ticlopidina Inibição 

Cu(isapn) [Cu(Isapn)]+2 Inibição 

DIMI Aceturato de diminazeno Inibição 

 

O grupo 1 apresentou resultados positivos para algumas das drogas analisadas 

quanto ao potencial de inibição da apirase de batata (Figura 18). A substância A6 (Figura 

18) apresentou percentual de inibição de 10,60% para a concentração de 6.25 µM, 

28,80% para a concentração de 25 µM, e 0% para as demais concentrações, não sendo 

possível observar uma tendência dose-dependente. A substância A8 (Figura 18) 

apresentou uma relação dose-dependente à partir da concentração de 12,5 µM (23,28%) 

até a concentração de 100 µM (45,07%%) onde foi possível observar um aumento 

progressivo da inibição da atividade ATPásica. A substância A45 (Figura 18) apresentou 

o maior percentual de inibição para a concentração de 25 µM (41,60%), seguido da 

concentração de 12,5 µM que apresentou um percentual de inibição de 5,67%. A 

substância A47 (Figura 18) apresentou inibição de 6,39% somente para a concentração 

de 25 µM.  

 Do grupo 2 apenas a substância A33 apresentou inibição sobre a apirase de batata 

(Figura 18), em que a concentração de 3,125, µM promoveu 19,85% de inibição, seguida 

de 13,90 para a concentração de 6,25 uM, 30,14% para a concentração de 12,5 µM e 

12,54% para a concentração de 25 uM. As concentrações de 50 uM e 100 µM não 

promoveram inibição sobre a enzima (Figura 18). Nenhuma outra substância pertencente 

ao grupo 2 (A10, A11, A35 e A43) apresentou valores expressivos de inibição (dados não 

mostrados). 
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Figura 18. Inibição da atividade ATPásica da ATP difosfohidrolase de Solanum tuberosum 
promovida pelas substâncias A6, A8, A45, A47 e A33. Os compostos foram analisados com 
base na atividade observada para o controle, que representa 100% da atividade ATPásica. Em 
vermelho têm-se a porcentagem de inibição de cada diluição em relação ao controle. As diluições 
foram representadas na forma de concentração em µM de cada droga. Para cada concentração 
de droga, foi realizado um controle DMSO na porcentagem correspondente ao da diluição das 
drogas. 
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Do grupo 3, as frações A2 e A50 apresentaram atividade inibitória sobre a apirase 

(Figura 19). A fração A2 apresentou maior valor de inibição, 70,88%, para a concentração 

de 3,125 µM, seguido de 43,59% para 6,25 µM, 55,22% para 12,5 µM, 42,67% para 25 

µM, 15,84% para 50 µM e 49,17% para 100 µM, não sendo observada uma relação dose-

dependente do efeito observado. Já a fração A50 apresentou inibição de 0,69% para a 

concentração de 3,125 µM, 29,33% para 6,25 µM, 49,75% para 12,5 µM, 25,19% para 

25 µM, 8,43% para 50 µM e 48,00% para 100 µM (Figura 19), não sendo possível 

observar nenhuma relação dose-dependente para o efeito. A outra fração pertencente a 

este grupo (A3) não apresentou valores de inibição significativos sobre a apirase de 

batata. 

 O grupo 6 possui apenas uma fração com atividade inibitória sobre a proteína, a 

A49, que apresentou percentual de inibição de 46,86% para a concentração de 3,125 

µM, 28,22% para a concentração de 6,25 µM, 13,52% para 12,5 µM, 35,60 para 25 µM, 

40,70% para 50 µM e 28,02% para a concentração de 100 µM (Figura 19). As outras 

frações deste grupo (A12 e A13) não apresentaram valores de inibição sobre a apirase 

de batata. Do grupo 9, duas frações, a A19 e a A37, apresentaram valores de inibição 

sobre a apirase (Figura 19). A fração A19 apresentou 32,54% de inibição para a 

concentração de 3,125 µM, 28,38% para 6,25 µM, 16,41% para 12,5 µM, 40,64% para 

25 µM e 0,73% para a concentração de 50 µM (Figura 19). A fração A37 apresentou 

valores significativos de inibição para todas as concentrações (Figura 19), com 34,31% 

de inibição para a concentração de 3.125 µM, 31,38% para 6,25 µM, 72,00% para 25 µM, 

81,79% para 50 µM e 35,51% para 100 µM, apenas a concentração de 12,5 µM não 

apresentou inibição sobre a apirase de batata. A fração A18 pertencente a este grupo 

não apresentou valores de inibição sobre a proteína. Do grupo 10, apenas a fração A41 

apresentou inibição sobre a apirase de Solanum tuberosum (Figura 19), com 19,73% de 

inibição para a concentração de 3,125 µM, 27,79% para 6,5 µM, 17,76% para 12,5 µM, 

