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ATP: A MOEDA ENERGETICA DAS CELULAS Os seres vivos que ha-
bitam nosso planeta compartilham um conjunto de caracteristicas
comuns que os distinguem da matéria nao viva. Dentre essas ca-
racteristicas, podemos citar: a) um preciso tipo de organizacio; b)
habilidade em manter um meio interno adequado frente a variagoes
do meio externo (homeostasia); ¢) capacidade de movimentagao;
d) reatividade a determinados estimulos; e) crescimento, desenvol-
vimento e reprodugio, dentre outras. Para manter as caracteristicas
citadas, os organismos vivos precisam contar com uma fonte con-
tinua de energia. Em outras palavras, toda e qualquer atividade de
uma célula ou organismo vivo requer energia. A energia flui desde
sua fonte original — o sol — para os seres vivos e, dai, entre as células
individuais. A vida na Terra depende de uma constante absor¢ao de
energia do sol e, se privada dessa energia, a vida para. H4, portanto,
uma interdependéncia entre os seres vivos € 0 meio ambiente e entre
0s préprios seres vivos para obtenc¢ao dessa energia. Como sabemos,
os seres vivos diferem quanto a forma de obtencio de energia. De
uma maneira simplificada podemos dizer que existem os seres pro-
dutores (autotréficos), os quais obtém energia diretamente do sol,
transformam essa energia e a “armazenam’ na forma de moléculas
orgénicas através da fotossintese; e os seres heterotréficos (consumi-
dores), que dependem dos autotréficos para obter energia na forma
dessas moléculas orginicas ricas em energia. A moeda “transferidora”
de energia em todos os seres vivos é a adenosina-5-trifosfato (ATP),
um nucleotideo derivado da adenina (Figura 1). O metabolismo
celular ¢ o conjunto de rea¢oes quimicas (bioquimicas) altamente
organizado e regulado que habilita os seres vivos a transformar e uti-
lizar as diferentes formas de energia obtidas do ambiente, através, na
grande maioria das vezes, do ATP como intermedidrio transferidor
de energia. Assim, o ATD, presente em todas as células vivas, é reco-
nhecido pelo seu papel intracelular no metabolismo energético. As
células continuamente produzem ATP por processos que envolvem
a ligacdo do fosfato inorganico (Pi) ao ADP e que requerem uma
fonte de energia. Por sua vez, a energia do ATP ¢é transferida para os
diferentes processos biolégicos (sintese de biomoléculas, contragao
muscular, transporte de {ons etc) através da hidrélise de seu fosfato
terminal, o que gera um continuo ciclo de sintese e degradagio do
ATP (Figura 1). E importante ressaltar que o ADP, produto da hi-
drélise do ATP, também pode ser hidrolisado, gerando AMP, o qual
podegerar o nucleosideo adenosina. A adenosina pode ser reutilizada,
dando origem a novas moléculas de ATP ou, por uma sequéncia de
reagbes enzimadticas, ser levada 4 rota de degradagio das purinas (1).
Sem essa fonte primordial e imediata de energia (ATP), as células
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ADP + Pi

Figura 1. ATP intracelular - fonte de energia para as mais
diversas atividades bioldgicas

nao sobrevivem e, assim sendo, a observagio e subsequente aceitagao
de um possivel papel para o ATP fora da célula pareceu muito pouco
provével durante décadas.

