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I : - INTR.(ro)UÇÃO 

Todo aquêle ·que computar, mesmo por 
curiosidade, os voluoes uais recentes dos periódicos 
especializados em Bioquímica, ficará certamente sur
prêso e impres$ionado em face da variedade imensa de 
traboihos de investigação que estão sendo desenvolvi 
dos neste s0tor.A primeira vista,poderia parecer uma 
cole~ânea confusa,não sistemática,de informações sô
bre os mais variados aspectos químicos observados em 
seres vivos. 

Entretanto,como afirma na introdução 
de um artigo recente,porém já clássico,o prêmio No
bel de Química, Sir Hans A. Krebs, "da enorme quanti 
dade de dados minuciosos que foram reunidos, emerge 
um quadro geral revelando algumas características 
marcantes da organização química da matéria viva. A
pesar de os processos metabólicos sorem tão variados 
como complexos,o número de componentes básicos é re
lativamente reduzido" (l). 

Sem dúvida "no quo se refere à comp,2_ 
sição e ao metabolismo, existe UL1 plano fuudamental 
de natureza químice., comum a todos os animais (e mui
to provàvelmente a outros seres vivos)" (2). 

"A ciêncin deverá procurar sempre, a 
partir de montanhas de fatos acumulados ,c.s general! 
zações e os princípios subjacentes que irão contri-
buir para o. compreensão v0rdadeira dos fenômenos, e 
ter valor de previsão ~m ~reas previamente não expl,2_ 
radas" (,~) • 

Mais recentemente,estão sendo crist~ 
lizados, pela investigação bioquímica insistente, n1 
gumas destas linhas gerais,rotas de processos metab2 
licos em seres vivos,encadeados intlmamente entre si, 
e cuja interação e reguJ..ação 1 tanto na 
intensidade quanto na direção de seu pro-

-l 



oe ssauento , ostão er.1 

gura. 
fase d0 elucidação ~npla e se 

Os mecanismos de contrôle metab6lico - mar 

ca--p . .assos do rl tmo e da direção d2s múltiplas vias de meta

bolismo - come i,, nm a fie r esclarecidos e constituem hoje um 

dos obje civos card..;ais da pesquise;~ bioquímica: são as re~ 

çÕes enzimátics.s chaves, com sua co:, st:·;.nte de equilíbrio 

reduzid.:;;. E:: limitante, as concentraçoes crítica-:: u.e metab6 

litos intermediários que condicionam a eficiência de ou

tras re.::..ç.Ões~ os hormônios que ::igem sôbre reações enzimá

ticas, etc. 
H ' provávGl'i, cL:) s.côrdo com Sir H.A. Krebs, 

que a r..;gulc,ç:Ô:o elo metabolismo opere sempre através de va 

riações das velocidades do re:::;.ção: estas sêio antes acele

radaz ou L en2das, do que intrcduzid3s como novas (no sis 

tem:J.). Um dos principais _ roblemas nc:j. análise de regula--
,.., ~ - ~ çao 0, portanto, a id8ntifica<.,ao destas rq:.:1çoes-componen-

tes que são limitantes de velocidade" (4). 
~om ~ preocupação de contribuir com algo , 

embor-~ modesto 7 no sentido do e sclarecü.1ento de facetas 

dos princípios mais gerais envo vidus no met2..bolismo in
termediário~ o r::utor iniciou um lJrojeto de investigc;,ção 

bioquímica sôbre pirofosfat.:::.s~s inorgânicas. 

Nuc··Ga introdução, :~trdv8s dos pr$ximos sub 

capítulos, procurar-se-á deline~r os motivos da cscôlha -

do presente te:r;1a de investigc.ç:3.o e justií'icar sua hip6t~ 

se de tr::"be.lho. Trata-se. dê: um planeja~nento que necessita 

para :" sua e:x:0cw, ão ,3.m.pla ~ de uu per:Lodo :prolongado de tom 

po. O estudo, s.qui descrito, repre;:>enta, :1ssim, uma parce 

la en.~~uadrada neste progrc:::.ma geral. 
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A- A origem e o papel central do :rziro!osfato inorgi 
nico·no metabolismo intermediário • 

O organismo vivo,quasi sem interrup
ção, é obrigado a sinteti z.:;.,r aolêculas mais comple
xas, ess0nciais para seu crescimento~ reprodução e 
outras manifestações vitais. Quaisquer falhas em 
tais processos sintéticos não poderão ser toleradai 
se o individuo deve subsistir. 

Neste conjunto estão compreendidas 
as macromoléoulas de ácidos nuclêicos ( DNA e RNA), 
proteínas, :lJoliosidios e lipÍdios, b6m como uma 
plêiad.e de cofatores importy.ntes, envolvidos em re~ -çoes enzimáticas essenciais. 

Estas várias biossínteses são, de m! 
neira global, processys de caracter endoergônico 
mais ou menos pronunciado. m uma ou mais fases de 
uma rota EllJ.ab6lica se impõê a participação de fon
tes energéticas, bioquímicas, particularmente do a
denosina-trifosfato (ATP) (vidq nota abaixo), ou 

' de outros trifosfo-nucleotídios. 
Frequentemente, a participação do 

ATP consiste em sua degradação final até adçmosina
difosfato (ADP), e fosfato inorgânico, (Pi). Re~ 
da.mente: 

ATP + HOH ADP + Fi 

Esta reaçao é acompanhada de um a
créscimo ~e energia livre padrão (em presença do 
ion Mg++). ao qual corr~sponde o valor~ recenteme~ 

' 
NOTA ----- As abreviaturas se encontram rçlacionadas 

na página 126 • 
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te corrigido ( 5 ~ 6 ~ 7) ' de 

Q 

-7,3 -1 (pH 7,0), f, F ::: Kcal.mol ::: 
_,.\ 

ou, conforme outros autores ( §)' 
. o -1 /}_~F- ::: -7,7 Kcal.mol (pH == 7' 5) • 

Tal quantidade de energia é, com fr~ 
qu8ncia, su.c.iciente para vencer as :;barreiras ener 
géticas metabólicas (metabolic energy barriers)", e 
permitir a realização simultânea de uma reação ana
bólica acoplada. 

Como exemplos clássicos podemos ci
tar os seguintes processos enzimáticos, os quais di 
ferem entre si pela reversibilidade e pelo aceptor 
do fosfato inorgânico. 

ATP + HOH ADP + Pi ( 2) 

ATP + Glicose ADP + Glicose-6-P, 
(10) 

ATP + R-COOH ,... ADP + R CO-i' (11, 12) 

ATP + GDP ADP + GTP (13) 

~ntretanto, em época mais recente,v~ 
rificou-se que, muitas vêzes, a participação do ~~TP 

em reações enzimáticas rosult.:;,va, não na clivagem -
da ligação pirofosfato extern2. dêste composto, mas 
na hidrólise da ligação pirofosfato interna~ 

Mt-(+ AivlP + PPi 
~·~TP + HOH.--......... ---~---b II 

- 4 -



Já Hill e lYioral<Js (dJ) discutiram 

compar~,tlvamente estas duas nh:,dslidades de degrada-
o 

ção, concluindo que L\ F- para a hidr6lise interna 

do ATP em relação à hidrólise de sua ligação :piro--

fosfato externa, deveria s0r inferior em e:~ro:z::í.m.ad.ê:_ 

-1 é mente 1 Kcal.mol , em valoJJ num"rico absoluto, 
I 

Todavia, hà. poucos meses, foi pos-

sive1 a Ratner e colaboradores provarem experimen-

t.;Llmente, baseados nos trabalhos de Burton ( 15) e 

Benzinger sÜ -ª..l.. ( .2) , que o acréscimo de energia li 

vre padrão da reaç,ão II é 2, 6 Kcal.mol-l , superi-

or em valor absoluto, ao da 

diç9es de pH e temperatura 

( 8) .. 

-10~3 

~ 

reaçao I j em igu.ais con 
o -

(pH = 7,5; t = 38-c), 

-1 Kcal.mol 

~m muitos passos metabólicos (metab,2_ 

lic steps), dos qu;:üs perticipa ATP~ vst8_ última 

cli vagem,. tL:rmodinâmicamente: :til&is eficiente, é a 

preferida. 

Ultim.ament(~ 9 <;stá sendo desvendado 

um número sempre crusc0nte de reações metabólicas 

es."encüüs on<'lct0rgônico.s 9 acopladas com a degrada

ção ?Xoergônic<:. de ATP até AMP e pirofosfato inor@ 

nico. Para realçar a alta significação dêste último 

tipo de processos metabólicos sincrônicos, pirofo~ 

fato-formadçres, serão relacionados abaixo os mais 

importantes. 

I - Metabolização de Ácidos Graxos 

- 5 -



R-COOH + ATP «r-----~ R-80-AMP + PPi 
/ 

/ • CoA-SH 

R-00-S-CoA + AMP 

Hoje 6 aceito que estas duas rea-
çõ.::.:s produtoras dos chamados "ácidos ativados;' ,pre
cedem tôd3. 3. metabolização de ~.cidos graxos e mes
mo de outros ácidos carboxilicos. 

~ste processo de ativação foi primei 
ramente de:::;coberto par8. o ácido acético (l.§. a 24) , 

conduzindo hist.bricamente ~. iL1_)ortc:nte descoberta -

da coel.tzima A, por Lipmann. Posteriorrnente, a ati 

vação de muitos ácidos graxos ficou demonstrada (25 
a 29). E pres<:::ntemente se aduite que ola sójc. com-
pletamente geral, (27, 30) 7 inioiando tanto a de
gradação, como a incorporação destes compostos bio
lógi~~os em outras substâncias mais complexas, como 
os trigliceri~ios, as lecitinas, as cefalinas e ou
tros lipi~ios. 

O mecanismo geral dêsse tipo de rea~ 
ção de ativação e a maneira de partioipação do ATP 
forrun dumonstrados em trabalho cl1ssico, de f9rma 
definitiva por Berg, em fins de 1956 (31 a 35). 

Processo análogo foi verificado em 
outros compostos carboxíladoa. Assim, é conh0cido -
um sistema 0nzimático que ativa o ácido benzóico 
(36, 37), preparando-o para a biossíntess hepática
de ácido hi~~rico; outro, específico para o ácido -
eólico (38 a 40) preparando-o para a formação dos 
ácidos glicocólico e taurocólico; um terceiro, para 
o ácido nicotínico (j!) e mesmo um para a carnitina 
(~} um composto cujo papel oiológico ainda é obs~ 

ro .. 
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!I ~ Metabolizaç~o de Proteínas e A

mino-ácidos. 