32,48% para 25 µM, 41,96% para 50 µM e 25,74% para 100 µM, sendo possível observar 

certa tendência dose-dependente para algumas das concentrações (Figura 19). As outras 

frações do grupo (A20 e A21), não apresentaram valores de inibição significativos sobre 

a apirase de batata.  
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Figura 19. Inibição da atividade ATPásica da ATP difosfohidrolase de Solanum tuberosum 
promovida pelas substâncias A2, A50, A49, A19, A37 e A41. Os compostos foram analisados 
com base na atividade observada para o controle, que representa 100% da atividade ATPásica. 
Em vermelho têm-se a porcentagem de inibição de cada diluição em relação ao controle. As 
diluições foram representadas na forma de concentração em µM de cada droga. 
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Das frações pertencentes ao grupo 11, as frações A22 e A42 apresentaram 

atividade inibitória sobre a enzima. A fração A22 apresentou valores moderados de 

inibição para todas as concentrações, com 17,85% de inibição para a concentração de 

3,125 µM, 5,53% para 6,5 µM, 24,23% para 12,5 µM, 19,53% para 25 µM e 21,46% para 

50 µM (Figura 20). A fração A42 apresentou o mesmo padrão de inibição com valores 

moderados, com 38,69% de inibição para a concentração de 3,125 µM, 29,55% para 6,5 

µM, 37,96% para 12,5 µM, 28,56% para 25 µM, 24,06% para 50 µM e 39,57% para 100 

µM (Figura 20). A fração A23 do mesmo grupo não apresentou inibição. 

 O grupo 14 apresentou inibição apenas na fração A39, com 71,85% de inibição 

para a concentração de 3,125 µM, 40,71% para 6,5 µM, 60,50% para 12,5 µM, 39,34% 

para 25 µM, 19,37% para 50 µM e 42,05% para 100 µM (Figura 20). As frações A28 e 

A26 não apresentaram atividade inibitória sobre a proteína. Do grupo 15 apenas a fração 

A30 apresentou inibição sobre a proteína, com 20,92% de inibição para a concentração 

de 6,5 µM, 10,34% para 12,5 µM, 93,94% para 50 µM e 32,96% para 100 µM (Figura 20). 

As frações A31 e A38 não apresentaram atividade inibitória sobre a apirase de batata. 

 As frações pertencentes aos grupos 4, 5, 7, 8, 12 e 13 não apresentaram atividade 

inibitória sobre a apirase de Solanum tuberosum. 
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Figura 20. Inibição da atividade ATPásica da ATP difosfohidrolase de Solanum tuberosum 
promovida pelas substâncias A22, A42, A39 e A30. Os compostos foram analisados com base 
na atividade observada para o controle, que representa 100% da atividade ATPásica. Em 
vermelho têm-se a porcentagem de inibição de cada diluição em relação ao controle. As diluições 
foram representadas na forma de concentração em µM de cada droga. Para cada concentração 
de droga, foi realizado um controle DMSO na porcentagem correspondente. 
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O grupo 16 é composto pelas substâncias aceturato de diminazeno, Cu(Isapn) e 

a ticlopidina, sendo este último utilizado como controle positivo dos experimentos. O 

aceturato de diminazeno (Figura 21) promoveu inibição de 23,32% na maior 

concentração utilizada de 100 µM, sendo o menor percentual de inibição (3,45%) 

encontrado para a concentração de 6,25 µM. A curva de inibição não mostrou relação 

com a dose utilizada, pois mostrou algumas oscilações. A substância Cu(Isapn) (Figura 

21) apresentou um percentual de inibição de 45,15% para a concentração de 100 µM, 

sendo o menor percentual (10,98%) encontrado para a concentração de 25 µM. A 

ticlopidina (Figura 21) promoveu inibição em todas as concentrações exceto pela 6,25 e 

100 µM, sendo a maior observada inibição (42,84%) observada para a concentração de 

3,125 µM e a menor (10,73%) para a concentração de 50 µM. No entanto, a concentração 

de 100 µM não promoveu inibição tanto nesse experimento quanto em outros 

anteriormente realizados (dados não mostrados).  

 Para os compostos que foram solubilizados em DMSO, foi realizado um controle 

para cada uma das concentrações de DMSO utilizada em cada diluição da droga: 

0,625%, 1,25%, 2,50%, 5%, 10% e 20%, não sendo observada influência da 

concentração de DMSO sobre a atividade fosfohidrolítica da enzima. 
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Figura 21. Inibição da atividade ATPásica da ATP difosfohidrolase de Solanum tuberosum 
pelos compostos Aceturato de diminazeno, Cu(isapn) e da Ticlopidina. Os compostos foram 
analisados com base na atividade observada para o controle, que representa 100% da atividade 
ATPásica. Em vermelho têm-se a porcentagem de inibição de cada diluição em relação ao 
controle. As diluições foram representadas na forma de concentração em µM de cada droga. Para 
cada concentração de droga, foi realizado um controle DMSO na porcentagem correspondente.