ATP COMO MENSAGEIRO CELULAR O primeiro relato, envolvendo
as agoes extracelulares de nucleotideos e nucleosideos da purina, foi
descrito em 1929 por Drury e Szent-Gyérgyi (2) no sistema cardio-
vascular. Desde entdo, os estudos sobre os efeitos dessas moléculas no
meio extracelular, em especial do ATP e seu produto de degradacio,
a adenosina, continuaram avangando. Uma série de outras acoes
dessas substancias foi observada em diferentes processos bioldgicos,
incluindo transmissao nervosa, contragao muscular, coagulagao san-
guinea, pressdo arterial, metabolismo dsseo, cAncer, dor, inflamacio,
entre outros. Assim, apés décadas de estudos, ficou claro que o ATP
e seus produtos de degradagao ADPE, AMP e adenosina, assim como
outros nucleotideos e nucleosideos, constituem um conjunto de mo-
léculas que agem como mensageiros das células, exercendo, assim,
uma variedade de efeitos sobre os mais diversos tecidos e sistemas (3).
Mas como o ATP ¢ liberado das células? Os nucleotideos encon-
tram-se presentes em altas concentrag¢des no interior das células
quando comparadas ao meio extracelular, o que é caracteristico de
moléculas sinalizadoras. Assim, em resposta a diferentes estimulos
ou condigoes, incluindo dano & membrana plasmdtica das célu-
las induzido por hipéxia, isquemia ou inflamagio, concentragoes
crescentes de nucleotideos podem ser liberadas no meio extracelu-
lar. Além dessas formas de liberagao, relacionadas principalmente
a0 dano celular, o ATP pode ser liberado de células intactas por
mecanismos fisiolégicos, como ocorre, por exemplo, na trans-
missao nervosa (4). Uma vez liberados no meio extracelular, os
nucleotideos interagem com receptores especificos, os denomina-
dos receptores purinérgicos, os quais estabelecem a comunicagio
denominada “purinérgica” entre as células (3). Essa sinalizagao ¢
finalizada pela a¢ao de enzimas que hidrolisam os nucleotideos até
os seus respectivos nucleosideos no meio extracelular, como serd
apresentado a seguir.

0 QUE SAO ATPASES? AT Pases sio enzimas que hidrolisam o grupo
fosfato terminal do ATE sendo amplamente distribuidas na natureza
com diferentes papéis biolégicos. A existéncia de vdrios compartimen-
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tos no interior das células (organelas e uma rede altamente organizada
de membranas) e a manutengao de um equilibrio de solutos nesses vd-
rios compartimentos requerem um mecanismo preciso e constante de
suprimento de energia. As chamadas “bombas de prétons” (AT Pases)
desempenham, nesse contexto, um papel fundamental no provimento
dessa energia, essencial para a vida celular. Tais enzimas utilizam a
energia liberada da hidrélise do ATP para manter o ativo processo de
transporte de solutos através das membranas, bem como para manter
o pH dentro dos limites fisiolégicos compativeis com a vida celular.
As ATPases intracelulares, ou préton-ATPases, sao divididas em trés
familias distintas: P, F e V-ATPAses. Na familia das P-ATPases (“P”
de “phospho-ATPases”) identificamos as bombas especificas de trans-
porte de cétions como a Na*, K*-ATPase, a Ca2+-ATPase do reticulo
sarcoplasmdtico, a H*/K*-ATPase da mucosa gdstricaea H*-ATPase
de plantas (5). As F-ATPases (ou F F{-ATPase) estao presentes na
membrana de bactérias e nas mitocondrias e cloroplastos, tendo sua
funcao relacionada aos processos de sintese de ATP (ATP-sintase).
As V-ATPases (ou ATPase-vacuolares) estao presentes em sistemas de
membranas intracelulares de células eucaridticas, incluindo vactiolos e
o complexo de Golgi, entre outros. Elas sao responsdveis pelaacidifica-
¢ao do interior desses compartimentos, bem como para suprir energia
para o processo de transporte que ocorre através de suas membranas.
Todas essas enzimas apresentam, como caracteristica comum, o fato
de terem seus sitios cataliticos voltados para o espago intracelular e
terem suas fungdes catalfticas relacionadas a processos de utilizagao e/
ou transferéncia de energia (5).