Na biossint~se de peptidios, bem co
mo na estTuturação da complexa m0lécula de qualquer 
proteína, a clivag.:;;m pirofosfato form::ldora do ,h.TP 

é chave na condução dêsto processo endoergônico. 
Zamecnik, Hoagland e colaboradores , 

do laborat6rio de Lipmann 9 conseguiram avançar um 
largo passo na elucidaç~o do mecanismo enzimático -
de biossíntese prvtêica. Lograram isolar primeira-
mente o sistema enzimático ativsdor de amino-ácidos 
( 43 a 46, 35) a chamada "fração pH5" ,demonstrando -
ainda· que há enzim;::~s específicas p~_:_"), vários amino
ácidos .. 

Posteriormente, o mesmo grupo desce 
briu o papel importante, específico, dos ácidos nu

clêicos, neste processo, carac·L;erizando o s-RNA,(4~, 
!1), cuja açs.o é essencial antes d.:;. formação de po

lipeptidios pelas microsomas celulares (48)., · 

~ste último aspecto, dos mais inves
tigados nos presentes dias, apres~~ta uma literatu
ra científica vasta, quo ospelha,seu valor fundc~en 
tal no metabolismo intermediário. 

Resumidrunente, pode ser esquematiza
da a biossíntese protêico. da seguinte maneira: 

- 7 -



+ ATP R-CH-C 
/o 
·'/" 

"fração pH5" I '\ 
NH2 AMP 

micro soma 
Polipeptídio ··~-·--------

RNA-matriz 
+ 

s-RNA 

ll 
I 

s-RNA 

.. o 
~· 

R-CH-C 
I .\ 

NH' 2 
's-RNA 

+ PPi 

+ 

Observa-se aqui, novamente, que a 
formação de pirofosfato inorgânico se realiza em re~ 
ção francamente reversível. Como a biossintese conti 
nuada de proteínas é extremamente intensa no organi~ 
mo~ é fácil de imaginar a qyantidade apreciável de 
pi+ofos!ato inorgânico liberada no transcurso da mes 
ma. 

A reversibilidade da reação foi obj~ 
to de várias publicações no último ano. Assim,Schw~ 
e colaboradores (48a) demonstraram, in vitro, que a 
eliminação continuad~: de pirofosfo.to, produzido na 
incorporação de amino-ácidos.em s-RNA, era aumenta
da em eficiência por 20 a 30%. 

Todavia,mnino-ácidos são ativados , 
não somente para efeito de biossintese protêica. No 
caso especial da metionina~ a reação de ativação pro~ 
segue com um m.acanismo diferento 9 não carboxílico,v,!. 
sando o organismo preparar 8ste amino-ácido enxofr~ 
do pa+a um processo enzimático de transmetilação (49 

a 52). 
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Metionina + 

TH.3 
ATP --·-·-r) Adenina-ribose-s+ 

I 
CH2 
I 

+ 

+ 

CH2 
I 
CH-NH2 
I 
COOH 

PPi 

Esta ~ uma reação, que devo preceder 
a formação de uma série de metabólitos como colina , 
metila--histidina, e..nserina, adrenalina, s2.rcosina,b~ 

taina, etc. 
Outros tipos de ativação pirofosfat.2_ 

formadores, porém carboxílicos, foram observado$ com 
amino-ácidos em pr<;sença de ATP e hidroxilamina. As
sim, a tirosina (53) e triptofânio (54, 55)são ativ!! 
dos com produção de hidroxamutos, d~ seguinte forma: 

Tiro sina + J:..TP + NH20H ---------'> 
.. ----t- Tirosina-hidroxamato + AMP + PPi 

Triptofânio + ;,:rP + NH20H -------~ 

---t Triptofânio-hidroxamato + 1-u\IIP + PPi 

;-.. investigação mais ampla do ciclo -
de Krebs, de biossíntese da uréia (56), veio demons
trar que a transfonnação da citrulina em arginina,r~ 
quer a presença de ácido aspártico (57 a 60).~ste 
vai ser, na realidade, o doador direto do grupo ami 
no, formando-se, intermediàriamente, ácido arginina-

- 9 -



sucinico • .Aqui, 6 essvncial a presença de ATP quç 
sofre clivagem simultânea até lillW mais pirofosfato. 
~ proposto o seguinte esquema, com formação inicial 

de ci trulina-AMP ( 61) : 

NH NH 

f 
" R-NH-C-OH + ATP ;::::, =·~• R-NH-C ~ AlJIP + PPi 

+ .Arginina +t----~ 

+ácido fumárico 

I 
t ácido aspártico 
! 

~ 
~· 

Ácido arginina-sucínico + AMP 

.... 
Bem recentemente tal reaçao foi ob-

jeto de estudo bastante detalhado quanto às va~ 

riações de energia livre de que é acompanhada (8) • 

Essa verificação é particularmente interessante po!: 
que permitiu estabelecer pela primeira vez, de ma-

o 
neira aceitável, os valores de ~F- que acompanham 

a hidr6lise da ligc.ção pirofosf6rica interna do ATP 

bem como a do próprio pirofosfato inorgânico, ambos 
de importância especial na introdução dêste traba-
lho. 

III - Metabolização dos glicídios. 

Sem dúvida a contribuição recente ,. 
que mais revolucionou o conhecimento do metabolismo 
dos glicídios, foi a d0scoberta dos uridina-nucleo
tídios por.Leloir e seus colaboradores, em Buenos -
Aires (.§_g). Hoje é conhecido um grande número de 
transformações cnzimátic2s de glicídios nas quais -
os mesmos são ::ativados': por uma com.bino.ção com nu-

- lO -



cleoticlios da uridina, guanina e mesmo timidina, aa 
tes de sofrerem a sua transformação definitiva. En
tre estas combinações 5 a reação.mais funda.Hental é 

a d~ formação do UDPG (63 a 66), resultm~do paFale
lamente pirofosfato inorgânico: 

UTP + Glicose-1-P '-~-· •::u :1\. UDPG + PPi 

Foram igualmente descobertas enzi
mas que catalisruTI reações semelhantes a esta com ou 
tras oses (63, 67): 

UTP + Galactose-1-P ---=~·~·-~~ UDP-Gal + PPi 

UTP + Xilose-1-P ~--~-~ UDP-Xil + PPi 

ou, a base da guanosina-trifosfato, 
( §.§,) : 

GTP + Mano se -1-P ~:.::=:..:...-=:::.::::=~ GDP-1\rTan + PPi 

Estes nucleotidios complexos são 
por sua vez_utilizados para a obtenção de derivados 
importantes. Por exemplo, UDPG é transformável em 
UDPGA (.§,2.), o qual depois ~ é o doador de áci
do glicurônico em uma série de processos enzimáti--
cos de detoxificação 

bor~eol, esteróides, 
73). Por outro lado, 

de fenóis, ácido niootinico I 

bilirrubina livre, etc. (70 a 
é transformável 01:.1 UDP-Gal( 7 4), 

UDP-Gam, UDP-Galc:u11, os úl times presurai velmente sen 
do fontes essenciais de amino-os;;;;s "ativp.dasn na 

síntese do quitina, ácido condroitina-sulfúrico, á
cido muco i tins. -sulfúrico e, de um modo geral, de 
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"mucopolissacarídios" complexos, substâncias cons
tit~intes do tecido colágeno, anticorpos, hoparina, 
etc. O UDP-Gal é o intermediário metabólico na im-: 
portante transforr;mção da gals.ctose erJ. glicose ( 7 4). 

O UDI>G P-'-'.Pticipa t:::-;;_mbéL:l diret2Jilente 
da síntese de osídios, como a sacarose (75), sacar2.. 
se-fosfato { 76, 77), lactose, trehalose-fosfato( 78), 
celulose (79), e outros osídios de origem vegetal
( 80 a 83) .. 

Porém, a síntese osídica mais impo~ 
tanto é a quo s2 v;:;rific:: .. nCI. formação de glicogênio, 

descoberta be:c:1 recentemente por Leloir (84 a 90). 
Tal reaç.ão enzimi~,tica, de valor dun 

damental nos organismos anü.mis ~ modificou o concei 
to até então tido sôbre a biossíntes0 .a-licogênica a 

o -

través da fosforilase 
nprimer" 

UDPG -------~· "gli co gênio" + UDP 
glicose-6.P 

:t a reaçao preliminar, pirofosfato
formadora que, em Última análise, CQnduz êste proceE 
so cmab6lico, consumidor de energia. 

IV - Metabolizaç2.o de ácidos nuclêi. 
cos e nucleotídios. 

Tar;1bém na biossintese do último dos 
quatro grandes grupos fundamentais de compostos bio 

químicos, a pirofosfato-clivagem do L.TP, exerce :ra

pel crucial. Isto se vGrifica em vs"rios estágios. 

- 12 -



a)- Primeirat1ente, o ATP, através de uma fosfo-ribo
se-pirofosfo-quinase, fornece pirofosfato ao ace 
ptor ribose-5.fosfato (91 a 94): 

Ribose-5.P + ATP ------; 5.P-ribose-l' .PP + .AMJ? 

b)- ~ste pirofosfato orgânico pode ser utilizado pe
lo organismo para a formação de nucleotídios, a
través de várias maneiras. Assim, no chamado 

processo "de salvação" de biossíntese dêstes compos
tos, combina-se com bases púricas (92 794 a 96) : 

Adenina + 5 .P-ri bose-l~PP ;:~==:::.: Adenina-ri bose-5' .P+ 
+ PPi 

Fato semelhante se observou com a 
hipoxantina (a qual pode ser substituída por gua 
nina QU 6-mercapto-purina), produzindo-se iosi

' na-5 .fosfato (IMP), (94 a 96) : 

Hipoxantina + 5 .P-ri bose-1 '-PP ~ Ir.o.eina-5' .P + PPi 
(IMP) 

c)- Por outro lado, na si.ntc3o dcnoninnda "de novo", 
das bases púricas, e que é considerada a predomi 
nante no organismo animal, o grupo pirofosfato é 
substi tuido pelo grupo amino da glutamina, em vez 
da base púrica~ (97 a 99): 

- 13 -



' Glutamina + 5.P-ribose-l .PP 

5.P-ribosilamida-glutâm.ica + PPi 

\li 

5.P-ribosilamina + ácido glutâmico 

Dêste composto, o organismo parte p~ 
ra estruturar enzimàticamente os nuclcotidios púri-
cos, com auxilio de glicina, ácido formila-tetrahi-
drof6lico, glutamina, C02-biotina, ácido aspártico e 
ATP, como demonstram os t..:-abJ.lhos de Grf?enberg ( 100 

a 103) e 4e Buchanan (104 a 107), e respectivos cola 
boradores. 

Se os ribo-nucleotídios púricos -sao 
formados por esta via, o mesmo não foi possível pro
var para os desoxi-2-ribo-nucleotidios corresponden
tes. Tudo indica que ôst(;s se originam diret2"mente 
dos ribose-compostos,-análogos, previamente sinteti
zados. 