66 
 

 

5 DISCUSSÃO 

 

 A apirase de batata, uma das primeiras proteínas da família das ATP 

difosfohidrolases a ser clonada, possui extenso potencial como ferramenta no estudo de 

diversas doenças (VASCONCELOS et al., 2009). Análises in silico permitiram a avaliação 

da relação estrutural entre as NTPDases provenientes de diversos organismos, 

revelando alto grau de homologia entre a apirase de batata e várias outras proteínas 

desta família, em especial as isoformas de parasitos, entre elas a SmATPDase2 de 

Schistosoma mansoni, NTPases de Leishmania, NTPDase 5 e 6 de humanos e, em 

menor proporção, com CD39 de mamíferos ( VASCONCELOS et al., 2009; FARIA-PINTO 

et al., 2008;  HANDA & GUIDOTTI, 1996). As NTPDases estão envolvidas em vários 

processos fisiopatológicos como respostas imunes e inflamatórias, coagulação, formação 

de tumores e virulência de microrganismos. Dessa forma, a busca de inibidores para as 

ATP difosfohidrolases possui grande interesse científico, uma vez que nenhum inibidor 

potente e específico para estas enzimas ainda foi encontrado (BAQI, 2015).  

A homologia da apirase de batata com as isoformas de NTPDases de parasitos 

torna os ensaios aqui mostrados uma ferramenta no processo de triagem inicial para a 

busca de inibidores das ATP difosfohidrolases. A utilização da apirase de batata nestes 

ensaios pode vir a representar uma alternativa para diminuir o uso desnecessário de 

animais para obtenção de material biológico e/ou manutenção de ciclos para organismos 

específicos, atendendo, inclusive, ao apelo ético pela não utilização de animais na 

experimentação científica. 

O processo de purificação aplicado mostrou-se eficiente na obtenção da proteína 

purificada, uma vez que os soros de camundongos imunizados com apirase de batata 

foram capazes de reconhecer bandas proteicas em todas as diluições utilizadas, sendo 

possível verificar a presença de bandas reativas na altura de 47 kDa e 37kDa, valor 

dentro do intervalo de massa predito para a apirase de Solanum tuberosum de acordo 

com estudos anteriores (HANDA & GUIDOTTI, 1996;  KETTLUN, A. M. et al., 2005;  

KETTLUN, A. M. et al., 1982;  TRAVERSO-CORI, A., CHAIMOVICH & CORI, 1965;  

VASCONCELOS et al., 1996). A atividade fosfohidrolítica foi avaliada através de gel não 
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desnaturante, sendo a atividade ATPásica e ADPásica da proteína purificada confirmada 

através do depósito de fosfato de cálcio para os dois nucleotídeos utilizados.  

 A apirase de batata purificada foi submetida a testes cinéticos revelando uma 

razão ATPase/ADPase de aproximadamente 2,0, o que não está de acordo com o 

relatado para a variedade Desirée, que possui uma razão de hidrólise ATPase/ADPase 

igual a 1,0 (KETTLUN, A. M. et al., 1982;  TRAVERSO-CORI, AÍDA, TRAVERSO & 

REYES, 1970;  VASCONCELOS et al., 2009). No entanto, já é conhecido que as batatas 

disponíveis comercialmente são geralmente misturas de variedades, o que pode fazer 

com que essa razão sofra variações de uma purificação para outra (TRAVERSO-CORI, 

AÍDA, TRAVERSO & REYES, 1970). 

 A técnica de espectrometria de massas para análise de proteínas é uma técnica 

de alta sensibilidade, resolução e acurácia uma vez que se baseia na medida de uma 

propriedade intrínseca da molécula, a sua massa (AEBERSOLD & MANN, 2003;  MANN, 

HENDRICKSON & PANDEY, 2001). Neste estudo, a análise das bandas pela 

espectrometria de massas revelou na banda de ~47 kDa dois peptídeos únicos 

pertencentes a apirase de Solanum tuberosum. Na banda de 17 kDa, possivelmente um 

produto referente à hidrólise da proteína, foi identificado um peptídeo único também 

proveniente da apirase de Solanum tuberosum, o qual já era evidenciado anteriormente 

pelas eletroforese e ewestern blott das amostras purificadas. Outros peptídeos também 

foram identificados, mas não se referem à enzima de interesse deste estudo e também 

não são pertencentes à nenhuma outra proteína que age sobre a mesma via de hidrólise 

de nucleosídeos di- e tri-fosfatados. É possível que alguns destes peptídeos sejam 

provenientes dos reagentes utilizados e/ou do processo de purificação, visto que esta é 

uma etapa crucial da análise proteômica e, muitas vezes, a sensibilidade é determinada 

majoritariamente pelo processo de purificação do que pela sensibilidade intrínseca do 

espectrômetro de massas (MANN, HENDRICKSON & PANDEY, 2001).  