APIRASES OU ECTO-ATPASES: 0 QUE SA0? Em 1995, umaexcelente
revisdo sobre as diferentes AT Pases foi publicada (6). Nessa revisao,
foi apresentada uma nova classe de enzimas, denominadas de ATPa-
ses do tipo E-, ou Ecto-ATPases. Hoje se sabe que existe um eficiente
sistema constituido por vdrias enzimas denominadas coletivamente
de ectonucleotidases, as quais recebem denominagdes relativamente
complexas e incluem formas ligadas & membrana plasmdtica das
células (ecto-enzimas), com o sitio ativo voltado para o meio extra-
celular ou formas enzimdticas secretadas soltiveis. Dentre as enzimas
associadas 2s membranas encontramos: as ecto-nucleosideo-trifos-
fato-difosfoidrolases (E-NTPDases; apirases), as ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs), a ecto-adenilato cinase e as
ecto-fosfatases alcalinas, as quais sao capazes de degradar o ATP e o
ADP até AMP. Finalmente, a ecto-5’-nucleotidase/ CD73 (5°-NT/
CD73), enzima marca-passo darota de degradacio dos nucleotideos,
e que hidrolisa 0 AMP até adenosina. Através de reages sucessivas,
essas enzimas constituem uma cascata enzimdtica altamente eficien-
te, capaz de controlar a concentragio e o tempo em que o ATP e
seus derivados permanecem no espago extracelular (Figura 2) (7; 8).
Além do controle da sinalizacio purinérgica, as ecto-nucleotidases
garantem uma “via de salva¢ao” ou de recuperagio das purinas, uma
vezque os nucleotideos nao retornam ao interior das células sem antes
terem seus fosfatos terminais retirados. Dessa forma, apdsa agao des-
sas enzimas, o nucleosideo adenosina pode ser captado pelas células
através de transportadores especificos, o que garante a reutilizagao
dessa molécula para a sintese de ATP intracelular.
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Figura 2. Principais enzimas envolvidas na remocdo de nucleoti-
deos extracelulares. A via de hidrédlise dos nucleotideos inclui ao
menos trés familias de ectoenzimas: E-NPP, E-NTPDase e a
ecto-5"-nucleotidase. Uma vez liberado para o meio extracelular,
o ATP desencadeia uma série de eventos bioldgicos como neutrans-
missdo excitatoria, proliferacdo celular ou apoptose, via ativacdao
de receptores purinérgicos do tipo P2 (P2R). Uma forma impor-
tante de controlar os efeitos do ATP extracelular é a sua hidrélise
até adenosina pela acdo de ectonucleotidases. A adenosina (Ado)
resultante, via ativacdo de receptores purinérgicos do tipo P1
(P1R), pode mediar uma série de eventos bioldgicos, incluindo
neuromodulacao, proliferacao celular e vasodilatacao. Esse nucle-
osideo é entdo transportado para o meio intracelular para a gera-
cdo de novas moléculas de ATP ou, ainda, pode ser deaminada a
inosina (Ino) e hipoxantina (Hipox) através das reacdoes sequen-
ciais catalisadas pela ecto-adenosina deaminase (ADA) e purina
nucleosideo fosfoidrolase (PNP). Essa figura, particularmente,
destaca os mecanismos enzimaticos envolvidos no controle da
sinalizacdo desencadeada pelos nucleotideos de adenina (ATP) e
de adenosina. Entretanto, outros nucleotideos e seus compostos
derivados também sdo substratos para essas ecto-enzimas.

Conforme mostra a figura 2, a primeira etapa de hidrélise do ATP
pode ser catalisada por uma familia de enzimas, atualmente deno-
minadas de E-NTPDases. De fato, os primeiros estudos sobre essas
enzimas coincidem com as primeiras investigagdes sobre os proces-
sos bdsicos do metabolismo celular, tais como a fermentagao em
células de leveduras e plantas (9). Em 1945, Meyhorf (10) deno-
minou essa classe de enzimas como “apirases” (de adenilpirofosfa-
tase), pelo fato das mesmas hidrolisarem os dois fosfatos do ATD,
produzindo AMP, ao contrdrio das ATPases, que hidrolisam apenas
o fosfato terminal da molécula. Desde entao, intimeras “apirases”
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foram purificadas e caracterizadas, indicando uma ampla distri-
bui¢do na natureza, desde vegetais e invertebrados até mamiferos.
Entretanto, no mesmo periodo em que as “apirases” estavam sendo
estudadas, foram descritas outras enzimas capazes de hidrolisar o
ATP extracelular, as quais foram denominadas de ecto-ATPases
(6). Assim, durante muitos anos, houve uma relativa confusio
na literatura quanto a natureza quimica e molecular das enzimas
que desempenhavam esse importante papel biolégico, até que na
década de 1990, estudos moleculares levaram a identificacao dos
genes que codificam a sintese dessas protefnas. As primeiras carac-
terizagoes moleculares das “apirases” ocorreram em 1996, quando
experimentos realizados com uma apirase extraida da batata (11) e
com a enzima proveniente de diferentes tecidos de mamiferos (12)
confirmaram uma homologia estrutural entre essas enzimas. Uma
nova nomenclatura foi proposta em 1999, e essa enzima foi identi-
ficada como a E-NTPDasel, originalmente classificada como uma
ATP-difosfoidrolase e assim denominada na literatura até meados
dos anos 1980 (EC 3.6.1.5; apirase) (13).