E interessante acrescentar que foram 
caracterizadas enzimas que realizarn resçÕes seme-
lhantes às acima~ utilizando em vez da glutamina ou 
adenina, substâncias imidazólicas, como o ácido imi
dazolacético, e a histaoina., formando nucleotídios 
de interêsse especial (108). 

d)- Quanto aos nucleotidios pirimidicos, 2 biossínt~ 

se é feita de maneira u2 pouco diferente (93 295, 
109). De inicio ó estruturado enzimàticamente um 

coinposto heterociclico, o úcido or6tico. E ês
te que vai reagir com o 5-fosfo-ribosila-l!piro-
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fosfato 7 formando o orotidina-5'. fosfato, o qual ,por 
sua v~z, é descarboxilado até uridina-5'fosfato 
(UMP): 

Ácido or6tico + 5-P-ribose-1'-PP ~ 

~==~=~~·Orotidina-5'-fosfato + PPi 

! 

I-C02 
\V 

Uridina-5'-fosfato 

Reação semelhante se observa direta 
mente com o uracílio, resultando uridina-5'-fosfato, 
além de pirofosfato inorgânico (110): 

, , 

Uracílio + 5 .P-ri bose-1'. PP .,~ m uridina-5' • P + 

+ PPi 

e)- Ainda, em uma derradeira fase, a reação pirofo~ 
fato-formadora é de extrema significação. Trat~ 
se da biossintese da cadeia polinucleotídtQa ,ou 
seja, o componente final do ácido nuclêico. ~s
te sistema enzimático ocupa un1 lugar de singU-
lar proeminôncia no metabolismo intermediário , 
em face da extensa importância bioquímica daqu~ 
les compostos. Basta relembrc:;.r a participação 
essencial dos ácidos nuclêicos no mecanismo de 
transmissão genética de caracteres hereditário~ 
ua constituição e atividade dos vírus, na evo 
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lução de neoplasias, e, acima de tudo, na biossínte
se das proteínas, tanto como elemento transferidor 
de amino-ácidos, bem como matriz estruturadora da c~ 
deia po1ipeptídica~ 

No caso específico dos ácidos desoxi 
ribo-nuclêicos (DNA), Kornberg conseguiu demonstrar 
a existência de um sistema enzimático, urna po1inuc~~ 
tídio-piro-fosforilase, que age sôbre nucleosídio-ú1 
fosfatos (61, 111 a 114). 

Os substratos podem ser os trif·osfa
tos de desoxiadenosina (dhEPP), de desoxi-guanosina, 
(dGPPP), de deeoxi-citidina (dCPPP) e de desoxi-timi 
dina (dTPPP), devendo estar presentes simultâneamen
te Gstes quatro nucleotídios, além do ion Mg++ e de 
um "primer" do DNA (o qual pode ser de origem animal 
veg?tal ou de vírus) ou de polinucleotídios sintéti
cos. Lsquematizando: 

n ( dAPPP + dGPPP + dCPPP + dTPPP) 

"primer" DNA 
~====::::::::::==-::::... DNA ( dAP + dGP + dCP + dTP)n + 

+ 4n PPi 

.A r8ação é rev0rsível e produz uma 
quantidade muito elevada de móis de PPi para cada 
mo1 de DNA sintetizado. 

t importante chamar atenção ao fa
to de que a elevação da concentração de _pirofosfato 
inorgânico no meior de ensaio "in vitron, (até1o-3 ~), 
desloca o processo nitidamente no s.cntido inverso • 
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Assim, no mecs.nismo de biossíntese 
dos DNA a concentração local de pirofosfato inorgâ
nico pode tornar-se o fator limitante geral do sis
tema. 

f)- Ainda neste subcapítulo 68ve ser ci to.do um con

junto de reações que liberam pirofosfato inorg~ 
nico ao formar determinados nucleotídios q\le o-. 

oupam uma posição destacada como coenzimas. li..S-

sim, o guanosina mono-fosfato é elaborado por u 7 

ma sintetase guanílica, a partir do xantosina-5~ 
fosfato, com amônia e ~\TP ( 115): 

Xantosina-5'.P + + ATP =----=== 

~-====~~- GMP + AlVIP + PFi 

A biossíntese do nicotinamida-mono
nucleotídio (NMN) pode realizar-se.a partir da 
nicotinamida e 5.fosfo-ribosila-1' .piro-fosfato, 
que, analogamente às reações das bases :púricas , 
ou pirimídicas, liberta pirofosfato inorgánico -
(116) 

nicotinamida + 5.P-ribose-1' .PP ;;;;_:;: .. =====:::-

------~nicotinamirl.a-mono-nucleotídio + PPi 
(NMN) 

Numa segunda etapa, o mononucleotí
dio da vitamina B5 é transformado, por urna piro
fosforilase específica, em difosfo-piridina- nu-
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cleotidio, (DPN) ou coenzima I. Esta reação descobe~ 
ta por Kornberg é de extraordinária importância, em 
face do papel essencial que o DPN realiza durante a 
respiração celular (117 a 122): 

NMN + ATP -..::---.------"" DPN + PPi 
i 
i 

1ATP 

TPN + ADP 

Em urn passo posterior, o DPN po-
de ser transformado em 2'fosfo-DPN, ou seja~ TPN(c~ 
enzima II), de papel igualmente fundamental em vá
rios pontos metabólicos, notadamente no ciclo das 
pentoses, no ciclo de Krebs dos ácidos tricarbo~li 
cos, e na biossíntese de ácidos graxos (123 a 125). 

Outro nucleotidio coenzimático , o 
flavina-adenina di-nucleotidio ( FAD) é obt _do de ma 
neira semelhante (126) : 

Flavina-mono-nucleotídio + ATP .;;;;::::=---~"" FAD + PPi 

rovamente, a reação é rev...;rsível e 
é cs.racterizadc:~ pela clivagem do ATP na ligação ani 
dridica interna de pirofvsfato. O F .... D, a forma me
tabólica mais importante da vitamina B2 , é igualme~ 

te um componente inportante em enzimas respirat&das, 
como por exemplo, na deshidrogenase do áçido sucíni 
co, na degradação dos ácidos graxos, etc, 

Lntre os muitos nucleotídios ainda 
pode ser mencionada a coenzima A, um composto prov~ 
niente do ácido pantotênico e que é fundamental na 
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ativação inicial.dos ácidos graxos e outros compos
tos carboxílicos. 

Sua biossíntese requer a clivagem -
pirofosfato-fornadora do ATP; o ácido pant6ico so
mente se condcnsa com a beta~alanina após ativação 
d~sta ordem (127, 128): 

Ácido pantóico + beta-alanina + ATP ·------

ácido pantotênico + .i'.~.IVIP + PPi 

Além disto, em outra fase (129,130): 

41 -fosfo-pantoteina + ATP 

--------7 defosfo-Coenzima A + PPi 

I 
l ATP 

I 
'V 

Coenzima A + ADP 

H dofosfo-coenzima A· em úl tir.1a fase, 
vai fornecer co enzima A, o cor..1posto biologicamonte 
ativo (122 a 132) 

V - Outros processos metabólicos. 

Vimos que a cli vage11 pirofosfórica 
do trifosfato de nucleosídio, encontra como acepto
res do monofosfato de nucleosídio, substâncias as 

- 19 -



mais diversas como glicídios, tcidos carboxílico.s , 
amino-ácidos e outros nucleotídios. Resta mencionar 
algumas situações semelhantes, porém especiais: 

a)- A sulfatação enzimática pelas sulfoquinas8s,ve
rificada na formação de inúmeros derivados (sul 
fatos de esteróides, sulfato de bilirrubina, s~ 
fatos de oses e amino-oses dos 1bucopolissacarí
dios"), requerem a presença de "sulfato ativa-
do:r. Tal se realiza pelas seguintes reações(l33 
a 139) : 

-
so

4 
+ ATP ~====~---·· adenila-sulfato + PPi 

I (APS) 
j 

IATP 
o/ 

3' .fosfo-adenila -sulfato + ADP 
(PAPS) 

A sulfatação se v~rifica através do 
último derivado (PAPS). Reação análoga foi veri 
ficada com o selenato (140). 

b)- Uma reaçao semelhante de "ativação" foi provada 
para o ion carbonato (17 7 20) : 

CO 3 + ATP ·;;:-===.:· ~ adenila-carbonato + 

+ PPi 

:Ssse tipo de "ativação" parece ser 
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bem mais geral e foi sugerido verificar-se com ni
tratos, cloretos, transporte de fragQento de um ca~ 
bono independenteu~nte do ácido tetrahidrof6lico,fe 
nolatos, etc. (61). 

c)- Outro aceptor interessante é a luciferina. Com 
o ATP forma-se adenila-luciferina a qual emi
te luz quando oxidada (141, 142). Esta reação é 
hoje tomada como base para a dosagem mais espe
cífica, e extrE:rmamente sensível, do ATP: 

ATP + luciferina .:.;:::::::::::::: adenila-luciferina + 

+ PPi 

d)- Pode, também, o aceptor do AMP simplesmente ser 
H20 ; a enzima correpondente (encontráda no se
men do touro) será então uma ATP-ase, que faz!!. 
ma cli vagem int.erna da ligação pirofosfato do 
ATP, produzindo MIP mais pifofosfato inorgânico 
(143) : 

e)- A formação enzimática de pirofosfato inorgânico 
a partir de ortofosfato inorgânico, através de 
uma pirofosfatase intestinal, foi comunicada vá 
rias vêzes (144 a 147). 

Todavia;esta reação não foi confirm~ 
da por outros laboratórios. Também é difícil con -ceber.uma interpretação termodinâmica para a 
mesma. 

f)- Finalmente. 8 cl i-.:,.í".::lfPrn r10 r\TP pode ser de tal 
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ordem que o pirofosfato e não o mono-fosfonucleoti
dio seja a parcela transferida. Há uma pirofosfoqui 
nase que transfo~a a tiamina em pirofosfato de ti~ 
mina (148 a 150). Aqui também pode ser r0lembrada a 
reação de formação do 5-fosfo-ribosila-1' -piro-fos
fato, mencionada acima. 

B- Destino do Pirofosfato inor~ico. 

Como pode ser vislumbrado pelos vá
rios itens resur1idos logo acima, o pirofosfato ino~ 
gâ.nico figura como produto em um grande nÚlnero de 
processos anabólicos, proveniente da participação -
do ATP. Foi igualmente visto, que a clivagem da li
gaçeo pirofosf6rica interna corresponde a um acrés
cimo de ..;nergia livre padrão be:r:1 maio r do que a cl! 
vagem semelhante, 0xterna; ou seja, aquela apresen
ta uma eficiência termodinâmica bem maior do que a 
última. Esse tipó de clivagem permite, por sua vez, 
a execução de um apreciável número de processos d? 
caracter endo0rgônico, de fundamental importância. 