 Atualmente existe um apelo emergente pela descoberta de inibidores que sejam 

seletivos para cada subtipo de NTPDases e, é possível que a elucidação destes 

inibidores abra caminho para a descoberta de novas drogas, uma vez que as NTPDases 

estão envolvidas em diversos processos patológicos (MULLER et al., 2006). Dessa 

forma, a modulação da sinalização purinérgica por um inibidor de NTPDase específico 
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encontra aplicação como uma ferramenta a ser utilizada na pesquisa básica e também 

com potencial de ser utilizada na clínica (GENDRON et al., 2002). Um possível candidato 

seria a molécula análoga de ATP ARL67156 (N6,N6-diethyl-β,γ-dibromomethylene-ATP), 

no entanto, em estudos recentes mostrou-se incompatível com as características 

desejáveis para um bom inibidor de NTPDases, como a susceptibilidade a hidrólise pelas 

NPPs e a inatividade sobre a isoforma 2 da NTPDase (BAQI, 2015).  

 A análise in silico do alinhamento entre estruturas primárias da NTPDase de 

Solanum tuberosum e as NTPDases descritas de Homo sapiens, revelou que a 

NTPDase6 é a proteína com maior homologia com a apirase de batata, apresentando 

32% de identidade e 47% de similaridade, seguida da NTPDase5, que apresentou 29% 

de identidade e 47% de similaridade entre os aminoácidos. Oito isoformas de NTPDases 

já foram descritas em mamíferos, sendo as isoformas 1, 2, 3, e 8 de superfície celular, as 

isoformas 4 e 7 de localização intracelular e as isoformas 5 e 6 secretadas, pois não 

possuem o domínio C-terminal transmembrana podendo sofrer clivagem perto da porção 

N-terminal para formar uma proteína solúvel (ZIMMERMANN, 2001;  ZIMMERMANN, 

ZEBISCH & STRATER, 2012). O gene da NTPDase6 é expressa predominantemente no 

músculo e nas células endoteliais capilares presentes no tecido cardíaco, no entanto, não 

parece estar envolvida na regulação dos níveis de ADP importantes para a manutenção 

da homeostase circulatória (HICKS-BERGER et al., 2000;  YEUNG et al., 2000). E ambas 

as isoformas 5 e 6 são diferencialmente expressas durante o desenvolvimento coclear, 

indicando a participação da sinalização pirimidinérgica neste sistema (O'KEEFFE et al., 

2010). A NTPDase 5 é uma enzima que age preferencialmente sobre a hidrólise de 

nucleotídeos di-fosfatados e, diferencia-se dos outros membros da família das NTPDases 

por ter sido caracterizada como um protooncogene, o PCPH (BRACCO, BERTONI & 

WINK, 2014;  PAEZ et al., 2001). O balanço PCPH/NTPDase5 pode agir sobre os níveis 

de ATP, interferindo com importantes funções celulares como ciclo celular, apoptose, 

proliferação e diferenciação (BRACCO, BERTONI & WINK, 2014). Estudos de revisão 

realizado por Bracco e colaboradores (2014) destacou a diferença dos níveis de 

expressão da NTPDase5 em diversos tipos e variados estágios de câncer, tendo sido 

identificada como um elemento crucial em vias envolvidas em processos neoplásicos e 

que conferem às células tumorais vantagens de sobrevivência em relação às células 
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normais (BRACCO, BERTONI & WINK, 2014). Dessa forma, é relevante reiterar a 

importância da elucidação de novas substâncias capazes de agir inibindo a via de 

sinalização das NTPDases, uma vez que estão envolvidas em diversos processos 

patológicos. Além disso, a proximidade evolutiva baseada em homologia existente entre 

a NTPDase de Solanum tuberosum e as NTPDases 5 e 6 de humanos corrobora a 

utilização da NTPDase de Solanum tuberosum como um modelo satisfatório no estudo 

destas duas enzimas. 

 Recentemente Souza e colaboradores (2014), realizaram análise comparativa 

entre as estruturas tridimensionais das isoformas de NTPDases secretadas de 

Schistosoma mansoni (SmATPDase2) e Homo sapiens (HsNTPDase6), visando 

estabelecer suas diferenças estruturais com o intuito de auxiliar na elaboração de 

fármacos e minimizar as possibilidades de inibição cruzada entre as duas proteínas, além 

de fornecer um modelo confiável para análises de docking para potenciais fármacos. 

Neste estudo foi possível observar algumas semelhanças entre a SmATPase2 e a 

HsNTPDase6 como a presença de um único domínio transmembrana e o alto grau de 

conservação entre os resíduos do sítio catalítico das duas enzimas. No entanto, algumas 

diferenças também foram observadas, como diferenças no volume do sítio ativo e um 

perfil eletrostático mais negativamente carregado da SmATPDase2 na região da 

estabilização nucleosídica (DE SOUZA et al., 2014). As semelhanças estruturais 

observadas neste estudo abrem portas para a elucidação de modelo tridimensional para 

a apirase de Solanum tuberosum, visando o estudo comparativo com outras NTPDases, 

em particular as isoformas 5 e 6. 