Em 1997, Kegel e colaboradores demonstraram a coexisténcia de duas
enzimas em vérios tipos de células (tecido nervoso, cardfaco renal,
entre outros) capazes de hidrolisar de forma diferenciada o ATP. Uma
delas hidrolisavao ATP e 0 ADP com praticamente a mesma velocida-
de (“apirase”) e a outra apresentava uma elevada preferéncia pelo ATP
como substrato, deixando clara a existéncia de enzimas diferentes na
mesma célula capazes de catalisar de forma similar a mesma reagdo,
porém com distinta preferéncia por substrato.

Hojese sabe que a familia das E-NTPDases nao é composta somente
por duas enzimas, mas sim por 8 enzimas distintas. Dentro dessa
familia, as NTPDases1, 2, 3 e 8 s2o as de maior destaque no que diz
respeito ao controle da resposta purinérgica, visto que se encontram
ancoradas & membrana plasmdtica com o sitio catalitico voltado
para o meio extracelular ou seja, funcionam como ecto-enzimas
(8). As NTPDases5 e 6 tém localizacao intracelular, mas podem
ser encontradas fora da célula na forma soldvel secretada, enquanto
que as NTPDases4 e 7 estdo localizadas intracelularmente com seus
sitios ativos voltados para o limen de organelas citoplasmdticas e
estdo, dessa forma, envolvidas em processos de controle dos niveis
de nucleotideos dentro dessas organelas.

Ahidrélise do AMP até adenosina é catalisada pela enzima 5’-nucle-
otidase. Como mostrado na figura 2, a forma ligada & membrana
plasmdtica (ecto-5 -nucleotidase/CD73) ¢ a principal fonte enzi-
mdtica de adenosina no meio extracelular (14).

TENDENCIAS NO ESTUDO DAS ECTO-NUCLEOTIDASES A histéria
das ecto-nucleotidases nos mostra que, apds pouco mais de meio
século, as enzimas que hidrolisam o ATP extracelular passaram
da condi¢ao de simples “artefatos experimentais” sem fun¢io bio-
légica definida ao foco de intensa atengdo e pesquisa cientifica.
Atualmente, a comunicagao celular mediada pelos nucleotideos
e nucleosideos, assim como a participagao das ecto-enzimas en-
volvidas no controle dessa comunicagao, sao reconhecidas e in-
tensamente investigadas em diversos sistemas biolgicos. Nesse
aspecto, podemos identificar estudos importantes dessas enzimas
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em processos fisioldgicos como neurotransmissao, processamento
da meméria, coagulagio sanguinea, contragao muscular, controle
da pressdo arterial, entre outros (8).

Especificamente em relagio aos estudos das E-NTDPases e
ecto-5’-nucleotidases, podemos citar o importante papel das “api-
rases” presentes na saliva de insetos hematéfagos (15;16) e em pa-
rasitas (17;18), ficando evidente a importincia dos estudos sobre
essas enzimas na busca de solugoes para doengas que ainda afetam
expressiva parcela da populagio mundial. Além disso, tem chamado
atengdo a participagdo desse sistema enzimdtico na fisiopatologia da
dor, no estresse, naimunidade, nos processos infecciosos, em doencas
do trato respiratdrio, doencas inflamatdrias e autoimunes, doengas
cardiovasculares e cAncer (8;19;20).

Em conclusao, os recentes avancos no estudo dessas enzimas revelam a
importincia dessa drea do conhecimento da bioquimica nao somente
noambito da pesquisa pura, mas também com clarae potencial aplica-
¢3o nainvestigacio das causase tratamento de iniimeras doengas paraas
quais ainda ndo estdo disponiveis tratamentos eficientes para sua cura.
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