Deve ser destacado que: 

a)- a biosefattee de glicídios mais complexos; 
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b)- a ativação e degradação de ácidos graxos, bem -
como a biossíntese de triglicerídios e de fosfo 
glicerídios; 

c)- a ativação dos amino-.é.cidos 0 a biossíntese de 
tôdas as proteínas, portanto, trnnbén, das enzi
mas biocatalíticas; 

d)- a biossíntese de nucleotídios e de ácidos nuclêi 
cos; e 

e)- a forraação de um variado número de cofatores en 
zimáticos (DPN, TPN, FAD, CoA, TPP), bem como
a ativação de um grande.número de metabólitos-:
(metionina, ions sulfato, ion carbonato, etc.), 
todos dependem, em un1a ou mais fases, de reaçres 
nas quais se forma, simultâneamente, pirofosfa
to inorgâ:m.ico. 

A maior parte delas apresenta con~ 
tante de equilíbrio aparonte não muito elevada, is
to é, elas são relativamente bem reversíveis em pHs 
em tôrno de 7,5 unidades. Desta forma1 o acúmulo de 
pirofosfato inorgânico no sistema,durante seu pros
seguimento, deveria reduzir e mesmo inverter a efi
ciência da reação no sontido anabólico (48a). Da 
mesma forma, o aurnento descontrolado da concentra-
ção do pirofosfato inorgânico através de uma deter
minada reação iria refletir-se inibi t'oriamente sô
bre a eficiência de inúmeras outras i~portantes rea 
çõe s pirofosfato-fornadoras paral,:üas ~ 

Em resumo, o aur~ento continuado e 
exagerado da concentração de pirofosfato inorgânico 
poderia perturbar de nodo amplo e quasi simultâneo
um enorme nún1ero de rotas metabólicas fundamentais
que desaguar,i no mesmo "pool". A repercussão seria -
um desarranjo acentuado no sincronismo harmonioso -
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do metabolismo interm.€ldiário. Tal ef€lito se torna -
ainda mais :marcado, quando se considera que êstos 
múltiplos componentes celulares estão em periilanente 
equilíbrio dinâmico, ou seja, devürão ser constant~ 
mente substituidos, uns em maior outros em menor 
intensidade f afim de compensar o seu catabolismo , 
também permanente e automático. 

Então , . impõe-se para preser-
var a eficiência da biossíntese de um grande número 
de metab6litos de importância essencial na célula f 

que a concentração local ( 11 pool") de pirofosfato i
norgânico seja reduzida e conservada entre linites 
convenientes para a economia celular. Isto se pode
ria realizar por três vias gerais: 

a)- hidrólise enzir,1ática, decompondo-o, através de 
pirofosfatases inorgânicas, até orto-fosfato i~ 
norgânico, de maneira pràticamente irreversíve~ 

b)- Reutilizando-o atrav~s da inversão de uma ou ou 
tra reação pirofosfatc ·formadora, ou através de 
outro processo enzimático qualquer. 

c)- Expulsando o pirofosfato, através do que se pr2 
cura denominar de "compartmentization", para O!! 
tros locais da célula, 8liminadol assim,, um 
dos componentes do sistema reversível. 

... 
Enquanto que o último mecanismo nao 

foi provado existir para o caso do pirofosfato, as 
duas primeiras pqssibili.élar'l~?~, 0E~rtamente, devem 
ser consideradas. 

Não é difícil conceber-se que, ao 
mesn10 tempo em que se produz pirofosfato inorgânico, 
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"" outra re~çao inversa, de cons~~o de pirofosfato i-
norgânico se realiza, em idêntico local celular, em 
face de determinada solicitação metab6lica. 

Porém, a longo alcance, é evidente 
que não é êste o mecanismo que permite conservar o 
11 pool" de pirofosfato inorgânico em lLcli tes fisiol6 
gicos, ou, se isto fôr necessário, eliminá-lo com
pletamente. 

Todavia., um processo mais geral de 
contrôle da concentração local de pirofosfato inor
gânico, parece ser atendido pela primeira das vias 
acima apontadas. 

A hidr6lise enzi:nática do pirofosfa 
to inorgânico, de certa forma, er!l anidrido, é evi-
dentemente um processo com acréscimo de energia li
vre padrão de v~lor negativo acentuado. 

Embora a literatura registre tenta
tivas para a determinação da constante de equilíbrio 
ou do acréscir:w de ..;;nergia livre padrão, por longo
teL1J?O 
mesmos 

te em 

"" na o se 

( 151' 

;·· ... Fº = 

conhecia um valor experimental para os 
152). 

Há quem estabelecesse tentativamen-

8 -1 - ,9 Kcal.mol , a pH=7,5 

HP 207 + HOH -:;::::::::~::::.:-:=.:: ... ::' 2 HPO~ 

Q 1 
;:\F = -8 , 9 Kcal. mol-

Em época recente, foi possível ao 
grupo de Ratner determinar êste valor com maior pre 
cisão, utilizando, para tal-, a reação enzir:1ática eB_ 
tre a citrulina e o ácido as:pártico, produzindo ác!_ 
do arginina-sucínico (8). No processo, é exigido 
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ATP que ternina por cindir-se e:rn AMP mais PPi. ·As 
C(jnstantes de equilíbrio, em presença de escesso de 
ion Mg++, foram deten~inadas em 0,89 para pH~7,0 e 
8,9 para pH~7,5. Com êstes dados foi possível dete~ 

º minar-se o (;;,F para a hidrólise do PPi. ::E:ste va-
lor experimental se torna ben menos neg~tivo em pr~ 

++ o sença de íons Mg , e corresponde a~':·.F-~ -5,1 
-1 ( g ) Kcal. mol a 37 C e pH=7,5 , com excesso de ion 

Mg++ ( Mg++=ô,0054 M, /'~ =0,2) • O valor calcu-
. o 

lado ~ stá bem próximo, ou seja /.\ F-= -4,7 Kcal. 
mol-1 • 

Mg PPi + HOH ======~-- 2HPO 4- + Mg++ 

Q -1 ._ F = -5,1 Kcal.mo1 

Enbor~ menor que o sugerido ente-
riormente, ainda é relativamente clev~do êste valor 
negativo, e sublinha a il:aportância de tal processo 
enzimático, que torna as reações reversíveis, aci-
ma enuoeradas, de carater global fundament~lnente -
irreversíveis, e eficientes anabblicamente. Cabe, 
nesta altura citar, do artigo de Ratner (.§): "uma 
queda de energia de 5,1 Kcal, não deixa de ser 
suficiente:rnente elevada para sustentar o ponto de 
vista de que a remoção do produto se verifica.atra
vés de uma reação essencialmente irreversível. Cál
culos de outros ~feitos do ion Mg++ mostram que a 
clivagem. pirofosfato-formadora de ATP é associada , 
de per si, com várias vantagens. A diferença de 2,6 
Kcal, sôbre a clivagem terninal provê um "er,1purrÕ.o" 

o 
adicional na direção de síntese. Tar~bém um/.~ F- de 

é -1 valor negativo elevado como o -10,3 Kcal.r:wl , 
pode permitir un1 número grande de reações endoorg2 
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nicas a sere1J1 acopladas ao l~fP. ll..ssim, o ion Mg++ P.2. 
de ter o efeito de colocar em condiçÕes eficientes, 
reaçÕes sintéticas que era si. apresentao posição de 
equilíbrio bem desfavorável". 

Neste sentido, pode ser elucidativo 
trazer outra citação de ordem mais geral, extraída
do editorial recente de "DeWi tt-Stetten" ( 3): 

"Mais interessante é o principio
geral qu~ é suportado por todos os d:.1.dos aqui apre
sentados. O enunciado dêste princípio~ embora de t.Q 
nalidade confessado.mente teleológico, poderá, ainda 
assim, apresent:1r Llérito. 

Tôdas as vêzes que o produto de uma 
reação é de suficiente Ü.'lportância ao organismo, ê_ê. 
te> de certa forma. está dis:;:.)osto e 6 capaz de inver
ter suficiente energia na reação, afim de assegurar 
que a mesma se reali~e com velocidade adequada e na 
direção conveniente". 

Em trabalho anterior, em 1958 (154) 
o presente autor assinalou e discutiu primeiramen
te a extensa significação geral das reações pirofo_ê. 
fato-formadoras e o possível papel de marca-passo -
metabólico que a pirofosfatase inorgânica eventual
mente pudesse apresentar. ~ste ponto de vista foi 
tanbém exposado nais t~:t.rde ( 1960), ( 8) , como refe
rido antes. 

Tendo em r11ente o exposto acima, nao 
é difícil de prever, ou, pelo menos, supor que as 
pirofosfatases inorgânicas, deven ter distribuição
ampla e ubíqua, tanto no reino.'~inal~ como no rei 
no vegetal e ur:1 microorganismos. DevmJJ. também ser 
encontradas nos ~ais diversos tecidos, e.na célula, 
em suas diferentes frsções subcelularGs • Igualmen
te, é possível aduitir a existência de vários tipos 
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de pirofostatases inorgânicas, particula+mente di
ferenciáveis por seus pHs ótimos de ação. 

'" 
Compulsando a literatura, pode ser 

verificado que foram provadas existir em bactérias 
(155, 156), leveduras (157 a 161), fungos (162 , 
163), plantas (159, 164 a 166) e em diversos teci
dos animais: fígado (167 a 169), rins, mucosa intES -tinal (!IQ), cérebro (171, 172), músculo (173), o~ 
so, baço (174), bem como no sôro (154, 175, 176) , 
em eritrmcitos (177, 178) e e:Gl pl:1.quetas (179). 

Dêstes trabalhos todos,é clássica 
a cristalização da pirofosfataseinorg&nica da leve 
dura por Kunitz (161, 180). 

Sabe-se que em regra exigem como 
cofator o ion Mg++ que as ativa (169, 181, 182).P~ 
dem ser inibidas pelos ions F' e c a++ ( 169 ,183), de 
vendo apresentar grupos sulfrdrila livres (169,183, 
a 185). 

O pH ótimo é ~ariável, podendo su~ 
gir, conforme vários au.tores, tanto em zone.s áci
das como neutras e alcalinas (3,5 a 4,5; 6 a 7;7 a 
8 e acima de 8), (186). Qu~nto aos pHs ótimos inte~ 
mediários (zona neutra), é sustentado que a sua d~ 
tinção seria muito difícil, tratando-se realmente 
de uma zona só (169). 
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O- Objetivo dêste trabalho. 