 As chalconas são cetonas α-β-insaturadas precursores dos flavonóides e 

isoflavonóides, com ampla distribuição em produtos naturais (frutas, vegetais, chás e 

condimentos) e que, recentemente, ganharam grande importância devido às suas 

atividades farmacológicas anti-inflamatórias, antimicrobianas, antifúngicas, 

antioxidantes, antitumorais e anticancerígenas (NOWAKOWSKA, 2007;  SINGH, ANAND 

& KUMAR, 2014).  

Neste estudo, foram analisadas oito chalconas sintéticas quanto à inibição da 

apirase de Solanum tuberosum. Dentre elas, as chalconas A6, A46, A47 e A48 não 

apresentaram potencial inibitório, pois a maioria das concentrações utilizadas não inibiu 
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a atividade fosfohidrolítica da enzima ou apresentaram percentual de inibição muito 

baixo. Dentre as chalconas que apresentaram potencial inibidor da apirase, a A8 foi a 

que promoveu maior percentual (34,03%) de inibição da atividade hidrolítica na 

concentração de 25 µM.  

Os estudos realizados com a cardamonina, chalcona isolada da espécie Piper 

aduncum L. (Piperaceae), sobre o tegumento de S. mansoni mostrou inibição da 

atividade fosfohidrolítica das isoformas de ATP difosfohidrolase do parasito em torno de 

82%, sendo utilizada nas concentração de 40 µM (DE CASTRO et al., 2015). Outro 

estudo semelhante mostrou a ação da tapsigargina, lactona sesquisterpênica isolada de 

Thapsia garganica L. (Apiaceae) também sobre a atividade fosfohidrolítica das ATP 

difosfohidrolases do tegumento de S. mansoni, em que o percentual de inibição máximo 

de aproximadamente 75% foi encontrado para a concentração de 300 µM da droga. 

Interessante observar que, neste estudo, a tapsigargina não foi capaz de inibir a apirase 

de batata, apesar da semelhança estrutural entre as duas proteínas (MARTINS, TORRES 

& FERREIRA, 2000). Este fato pode ser justificado pela maior homologia entre a 

SmATPDase2 do parasito e a apirase de batata. A SmATPdase2 é uma proteína solúvel 

e secretada pelo parasito (LEVANO-GARCIA et al., 2007;  MENDES et al., 2011). Como 

os ensaios com a tapsigargina foram realizados com amostras de tegumento de vermes 

adultos, a fração é enriquecida com a isoforma SmATPDase1, uma das enzimas mais 

expressas no tegumento (CASTRO-BORGES et al., 2011), os resultados de falha na 

inibição com a apirase de batata podem ser justificados.  

Penido e colaboradores (2007) ao analisar a ação das AAATs (ácidos alquil 

aminotiossulfúricos) sobre apirase de batata obtiveram percentuais de inibição superiores 

a 50% para as moléculas testadas na concentração de 1mM. No entanto, para a menor 

concentração, 1 µM, o percentual de inibição foi menor do que os obtidos neste estudo 

para as chalconas A6, A7, A45 e A47 (PENIDO et al., 2007). Os resultados encontrados 

aqui para algumas das chalconas analisadas (A8 e A45) foram promissores, mostrando-

se capazes de inibir a atividade fosfohidrolítica da apirase de batata em percentuais 

próximos de 50% e em concentrações mais baixas do que as utilizadas nos estudos 

citados, considerando que o ensaio de inibição foi feito sobre a proteína purificada e que, 

portanto, apresenta atividade ATPásica basal maior (em torno de 20.000 nmolPi.mg-
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1.min-1) do que o encontrado para todas as outras isoformas de ATP difosfohidrolases, 

incluindo a atividade observada para o homogeneizado de S. mansoni contendo 2 

isoformas (atividades basais em torno de 80 ± 8,36 nmolPi.mg-1.min-1 ou 130 ± 34 

nmolPi.mg-1.min-1). Dessa forma, as chalconas A6, A8 e A45 podem apresentar-se como 

moléculas promissoras para o estudo de inibição de NTPDases de humanos. 

Na análise do grupo 16 formado pelas substâncias aceturato de diminazeno, 

Cu(isapn) e ticlopidina, os percentuais de inibição encontrados também foram 

promissores. O aceturato de diminazeno, comercializado com o nome de Berenil® (Figura 

22), é o fármaco de escolha para o tratamento da tripanossomíase animal há mais de 60 

anos. Sua estrutura química consiste em uma diamidina aromática com duas porções 

amidinofenis ligados por uma ponte triazeno, e seu mecanismo de ação envolve a ligação 

com o DNA do cinetoplasto do tripanossoma promovendo danos irreversíveis que levam 

à formação de parasitos sem cinetoplasto, além de interagir com a DNA topoisomerase 

impedindo a replicação do DNA. Alguns estudos, no entanto, sugerem que o fármaco 

também possui potencial modulador da resposta imune do hospedeiro (KURIAKOSE & 

UZONNA, 2014). Sua elevada ação tripanossomicida despertou interesse sobre sua 

possível ação em outras doenças e atualmente novas propriedades do fármaco têm sido 

descobertas, como por exemplo, seu potencial ativador da Enzima Conversora de 

Angiotensina II (ECA II), podendo agir diretamente sobre o sistema renina-angiotensina-

aldosterona e evidenciando seu papel no tratamento de doenças inflamatórias oculares 

(ZHENG et al., 2015). 