Nesta altura. é,possível delinear-se 
• 

o objetivo do presente trabalho. 
Pelo exposto nos subcapítulos acima~ 

foi evidenciada a rede extensa de reaçÕ8s enzimáti
cas, figurando como essenciais no mapa das rotas me 
tab6licas fundamentais, que determinam a formação e 
levada de pirofosfato inorgânico. 

Foi visto também o papel das piro-
fosfatases inorgânicas em reduzir a concentração 12 
cal dêste produto, contribuindo pa+a a naior efi
ciência das reações de biossíntese. 

Até a presente data o conhecimento 
sôbre estas pirofosfatases inorgânicas, particul~r
mente as de origem animal, é bastante incompleto. 
Pouco ou nada ó conhecido em detalhe sôbre sua dis
tribuição tecidual, localização intracelular, cara.Q. 
teristicas cinéticas, pHs ótimos, cofatores, inibi
dores, etc. 

S6 com un1 conhecimento de tais da
dos será possível avaliar, e mesmo prever, 'co:tl ma
ior precisão e certeza, as funções específicas das 
diversas pirofosfatases inorgânicas em face do me
tabolismo internediário. Estas inforr,mções poderão 
constituir contribuição de utilidade para m?lhor ... compreensao integrada do bioquimisno celular. 

O autor se propôs executar ur1 es
tudo sistemático, ·planejado, neste sentido. Preten
de ex2ll1inar no futuro, comparativamente, a distri-
buição de pirofosfatases inorgânicas nos diversos 
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6rgãos aninais, identificar os diversos repr0sent~ 
tes destas enzinas en função de seus pHs 6ti1:1.os, d.§:. 
terpinar a sua localização nas várias frações sub
celulares - núcleo, mitocôndria, microsomcs e sobr.§:. 
nadante citoplasmático - conseguir a purificação 1 

ou isolamento en cada um dos casos obs<Jrvados, e fi 
nalmente, estabelecer as carscteristicas cinéticas 
destas pirofosfatases inorgânicas. 

Un projeto desta natureza correspo~ 
derá a ULl esfôrço prolongado de investigação labor~ 
torial. O pr~sente trabalho representa a parte ini
cial de sua execução completa, e se 6onoentra part! 
cularmente no exame de dois 6rgãos de elevada ati
vidade Iaeta .. b6lica, o fígado e o pâncreas, e nestes, 
na correspondente fração nuclear. 

No pr6xin.o capitulo serão descri tos 
o matertal e os principais métodos empregados neste 
sentido. 

No seguinte capítulo serão expostos 
os resulta~os obtidos e discutida a segnificação 
dos mesnos. 
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Q A ;E I T U L O I I : MATERIAL E MÊ'J:ODOS 

1)- Para objBto experinental na execução do estudo 
sistemático de pirofosfatases inorgânicas, foi 
escolhida a cobaia. 
Vários fatôres foram considerados para êste fim: 

a)- Trata-se de ur.J.a espécie animal já largat1ente e~ 
plorada sob ponto de vista bioquímico 9 particu
larnente metabólico. 

b)- Seu comportamento não se afasta marcadamente 
das c~racterísticas metabólicas g0rais dos mamí 
feros. 

c)- É animal acessível en nosso meio, em condiçÕes 
suficientemente padronizadas sob ponto de vis
ta genético, permitindo UL1a resposta biológica 
uniforme e passível de generalização estatísti-
ca. 

d)- Por ser animal de pequeno porte e que pode ser 
adquirido em núrnero satisfatório, o sacrifício 
continuado e neces$ário dos mesmos não apresen
ta obstáculo maior. 

e)- A consti tuiçao anatômica da cobaia per1~li te un 

acesso fácil 30S órgãos visados, e a sua perfu
são con solução isotônica se executa serJ. difi

culdades acessórias. Há assim a possibilidade 

de estender o trabalho para um estudo conparati 
vo das pirofosfatases inorgânicas, sem necessi
dade de recorrer a várias espécies de aninais , 
sirJ.ul tâne.a.m.ente. Isto é especialmente ir:Lportan
te no caso do pâncreas. Este órgão se encontra 
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em regra sob forma difusa n~ maior parte dos 

aniL.mis de laboratório de pequeno porte ( ra

to albino, coelho) ou ó de tamanho excessiva-

menta reduzido (camundongo). A cobaia possui 

um pâncreas relativamente compacto, de fácill 

separação, atingindo em nnimal adulto, o pê-

so aproximado de duas greJnas, o suficiente pa 

ra o fim em vista. 

As cobaias usadas foram provenien-

tes do biotério do Instituto "Desidério Fina-

:oor 11
., da Secretaria de Agricultura do Estado 

do Rio Grande do Sul. são cobaias quasi com--

plt:trunente albinas, d(;; colônic:J. cOL.1 acentuado 

"ir.lbreeding". O estado nutricional dêstes a 

nimais é exccüonto e sua alimentação no--
~ é bom controlada e satisfatória. 
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2)- Os ór~ãos examinados mais de perto foram o fí
gado e o pâncreas. Esta preferência inicial de
ve-se ao fàto de ambos serem tecidos de intensa 
atividade metabólica~ comparados com os demais 
tecidos do organismo. Eo face da exposição do 
tema de trabalho no capítulo de Introdução;é e
vidente e facilmente compreensível que êles es
tivessem entre os tecidos de primeira escôlha a 
serem estudados. 

3)- Obtenção de homogeneizadoe totais. 

As cobaias foram pesadas e seu sexo identifica
do. Posteriormente foram sacrificadas por golpe 
na região posterior da cabeça, e a seguir saQ
gradas através de.cortL: profundo na região an
terior do pescoço. 
As seguintes operações foram executadas e~ câ-

g 
nara fria, à temperatura de +220 a +4 c. Ini-
cialmente, foi feita incisão, em cruz no abdo-
men e tórax dos animais, localizados os órgãos 
visados e as cavidades abortas foram preenchi-
das com gêlo picado. 

A seguinte etapa, a perfusão dos 6~ 
gãos "in si tu"' necessária para 2. lavagem vasc!!_ 
lar e eliminação de hemácias, foi efetuada atr~ 
vés da aorta. Mais tarde, foi verificado ser 
bem nais prático canular a v~ia co.va inferior , 
no caso da perfusão hepática. Neste sentido is~ 
lou-se, primeiramente o vaso, introduzindo de
pois no 1:1esmo, em direção distal, uma cânula de 
polietileno de calibre fino, e amarrada forte-
mente com fio de algodão. Adaptando uma seringa 
de 50 nl, foram introduzidos os líquidos de pe~ 
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f~são, sob pressão noderada. 
Na preparação de hQmogeneizados to

ta~s o liquido de perfusão foi sacarose 0,25 M (is2 
tônica), (vide nota abaixo), sondo tomados em re
gra, 100 nü da mesna. ?osteriormente, por ocasião ~ 
das

1

preparações de núcleos, a perfusão foi iniciada 
com ~~a solução de NaCl (50 ml) a O,ltJ M (isotôn1 
ca), seguida de sacarose (100 ml) a 0,25 M contendo 
Caà~ 2 a 0,0018 M • 

A perfusão foi executada exaninando 
a coloração do órgão, t~ndo o cuidGdo de evitar ex
travasamento do líqui-do. 

Nestas condiçÕes, o pâncreas esbr~ 
quecia completanente, enque~to que o fígado e 9 rim 
perdiam a coloração vermelha chocolate intensa. No 
caso dêste último 6rgão (perfusão aórtica) frequen
tenente pernanecian pequenas ilhotas cor:1 11anchas 

a mais escuras. Nesta situação foi utilizada para 
obtenção de honogeneizado, parte de tecido renal , 
das zonas mais descoradas. Após esta etapa, foi re
tirado o órgão, ou fragmento do mesmo, pesado e la
vado con sacarose 0,25 M fria (temperatura em tôr
no de +2

2
0 ) • 

A homogeinização do tecido (l87)foi 
executada com o aparêlho de ~otter-Elvehjem (188) , 
com êmbolo de Teflon, e va$0 de vidro Fyrex, conse~ 
vado senpre na câmara fria, 

Para acion~ o êmbolo foi usado 
~agitador mecânico, (marca ~hywe), ligado ràpida
mente até velocidade máxima. Ao tecido pesado foi 

li 2 I~: as soluções empregadas, e mencionadas no 
presente trabalho, encontram-se relacio

nadas no últtmo Item dêste capitulo: Reagentes. 
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adicionada sacarose 0,25 M fria em proporçao d~ 

1:9 (g/rnl), submetendo-~e, então, à homogeinização. 
Para obter desintegração completa do tecido, fo
ram neces~áriós em tôrno de 10 movimentos verticais 
do frasco. O horJ.ogeinizado assim obtido, foi diluí
do, para as incubações, em proporção conveniente , 
em geral com diluição final de 1:500, ainda com sa
carose O, 25 M, ou foi subrw.etido diretm1ente a oper~ · 
ções subsequentes para a purificação de frações sub 
celulares, se assim o era exigido. 

A diluição de 1:500 mostrou-se ind!_ 
cada, pois nestas condiçÕes a presença de orto-fos
fato inorgânico pre-existente no tecido se tornava 
quasi indosável em face do volume (0,1 ml) ~e homo
geneizado (já diluído) usado nas incubações. Ou se
ja., nestns condiçÕes o orto-fosfato inorgânico tec1 
dual não produziu um ensaio em branco muito elevado 
comparado com os produtos,da hidrólise enzimática 
do pirofosfato inorgânico. Por outro lado, a dilui
ção empregada permitiu, ainda, um nível excel~nte -
de aferição da atividade enzimática eu estudo. 

A diluição final exata foi aferi
da, em regra, pela medida da •bsorvância da suspen
são teci dual, efetu~'tda no fotocolorím.E;:tro ( Lumetron 
- modêlo 401-A) COL1 filtro de 650<·, .. : ... 

! 

4)- Preparação d2. fraçi:lo subcelular de "núcleos" 

(189) 

a)- Empregando a técnica de preparação de homogene!_ 
zados, foi inicialmente executada a perfusão de 
6rgão com NaCl 0,145 M, seguidç. de sacarose 
0,25 M contendo CaC1 2 0,0018 M. A houogeneiza
ção tecidual foi feita em solução de sacarose 
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0,25 M.com CaC1 2 0,0018 M , em proporção de 1:9 
( g,/ml) • 

b)- Filtro~-se o produto através de flanela, bem 
lavada. 

c)• 10 Dl do filtrado foram colocados em tubo de 
centrifugação (60 ml) sôbre 20 nl de uma solu
ção mais densa de sacarose O ,34 M, co11 . CaCl2 
a 0,00018 M• O tubo foi centrifugado a 2.000r. 
p. m •. durante 10 minutos. (Centrífuga Excelsa, 

nº 3). 

d)- Decantou-se co11 cuidado o sobrenadante~ opre-
cipi t:;,do "nuclear" foi ressuspenso no 
tubo, em 5 ml de sacarose 0,25 M co11 

próprio 
CaC12 

0,00018 M. Co11 pipeta de Pasteur finamente es

tirada fora~ introduzidos abaixo desta suspen
são, 10 Ill de sacarose O, 34 M com CaC1 2 0,00018 

M • 

e)- S~guiu-se uma nova centrifugação a 2.000 r.p. 
m. durante 10 minutos. 

f)- Esta operação de lav:::..gen da fração nuclear foi 
repetida por mais duas vêzes. 

g)- O precipitado final, branco, sen coloração que 
indicasse material henático, foi ressuspenso, 
para emprêgo em incubações, usando s~carose 
0,25 M • Para tal, foi tomado, eo regra, o vo
lurle de 5 nl por grama de tecido inicial - ou 
seja - houve urm diluição da fração "nuclear " 
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de 5 vêzes. 
Inicialnente, foram usadas para a 

" -ressuspensao final, sncarose 0,25 M nais CaCl 2 

O ,00018 M , co:r:r o objetivo de evitar, pela pre sen-:
ça de ions ca++, a aglutinação do :r:~.aterial nuclear. 

Em face da reduzida resposta enzimá 
tica e c:onsiderando o provável efeito inibitório d.o 
:ion Ca+-1- "" sôbre a pirofosfatase inorgânica, o CaC1

2 
:foi exqluído de suspensão final. RE!al:o.ente, nest13,~ 

condições, 2. ação enziuática foi ben mais acentuada. 

h)- Deve· chamar-se atençno a que estas operações fo 
rarti tôÇlas exe cut~tdas na câm':lrO. fria, entre + 29: 

o 
e +4-c. 

~ .. l?revaração da fração subcelular de "mi tocôn
drias" ( 189) • 

a)• De iníci~ a perfusão e a homoge~eização foram 
executadas corao descri to acima. O homogeneiza
do reprE!sE!ntava una éiiluição do naterial na pro 
porção de 1:9. A solução de sacarose enpregada 
nesta primeira fase foi 0,25 M, porém sem Ca~ 
não mais necessário para a prepração mitocondri 

-" al e de certa fo~a, inconveniente pela razao 
apontaga logo acima. 

b)~ Ap6s a filtração por flanela ben lavada, lO nl 

do filtrado foram colocados sôbre 10 ml de saca 
. -

rose 0,34 M, em tubo de centrifugação. Submete~ 
se a mistura ~ centrifugação de 2.000 r.p.m. d~ 

rante 10 rtiinutos, afim de S8parar núcleos, célu 
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... 
las nao rompidas e restos celulares. 

c)- O sobrenadante foi transferido para outro tubo 
de centrifugação (de plástico Ul tra1:1id S-capa ... 
cidade de 30 nl) e centrifugado na Ultracentrí e 

fuga Refriger2da (Christ- Rapid Universal),d~ 
rante lO minutos a 9.200 r.p.m. ( o que equiv~ 
le, à base do diagrawa correpondente , a apro 

o o -
ximadamente 5.000 G). Temperatura de +2-a+5-C. 

d)- O sedit1ent o "rn.i tocondrial", assirJ. obtido, foi 
ressuspenso em. 5 tü de sacarose 0,25 M fria 

o -
(+2-C), e homogeneizado ràpid~~ente. 

e)- Esta suspEmsão foi transferid:0e para UD tubo de 
centrifugação nenor (plástico Ultranid S - lO 
ul), e centrifugada 
rada por lO.ninutos 
danente, 24.000 G). 

na ultracentrífuga r0f1ig~ 
a 16.000 r.p.n. (aproxima~ 

e d º 52 Te11peratura e + 2 a + C. 

f)- A ressuspensão e centrifugação foran repetidas 
nas mesmas condiçÕes, nais ur1a vez. 

g)- O precipit:::.do foi diluído em 5 ml de sacarose 
a O, 25 M, e sua concentração foi, eventualnen-. 
te, ndapt<::.da eD função da e.bsorvência, l;tedida 
no fotocol,JrÍtletro, com filtro a 650''')'·• 

6)- Preparação das fraçÕes subcelulares de"nicros.Q. 
nas" e "sobrenadante citoplasmático" (189). 

a)- Preparou-se o 6rgão e seu hor,wgeneizado como -
d0scrito acina. Diluiu-se o honogeneizado ain-
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da na proporção de 1:9 (g/nl). As soluções de saca
rosa usadas não continham cac12 ~ 

b)- O honogeneizado assim preparado foi passado a 
tubos de centrifugação (plástico Ul tr:;,:r:üd S- 10 

ml) e centrifugado na ~ltracentrífuga refriger~ 
da por 30 minutos a 15.000 r.p.m. (aproxim~da--

2 o 
mente 22.000 G). Temperatura de +2 a +5-C. Es-
ta operação sedinent ou dir0taw:mte a rJ.aior :par
te dss mitocôndria~, núcleos, células intactas, 
e restos celulares. 

c)- O sobren2dante foi passado para outro tubo de 
centrifugação senelhante ao acina, .s subrJ.etido 
à ação da ultracentrífuga refrigerada, agQra ~ 
por 120 ninutos, à velocid;::::.de de 18.000 r.p.n. 

Q 
(aproximadamente 34.000 G). Temperatura de +2 

º a +5 c. 

d)- O sedir:.1ento resultante foi rcssuspenso en saca 

rose 0,25 M, fria 9 a +2
2
C (a diluição convenien 

te, neste caso, foi variável), e constituiu a 
fração "nicrosorüal 11

• 

e)- O sobrenadc·~nte foi denominado "sobrenadante ci 

toplásnatico", após diluição final de 100 ou 
r:.mis vêzes ( g/ml), de acôrdo co:o. ct resp:::,sta en 
zimática que se procurou alcançar. 
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7)- Comentários referentes à preparação de fraçÕes 
subcelulares. 

As técnicas "descritas acima fo
ram originalmente desenvolvidas para o tecido hepá
tico, ~specialmente para o caso do r$to albino (189 

a 192). 
Estas preparações, hoje clássicas , 

foram estudadas e aplicadas extensru~ente. São rela
tivc:,mente homogêneas quanto c.s características bio
químicas. Como a centrifugação diferencial do homo
geneizado não representa para o bioquímica uru pro-
cesso de separação de entidades citológicas, mas 

antes constitui mais um passo auxiliar na individu~ 
lização e c=.racterização de enzimas celulares, a 

extrema precisão no isolanento exclusivo e absoluta 

mente puro de tal ou qual organela subcelular, 
,.., 

na o 
constitui objetivo técnico essencial. Fica, porém a 
ressalva de que, qu ndo no presente trabalho são u
sados os têrnos "fração nuclec,r", "fração ni tocondri 
al", etc, não se ter.:.1 em mente material citologica-
mente puro, porém frações celulares obtidas dentro 
de um regi~e rígido, e reproduzivel, de técnica la
boratorial. 

No caso especial do 11 sobrenadante -
citoplasmático" como c::.qui preparado, o mesrao não r~ 
presenta um material isento de "partículas sub-cel!!, 
lares 11

, o que só poderia ser obtido com una centri
fugação bem mais enérgica, através de aparelhagem ~ 
té o momento fora do alcance de laboratórios locais. 
Da r.1esna forrJ.a, a "fração nicrosomial" não represeg 
ta tôda :':L extensão d:J. parcela celulo.r convencional
mente denor:ünc.da de nicrosonas. Todavia, o sistema 
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de centrifugação diferencial, c.qui usado, pernite .2. 
bter frações subcelulares oo~ um•J por assim di
zer, panorama enzimático, perfeitamente bem caract~ 
rizável e reproduzível quanto às pirofosfatases i-

"' . norgan1.cas. 
Em relação às frações pancreáticas, 

deve ser feita uma observação adicional. O sistema 
de centrifugação diferencial para êste tecido foi 
me~os bem estudado do que no caso do tecido hepáti
co. Para o camundongo o qual apresenta UL1 p?~creas 

bem individualizado, mas não para a cobaia, há es
túdos bem sistemáticos (192a). 

Como nada de informativo e aceitá-
vel foi possível ser encontrado para o pâncreas de 
cobaia, foi adotado o esquema geral de c~ntrifuga---çao fracionada, empregada para o fígado. 

8)- Fracionamento de proteínas da fração "nuclear" 
de hemogeneizado hepático de cobaia. 

I- Obtenção do pó de acetona (193): 

a)- Isolaram-se os núcleos de fígado de cobaia pe
la técnica de$crita acima, inclusive con as la
vagens finais. 

b)- O preparado nuclear, obtido a partir de 20 g de 
fígado, foi suspenso em 20 ~ de água gelada, e 

,.. 
a suspensao foi congelada. 

c)- Homogeneizou-se bem esta mistura em aparêlho ~e 
Potte:r-Elvehjem, após descongelar a suspensao. 

d)- Centrifugou-se a.s~spensão, a baixa velocidade 
(menos que 800 r.p.m.). 
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e)- Lovou-se o sobrenadante a un1 copo grande, me-

f)-

dindo o seu vol"Llme, e e. di cÜ'~';C::~·::::n.,...,se paulatina 
mente, agitando, 10 volunl$S de acetona, esfri~ 

o 
da proviamente até -10-C. 

A suspens$o.rosultante, foi cent:rifugad.a a 
2.000 r.p.me 9 dure.nte 10 minutos. 

g)- Decantou-se o sobrenadante e o precipitado foi 
ressuspenso em 3 volumes de e.cetona. 

h)- Segu.iu-:-se nova centrifugação, nas mesmas con
diçÕes. 

i)- Ressuspendeu-se ma:j_s uma vez o sedimento em 3 
volumes de acetonao 

j)- ProcedelJ.-se de 
Buechner, com 2 fôlhas de papel de filtro,usan 
do trompa d~água~ 

1)- O precipitado fino foi lavado mais 2 vêzes com 

acetona fris. 9 usem do 3 volur;1e s de sol vente. 
m)- O resíduo fins.l foi secado entre papel de fil 

tro, colocado em frasco no dessecador, s9b vã
º cuo, e guardado na câ:nara fria a -15 C. 

n)- Tôda~ as operações foram exucutadas na câmara 
fria o 

IJ:- fr~_9JJ2.t~..ê:r~~2....f~9_i onada com sgl 
fato de amônia (194). 