Figura 22. Estrutura química do aceturato de diminazeno. (Adaptado de ATSRIKU et al., 2002) 
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Ainda não foram publicados estudos prévios relacionados à atividade dessa 

substância sobre a atividade das ATP difosfohidrolases, mas nesse estudo os resultados 

do aceturato de diminazeno mostraram-se satisfatórios, promovendo 23,32% de inibição 

da atividade fosfohidrolítica da apirase de batata na maior concentração de 100 µM, e 

mantendo um percentual de inibição de 15,15% e 14,02% para as concentrações de 12,5 

µM e 25 µM, respectivamente. Recentemente, em nosso laboratório, essa substância foi 

analisada quanto ao potencial inibidor da ATP difosfohidrolase do tegumento de S. 

mansoni (dados não mostrados) e os resultados revelaram 100% de inibição da atividade 

fosfohidrolítica para as concentrações de 5 µM e 40 µM, as outras concentrações 

testadas promoveram inibição maiores que 35% (dados não mostrados). 

O [Cu(Isapn)]+2 é um complexo quimicamente sintetizado do íon cobre(II) com 

derivados de iminas ou diiminas obtidos pela condensação de porções de isatina com 

aminas (Figura 23). Atualmente existe um interesse crescente pelo estudo da atividade 

biológica de complexos metálicos, pois alguns deles mostraram atividades antitumorais 

capazes de induzir apoptose, apesar de também possuírem propriedades pró-oxidantes 

sendo capazes de gerar espécies reativas de oxigênio (ROS) potencialmente perigosas 

para o desencadeamento do processo de estresse oxidativo e para a viabilidade celular 

(CERCHIARO et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Estrutura química do complexo de cobre(II) com a isatin-imina. (Adaptado de 

CERCHIARO et al., 2005) 

 

 Similarmente ao aceturato de diminazeno, os complexos metálicos de cobre(II) 

ainda não foram avaliados quanto ao seu potencial inibitório sobre as ATP 

disfosfohidrolases de nenhum organismo. No entanto, os resultados obtidos para o 

[Cu(Isapn)]+2 neste estudo foram os mais estimulantes, sendo capaz de promover maior 

inibição sobre a apirase de batata, com percentuais de 45,15% para as a maior 
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concentração utilizada de 100 µM. Percentuais satisfatórios de inibição também foram 

vistos para as concentrações de 12,5 µM e 25 µM, em que ocorreu 15,15% e 14,02% de 

inibição, respectivamente. Nosso laboratório também avaliou a atividade do Cu(isapn) 

sobre a atividade fosfohidrolítica do tegumento de S. mansoni, e obteve resultados de 

67,66% de inibição na concentração de 5 µM (dados não mostrados). 

 Ambos os resultados obtidos para o aceturato de diminazeno quanto para o 

[Cu(Isapn)]+2 promoveram maior percentual de inibição para a apirase de batata do que 

os percentuais obtidos por Penido e colaboradores para os AAATs na concentração de 

100 µM. Além disso, o percentual de inibição para concentrações menores de droga 

também foi superior ao encontrado no estudo das AAATs (PENIDO et al., 2007). 

A ticlopidina é um inibidor já elucidado das NTPDases, e neste estudo foi utilizado 

como um controle positivo dos experimentos. Foi possível observar inibição em todas as 

concentrações testadas, exceto pela concentração de 6,25 e 100 µM, que não 

promoveram inibição da atividade fosfohidrolítica das apirase de Solanum tuberosum. 

Este achado, no entanto, está em desacordo com estudos anteriores, em que a 

concentração de 100 µM foi capaz de promover uma inibição de 80% na atividade 

ATPásica da apirase de batata (LECKA et al., 2014). É possível que, durante os ensaios, 

a turvação promovida pela concentração elevada de ticlopidina na solução tenha afetado 

a leitura adequada do espectrofotômetro, promovendo uma leitura errônea da atividade 

fosfohidrolítica na maior concentração. 

Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc (Aristolochiaceae),  também chamada de mil-

homens, caçaú,  calunga ou aristolóquia é uma espécie nativa do Brasil e sua raíz já foi 

elucidada como tendo potencial estimulante, diurético e antisséptico (BRANDÃO et al., 

2008). Recentemente, o extrato alcoólico obtido de seu caule mostrou alto potencial 

bactericida sobre cepas importantes para o estabelecimento da cárie (Streptococcus 

mutans e Lactobacilus casei) e outras de relevância como patógenos periodontais 

(ALVIANO et al., 2008). Neste estudo, o extrato bruto obtido da sua raiz foi capaz de 

promover inibição sobre a apirase de Solanum tuberosum, e, visto que espécies do 

gênero Aristolochia são fontes de uma enorme variedade de compostos ativos 

pertencentes a diferentes classes (TIAN-SHUNG et al., 2005), é possível que este extrato 

bruto contenha compostos relevantes capazes de promover a inibição da enzima. 
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Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae), comumente chamada de assa-peixe, têm 

sido utilizada popularmente no Brasil para o tratamento de reumatismo, bronquite e tosse 

(TOYANG & VERPOORTE, 2013). No entanto, sua atividade biológica foi comprovada 

no controle da pressão arterial (ROMANEZI DA SILVEIRA, FOGLIO & GONTIJO, 2003) 

e no tratamento da úlcera (BARBASTEFANO et al., 2007).Este gênero é caracterizado 

quimicamente pela presença de flavonoides e terpenóides, e o estudo fitoquímico da 

espécie Vernonia polyanthes resultou no isolamento de diversos metabólitos secundários 

como flavonoides, saponinas, triterpenos e lactonas sesquiterpênicas (IGUAL et al., 

2013). Em 2007, Braga e colaboradores demonstrou o potencial do extrato metanólico 

desta planta sobre a inibição do crescimento de Leishmania amazonensis, em que o 

extrato derivado de V. polyanthes apresentou maior efetividade dentre os extratos das 

outras espécies testadas (BRAGA et al., 2007). Neste estudo, o lavado foliar de V. 

polyanthes demonstrou atividade inibitória sobre a Solanum tuberosum, desta forma, é 

possível que este extrato seja constituído de substâncias que promovam a inibição da 

enzima. 

Equisetum arvense L. (Equisetaceae), também chamada de cavalinha, é uma 

espécie que cresce em diversas regiões da Europa, América do norte, América central e 

América do sul. A cavalinha é utilizada popularmente como agente diurético e no 

tratamento de pedras renais, infecções do trato urinário, pequenas cicatrizes e 

queimaduras (NAGAI, MYODA & NAGASHIMA, 2005). Ela já foi caracterizada como 

contendo constituintes antioxidantes: ácido caféico, ácido clorogênico, ácido ferúlico, 

kaempferol, quecertina, apigenina e luteolina, e alguns destes compostos já 

demonstraram atividade antifúngica e antimicrobiana (GARCIA et al., 2011;  NAGAI, 

MYODA & NAGASHIMA, 2005;  ONISZCZUK et al., 2014). O extrato hidroalcoólico de E. 

arvense também já demonstrou atividade sedativa e anticonvulsivante (DOS SANTOS 

JR et al., 2005). Neste estudo, o macerado clorofórmico e metanólico de E. arvense 

demonstrou atividade inibitória sobre a apirase de Solanum tuberosum. Neste sentido, é 

possível que alguns dos constituintes presentes nestes extratos estejam participando 

desse processo de inibição enzimática. 

Arrabidaea chica Humb. & Bonpl. (Bignoniaceae) é uma espécie nativa da região 

amazônica, ocorrendo nas regiões tropicais da América do sul e África (BIESKI et al., 
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2015). Na Amazônia é amplamente utilizada na medicina tradicional e possui ação 

antimicrobiana (MAFIOLETI et al., 2013), cicatrizante (ARO; FREITAS, et al., 2013;  ARO; 

SIMÕES, et al., 2013;  JORGE et al., 2008) e, recentemente seu potencial anti-

inflamatório, antiangiogênico e antiproliferativo foi observado em modelo murino 

(MICHEL et al., 2015). Flavonóides e antocianidinas já foram isolados de suas folhas, 

bem como antocianinas, antraquinonas, catequinas, ácidos orgânicos, esteroides, 

xantonas, taninos e flavonóis (BARBOSA et al., 2008). No presente estudo, o macerado 

metanólico de A. chica foi capaz de promover inibição sobre a apirase de Solanum 

tuberosum, possivelmente devido à presença de algumas destas classes de substâncias 

já previstas em estudos prévios. 

Kalanchoe brasiliensis Cambess (Crassulaceae) é uma planta medicinal brasileira 

tradicionalmente utilizada no tratamento de ferimentos, abcessos e processos 

inflamatórios e, seu extrato aquoso possui diversos flavonoides (IBRAHIM et al., 2002). 

K. brasiliensis já demonstrou atividade inibitória sobre uma enzima in vitro em estudos 

anteriores, a tiroide peroxidase (FERREIRA, ROSENTHAL & CARVALHO, 2000). No 

presente estudo, o macerado hexânico e metanólico de K. brasiliensis foi capaz de inibir 

a atividade da apirase de batata, atividade que pode ocorrer devido a presença de 

flavonoides já descritos para essa espécie. 