. -- --- . 
A precipitação fracionada foi exe~ 

ot1tada sôbre wn extrato do pó de acetona ou diret~ 
mente sôbre o ho~ogeneizado, sempre na câmara fri~ 

o º com + 2- a + 5 C ~ 
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Sôbre o pó de acetona. 

a)- O pó de acetona foi misturado, por intermédio -
de homogeneizador, com água fria (aproximadamen 

o -
te +2-C), proporção de 20 mg para l ml. . . . 

b)- Esta suspensão foi_centrifugada a 2.500 r.p.m. 
durante 15 minutos. 

c)- O sobrenadante constituiu o extrato inicial. 
d)- Extro.ç?:.o semelhante foi feita com t2.mpão T;r.1s , 

0,02 M, pH=7,5. 
e)- O fracionamento foi efetuado enpregando,até 60% 

de saturação, solução de sulfato de amônia sa
turado, conservada na cârrrJ.ra fria; e acima dês
te valor, com sulfato de am.ônio sólido, seguin
do sempre o esquema de Dixon. 

f)- Uma hora após o ami.wnto da satur.:çõ.o de sulfato 
de a:(TI.Qnio, a susronsão foi. centrifug~:~.da a 2 .. 500 
r.p.m., durante 20 Einutos,. 

g)- O precipitado foi ressuspenso em 5 nu de água 
fria ( aproximad.araente 
a dosagem de proteínas 
pirofosfatásicc.. 

º +2 C), e utilizado para 
e medid~s da atividade 

Quando uão se observou uma precipitação eficien 
te, após ru~a hora, o material foi conservado na 
câmara fria por 24 horas aproximadamente, co~

tinuando-se então o processo de fracions~mento. 

Sôbre n fração de "núcleos 11
• 

a)- O tecido hep~tico (40 g) foi homogeneizado (em 
300 ml) e a fr.';'"ç:::.o nuclear foi preparc..da como 
descrito acima. 
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b)- A diluição final foi feita em água fria, a sus

pensão resultante e~tão congelada e, posterior
mente, descongelade. 

c)- O fracionamento com sulfato de amô~io seguiu o 
mesmo método que o acima descrito. 

d)- Como os precipitados parciais for:1m diluí.dos·em 
5 ml ue água gelada, houve tina concentração. a 
partir do pêso de tecido inicial de 8 vêzes. 

9)- Deterr~ina~ão d3 atividade de pirofosfatases i
norgânicas. 

Para êste fim foi utilizado de um 
modo geral o esquema de incubação da pirofosfatase 
inorgânica de leveduras (180), seguido da determi-
nação .. de orto-fosfato.inorgânico de acôrdo com 
Fiske-Subbarow (195). 

a)- Esta incubação foi realizada em banho-maria de 
o 

temperatura constante (m2rca Fabbe), a 37-C, o 

sistema contendo em regra os seguintes coLlponen 
tes (vide nota abaixo) : Na

4
P 2o

7 
( 5 p móis ) , 

MgCl 2 ( 10 ;cmóis) , solução tampão de pH variá-
vel (acetato ác. acético, tris-naleato, glici 
na- NaOH, e citrato- ácido cítrico), e final
mente, o prepara~o enzimático, em volume total 
de 1,4 a 1,8 ml. 

b)- O tempo de incubação foi costumeiramente de 45 

N O T A : """---- Para a composição das soluções, ver a 
ralação na página 48. 
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minutos. 
o)- Ap6s êste período foi :pipeta.do na Distura, um 

volume idêntico 4e ácido tricloro-acético a 
lO% (TCA lO gfo) • 

d)- Seguiu-se a centrifugaçã0 com o próprio t1,l.b9 -: 
de incub~ção (tubo.de henólise) a 2.000 r.p.D. 
durante lO minutos. 

e)- Do sobrenadante :foram pipetados 1,5 ml, para -
tubos contendo 4,5 ml de ~gua e 1 ml de reagell 
te de molibdato de amônio. 

f)- Finalmente adicionararp.-se O, 4 ,,ml do r? agente 
redutor (ácido l.amino-2.naftol-4.sulfôn,i 

co), (e ao mesmo tempo un outro operador adi
cionou o mesmo reagente ao ensaio em br~nco 
preparado coDo acima, do qual se excluiu, ou o 
pirofosfato, ou o preparado enziDático). 

g)- A leitura da absorvência foi feita após 7 mi
nutos (cronometrados), em fotocolorímetro (Lu
metron - nodêlo 401-A) com filtro de 650 !:1)-''·· , 

sendo tom~da como o zero da medida, a amostra 
em branco. 

h)- Para a medida do orto-fosfato de origem endó~ 
na e daquele proveniente da hidrólise não enzi 
nática do pirofosfato inorgânico dur~nte a in
cubação, empregou-se a nesma técnica. 

A curva. padrão quandc nocessé,ria , 
foi executada, da seguinte maneira: 

a)- Pipetou-se eB balão volumstri co de 100 ml, 1 
ml de solução padrão de orto-fosfato 1 çontendo 
100 mg de fósforo por 100 ml (KH2Po 4). 

b)- Completou-se o voluE10 até lQO ml com ácido tri 
cloro-acético (TCA) a 5 g%. 
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c)- Após misturar bein, pipetaram-se desta solução , 
em tubos diferentes e marcados, 2 - 4 - 6 - 8 -
10 rnl e completou-se,em cada caso, 10 ru, com.! 
cido tricloro-acético a 5 g %, misturando bem. 

d)- Destas diluiçÕes foram tomados 1,5 ml em cada 
caso, submet?ndo-os, às mesmas operações des
critas acima. (Paralelamente foi feito um en
saio em bre~co, com 1,5 ml de ácido tricloro-a
cético 5.g %, com o qual se ajustou a absorvê~ 
cia zero). 

e)- Os diversos tubos corresponderma a concentra
ções de amostras originais deterLJ.inadas como 
descritas acima, respectivamente de 12, 18, 24 
e 30 mg% de fósforo (P). 

10- DeterLJ.inação de proteín~s. 

Quando foi necessário determinar a 
concentração de proteínas, empregou:--se técnica a
daptada d3 reação do biureto (196). 

- Pipetaram-se 0,5 nl ou_quantidade conveniente df;1. 

aoostra, e diluiu-se até 2 ml com NaCl 0,145 M. 
-Adicionaram-se, 5 ml do reagente de biuretot mis

turando bem. 
- Após 10 minutos, exatos, mediu-se a abservênci.a -

no fotocolorímetro, usando filtro de 540 ~~-- , 
- O ensaio em branco, com o qual se calibrou o apa

rêlho até absorvência zero, foi executado, substi 
tuindo a anostro. diluída por 2 ml de NaCl O,l45M. 
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CURVA PADRÃO. 

A solução padrão de proteína usada. (previaaente 
determinada por processo micro-Kjeldahl, seguido 
de nesslerização), de 3,52 g %, foi diluída . 10 
vêzes com NaCl 0,145 M em balão volumêtrico. 

-Desta solução, pipetaram-se e~ 4 tubos, 
vamente 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml e 2,0 ml. 

- Co~pletou-se o volume atê 2 ml com água 
da. 

respecti -
distila-

-Adicionaram-se 5 ml de reagente de biureto, e 
prosseguiu-se como acima, sendo o ensaio em bran 
co executado tambêm de maneira idêntica. 

11- N.ota ... final, 

No transcorrer da execução do pre
sente trabalho, algumas modificações nas técnic~s 
gerais acima descrito..s, tornarar:J.-se necessárias.!!_ 
to se verificou e~pecialmente nas várias experiên
cias de incubação. 

Quando tal aconteceu, , a alte-
ração se encontra assinalada junto à descri-
ção das próprias experiências. 
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12)- R E A G E N T E S ..,.._....,. _____ .._.._ 

SoluçÕes tampÕes 

1. Acido cítrico - citrato de s6dio. 

c6H8o
7 

(Baker p.a.) 0,1 M.e 
Na3c6H

5
o

7
.2H20 (Baker p.a.) 0,1 M 

As soluções, preparadas segundo 
"Methods in Enzyrlology", vol. I,p. 

140, (197) tiveram 
pH ::: 3 10 

3,2 
3,4 
3,6 
3,8 
4,0 
4,2 
4,4 
4,6 

pH :;.:: 4,8 
5,0 
5,2 
5,4 
5,6 
5,8 
6,0 
6,2 

2. Acido acético - acetato de s6dio. 

CH3COOH . ( 99-100 %) (Menk. p. a) 0 ,2M 

CH3C00Na.3H20 (Merck p.a.) 0,2 M 
As soluções, preparadas segundo 
":Pie Methoden der Fermentforschung", 
p. 787, (198) tiveram 
pH = 3,6 pH == 4,8 

3,8 5,0 
4,0 5,2 
4,2 5,4 
4,4 5,6 
4,6 5,8 
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3. Trismaleato - NaOH 

Tris(hidroximetil)amino 
m~ ~21) - ácido malêico 
C.P.) 0,2 Me 

aetano ( Si_g 
(Pfansti eh1 

NaOH (Merck p.a.) 0,2 M 
As soluções, preparadas 
"Methods in Enzy..:1ology", 
143, (197) tiveram 

s?gundQ 
vol. I,p. 

pH == 5, 2 

5,4 
5,6 
5,8 
6,0 
6,2 
6,4 
6,6 
6,8 

4. G1icina - NaOH 

pH == 7,0 
7,2 
7,4 
7,6 
7,8 
8,0 
8,2 
8,4 
8,6 

Glicina (Merck,p,a.) 0,1 M e 
NaOH (Merck p.a.) 0,1 N 
As soluções, 
"Die Methoden 
p. 775 (198) 
pH == 8,6 

8,8 
9,0 
9,2 
9,4 
9,6 
9,8 

10,0 
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preparadas segundo 
der Fernentforschung'~ 
tiveram 

pH == 10,2 
10,5 
10,8 
11,1 
11,4 
11,7 
12,0 
12,3 



5. Tris - HCl 

Tris(hidroxi~etil)amino netano (Si~ 
ma 121) 0,2 M .e 
HCl (Riedel p.a.) 0,2 M. 
A solução, prepare.da segundo "Metho 

ds in Enzymoly", vol. I, p. 145 , 
(197) teve 

pH = 7,5 

SoluçÕes de pirofosfato 

1. 0,1 M 
-Dissolver 44,61 g.de pirofosfato 

de sódio (Na4P2~7 • 10 H20) (Ana
lar BDH) até 1 litro com água de~ 
tilada. 

2. 0,01 M 

- Diluir a solução anterior ao déci 
mo. 

SoluçÕes salinas 

1. Cloreto.de cálcio 

2., 

3. 