A raízes secas de Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae) são utilizadas há 

várias décadas na medicina popular brasileira devido à sua atividade imunoestimulante, 

diurética e cicatrizante (BRANDÃO et al., 2008;  NORIEGA et al., 2008). Análise 

fitoquímica da espécie revelou a presença de β-sitosterol, stigmasterol e campesterol, e 

do extrato hexânico foram isolados 4-nerolidilcatecol, 4-5-hidróxi-7,3’, 4’-trimetoxi-

flavonona e sesamino (RODRIGUES et al., 2012). Estudos relatam a atividade 

antioxidante na pele de camundongos com redução dos danos induzidos por raios UVB 

(ROPKE, C. D. et al., 2005), além da inibição das metaloproteinases 2 e 9 na pele e na 

córnea podendo explicar, em parte, o mecanismo de ação protetor do extrato de P. 

umbellata (BARROS et al., 2007;  ROPKE, CRISTINA D. et al., 2006). Além disso, as 

atividades oxidantes relatadas para extratos de P. umbellata foram atribuídos a presença 

do composto fenólico 4-nerolidilcatecol (LOPES et al, 2013). Em 2008, Sacoman e 

colaboradores relataram a atividade anticancerígena do extrato e frações derivadas de 
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P. umbellata sobre linhagens celulares humanas, sugerindo a participação de diferentes 

compostos e reiterando a importância da família das Piperaceae como fontes de novas 

drogas (SACOMAN et al., 2008). Atividade antimicrobiana da P. umbellata também foi 

relatada sobre Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis e Trichophyton rubrum 

(ISOBE, OHSAKI & NAGATA, 2002;  RODRIGUES et al., 2012). Este estudo revelou 

atividade inibitória do macerado metanólico sobre a pirase de Solanum tuberosum, o que 

sugere que essa fração contém compostos responsáveis por este mecanismo de ação e 

que devem ser melhor explorados. 

 Smilax aspera (Smilacaceae) tem sido utilizada tradicionalmente no tratamento da 

sífilis, diabetes, reumatismo e como antioxidante no tratamento sintomático da 

menopausa (IVANOVA et al., 2011). Seu rizoma possui propriedades depurativas, 

diaforéticas, diuréticas estimulantes e tônicas, que são principalmente atribuídas à 

presença de saponinas esteroidais (BELHOUCHET et al., 2008;  DELGADO-PELAYO & 

HORNERO-MENDEZ, 2012). Estudo realizado com o trans-resveratrol, composto isolado 

de S. aspera, demonstrou efeitos anti-espasmódicos, hipotensores, anti-inflamatórios em 

ratos e efeito analgésico em camundongos (HARB, ZARGA & ABDALLA, 2009). A análise 

feita neste estudo revelou o potencial inibitório do macerado hexânico sobre a atividade 

da apirase de batata, promovendo percentuais de inibição próximos a 100% em todas as 

concentrações testadas. 

 Apesar do estudo realizado contribuir satisfatoriamente para a caracterização da 

apirase de batata como ferramenta biotecnológica, as oscilações observadas nos 

gráficos de inibição sugerem que a NTPDase de S. tuberosum não foi obtida em seu 

maior estado de pureza, o que requer ajustes no processo de purificação para que essa 

proteína seja completamente purificada e os resultados obtidos apresentem maior 

consistência e confiabilidade. 

Como perspectivas futuras, seria desejável realizar modificações no processo de 

purificação da apirase de S. tuberosum, se forma a obtê-la em um maior grau de pureza, 

a análise completa do potencial de inibição destas moléculas e frações, avaliando a 

atividade ADPásica e a dependência do pH. Os resultados de inibição encontrados para 

as frações provenientes das espécies Aristolochia cymbifera, Vernonia polyanthes, 

Equisetum arvense, Arrabidaea chica, Kalanchoe brasiliensis, Pothomorphe umbellata, e 
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Smilax aspera, reiteram o potencial farmacológico destes vegetais e mostram a 

necessidade da realização de análise fitoquímica para a elucidação do(s) composto(s) 

responsáveis por este efeito inibitório sobre a apirase de S. tuberosum.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Neste trabalho, a purificação da apirase de Solanum tuberosum resultou na 

obtenção de uma proteína pura de ~47KDa, compatível com o massa predita para esta 

proteína, sendo confirmada sua identidade por ensaios de atividade em gel, western blot 

e espectrometria de massas. 

Os testes de inibição da atividade fosfohidrolitica da apirase de Solanum 

tuberosum, revelaram 8 substâncias isoladas (A6, A8, A45, A33, Cu(isapn) e Aceturato 

de diminazeno) e 10 frações derivadas de extratos de diferentes espécies vegetais (A2, 

A50, A49, A19, A37, A41, A22, A42, A39 e A30) com potencial inibitório promissor sobre 

a atividade ATPásica da apirase de batata. 

Com este estudo inicial, sugerimos que a apirase de batata possui potencial como 

ferramenta biotecnológica no estudo do potencial inibitório de substâncias sobre 

NTPDases que possuem alto grau de homologia com a apirase de batata. 
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