CaC1 2.2H20 (Riedel p.a.,) 0,1 M e 

0,02 M 

Cloreto cobaltoso 
CoC1 2.6H20 ( Riedel p.a.) 0,1 M 

Cloreto.de magnésio 
MgC1 2.6H20 (Riedel P• a.) o,1 M • 
0,05 Me 0,02 M 
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4. Cloreto.manganoso 
MnC1 2.4H20 (Riede1 p. a.) 0,1 M 

5. Cloreto.de niquel 
NiCl 2• 6H20 (Riedel p.a.) 0,1 M 

6. Cianeto de potéssio 
KCN (merck p. a.) 0,1 M 

7. Fluoreto dE.: sódio 
1-F (Riedel p.a.) 0,02 M 

8. Sulfato cúprico 
Cuso4.5H20 (Merck p.a.) 0,1 M 

9. Sulfato ferroso 
FeS04.7H20 (Riede1 p. a.) 0,1 M 

10.Sulfato de zinco 
ZnS04.7H20 (IMH puro) 0,1 M 

1l.Cloreto de sódio 
NaCl (Merck p.a.) 

Soluções de sacarose 

l. 0,25 M 

O ,154 M 

- Dissolver 85,5 g de sacarose (Ri~ 
del ou Merck p.a.).até 1 litro 
com água destilada. 

2. 0,25 M com cloreto de cálcio 0,0018 M 
-Dissolver 0,2645 g de Cac1 2.2H20 

(M8rck p.a.) até l litro de saca
rose (técnica) 0,25 M 
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3 • O, 25 M com cloreto de cálcio O ,oCOJ.B M 
- Dissolver 0,02645 g d0 

cac1 2.2H
2
0 (Merck p.a.) até 1 li 

tro con sncarose 0,25 M 

4. 0,34 M 
-Dissolver 116,28 g de sacarose 

(Riedel ou Merck p.a.).até 1 li
tro com água destilada. 

5. O ,34 M com cloreto de cálcio 0,00018 M 

-Dissolver 0,02645 g de. 
cac1 2.2H20 (Merck p.a.) até 1 li 
tro con sacarose 0,34 M 

Soluç~o de Versene 0,1 M 
-Dissolver 0,9306 g de versene(eal 

s6dico do ácido etilena-diamino
-tetracético, Tit+iplex) até 25ml 
de água destilada, 
pH = 8,0 

Solução de TCA 

10 g% 
- Dissolver lO g de cc13-COOH 

(Merck p.a.) até 100 ml de água 
destilada .. 

5 g% 
- Diluir a anterior 2 vêzes. 

Solução de nwlibdato de a:mônio 
- Diluir 67 ml de ácido sulfúrico . 

concentrado d=l,82) (Riedel p.a. 
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ou Merck p.ao) em 450 ml de água 
destilada. 

-Adicionar 12,5 g de molibdato de a
môn~o (NH 4) 6Mo7o24 .4H20 (Riedel 
p. a.) 

- Coupletar o volume de 500 ml com á
gua destilada. 

Reagente .lt3dutor 
-Pesar 20 g de $Ulfito ácido de s6-

dio (merck p.a.) e juntar l g d~ 

sulfito de sódio anidro (Riedel p. 

a.) • 

- Dissolver o conjunto em água desti
lada até completar 200 ml. 

-Triturar 0,5 g de ácido l.amino~n~ 
ftol-4.sulfônico (Merck p.a.) em 
gral com um pouco da solução de sul 
fitos. Juntar à $Olução e lav~r o 
gral com a mesna. 

- Deixar sedimentar e filtrar. 

Solução padrão de ortofosfato 
- Dissolver 4,390 g de ortofosfato 

biáçidv de potássio (KH2Po4) (Baker 
p.a.) (secado sôbre cloreto de cál
cio anidro por 24 horas), até 1 li
tro de água destilada (100 mg.de~~ 
foro ortofosf6rico em 100 ml). 

ReagentK do ~~~~~ 
-'Preparar solução de NaOH (Merc~ p.a.) 

saturada, livre de bicarbonato. 
- Tomar 92 ml dest:' solução e adicio-
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nar água destilada até conpletar 
300 ml 

- il.dicionar :J,.OO ml de CuSO 
4

• 5H20 

(Merck p.a.) a 1 g% 
- Misturar be~ e usar rôlha de bor-

racha. 

Soluç~o padr~o de proteínas 
- Tomar 15 ~1 de 1 sôro ou plasma san 

, 
gt.uneo. 

- Determinar com exatidão a concentr~ 
ç~o protêica pelo método micro Kjel 
dahl. 

- Pipetar 5 ml de:. amostra restante e 
completar um volurne de 100 nl,com 
exatidão. Guardar na geladeira. 

Solução de sulfato de amônio 
(NH

4
) 2so

4 
(Riedel p.a.), solução 

saturada. 

Solução de p-Hidr6xi-morcuri-bcnzoato 
- 87 mg de p-HMB (Sigma), em 5 nl de 

tampão Glicina-NaOH, pH=8,6. 

Formal (Merck p.a.) a 10 % 
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C A P ! T U L O I I I : ---------
RGSULTADOS EXPERIMENTAIS 

E DISCUSSÃO 

No Capítulo de Introdução procurou
se evidenciar por um lado, o extenso papel do piro
fosfato inorgânico no cenário ·geral do metabolismo 
intermediário, e por outro lado, a função das.piro
fosf~tases inorgânicas em face dêste composto. 

A investigação destas enzimas é es
parsa e bastante imcompleta, excetuando os traba
lho de Kunitz em leveduras, e o de Naganna em eri
tr6citos. Em mamíferos pode ser ainda acrescentado 
o estudo de uma "pirofosfatase neutra", obtida de 
fígado total,.por Swanson, com pH ótimo situado en
tre 7,0 e 8,0. 

Nada existe, porém, de conhecimento 
do autor, sôbre a distribuição das pirofosfatases · 

inorgânicas em fraçÕes subcelulare s, sôbre a sua ca~· 

racterização enzim~tica comparativa, condiçÕes óti
mas de atividade, inibidoros, nem mesmo se sabe o 
número exato de representantes desta espécie de biQ 
catalisadores. Também as informações sôbre a sua 
distribuição tecidual, particuL1rmonte no sentido 
comparativo, é extremamente incompleta, e mesmo im

possível, uma vez que o número de pirofosfatases i
norgânicas é na realidade desconhecido. 

Os resultados que se encontram des
critos abaixo referem-se a investigação destas enzi 
mas em tecido hepático e tecido pancreático. Ini
cialmente foram feitas curvas de pH da atividade en 
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zimática com homogeneizados totais e as diversas 
frações subcelulares. Os resultados dêstes ensaios 
permitiram individualizar um certo número de piro
fosfatases inorgânicas, em função de seu pll ótimo. 
Com êstes dados passou-se a estudar algumas das c~ 
racterísticas mais importc:.ntes das mesmas, fixondo 
se neste trabalho naquelas existentes no núcleo ce 
lular hepático e núcleo celular pancreático. 

A •. ATIVIDADES PIROFOSFATÁSICL.S EM TECIDO HEPÁTICO: 

1. Homogeneizado Hepático Total. 

Para a averiguação inicial de even 
tuais variedades de pirofosfatases inorgânicas, fo 
ram executadas várias "curvas de pH" com homogene!_ 
zado total. A diluição ótima do mesmo foi fixada , 
após várias tentativas em 1:500 (g/ml). Foi obede ... 
cido o seguinte esquema de incubação: 

Amostra 

PPi 0,01 M 0,5 ml 
MgCl 2 O ,1 M 0,1 m1 

Tampão 0,7 ml 

Homogeneizado 0,1 ml 

H20 

Volume Total 1,4 m1 

o 
Temperatura: 37 C 

Tempo: 45 minutos 
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Branco 

0,1 ml 

o ,1 ml 

0,7 ml 

0,5 ml 

1,4 ml 



O ensaio em branco, permitiu dedu
zir da auostra, o orto-fosfato inorgânico proveni@ 
te do homogeneizado (ou preexistente no mesno, ou 
liberado de fosfatos org8.nicos nêle contidos). Nos 
ensaios dêste ítem, bem como nas demais experiên-
cias, nas quais não era essencial conhecer-se o-~ 
lor absoluto de pirofosfato hidrolisado enzimàtic~ 
mente, aquela pequena p~cela que se decompunha 
por hidr6lise química, em face da temperatura, tem 
po de incubação e pH, não era levada em considera
ção. Durante as prir.wiras incubações, tomava-se a 
cautela de acrescentar, para cada pH, m:::lis um tubo 
corr~spcndendo ao sistema da amostra, porém sem h2 
mogeneizado. Os resultados destas experiências de
monstraram que o ortofosfato liberado pela hidróli 
se química do pirofosfato foi, para as quantidades 
usadas, pràtiçamente constante por tôda a escala -
de pH testada. 

Como nas curvas de pH, não é essen 
cial conhecer a sua linha base, mas antes os picos 
e zonas de atividade enzimática, foi deix~do de la 
do êste terceiro tubo de incubação, com a vantagem 

~ 

de permitir urna execuçao mais eficiente dos ens~a 
restantes. 

Inicialmente usaram-se os seguintes 
tampÕes: 

citrato-ácido cítrico,de pH=3,0 até 6,2, com inte~ 
valos de 0,2 

tris-malêico 

glicina-NaOH 

,de pH=5,2 até 8,6, com inter 
valos de 0,2 

,de pH=8,6 até 10,3, com inter 
valos de 0,2 e 0,3 uoidadee. 
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O primeiro tampão denonstrou ser 
pouco indicado, pois permitia atividades enzináti
cas muito inferiores hs ,::; tampno tris-malêico,coE! 
parados em pHs sobreponiveis. Por esta razão,o pri 
meiro foi substituído pelo taupão de acetato-ácido 
acético, (de pH = 3,6 até 5,8 , com intervalos de 
0,2 unidades), que se mostrou bem mais eficiente. 

No total, foram executadas 7 cur
vas de pH com homogeneizado total. O gráfico 1 é a 
apresentação dos resultados de uma, executada nas 
seguintes condiçÕes: 

Cobaia albina, 450 g de pêso, se
xo feminino. Homogeneizado cem diluição final de 

1:500. 
Estas curvas permitiram a seguinte 

conclusão geral: 
- Atividade pirofosfatásica pràticamen

te ausente até o pH = 5. 
- Podem ser assinaladas claramente 4 zo 

nas de atividade: 

urila de pH=6 ,O até 7, 4 , com um máxir.w de 6, 6 até 7 ,O 
uma de pH=7, 4 até 8, 2 , com um máxir,w em tôrno de7,6 
una de pH=9, 2 até 10, O , com um máximo em tôrno de 9, 6 
uma de pH=l0,7 até ll, 3, com um máximo em tôrno de 11,1 

Embora as diversas curvas apresen
tassem uma relativa const&ncia de resultados, não 
foi possivel estabelecer con exatidão, os limites 
mais exatos das zonas de atividade, e particular-
mente os máxirJ.os não puderam ser be:r;:1 definidos. I~ 
to se deve, provàveluente, ao fato de não ser pos
sível preparar o :u.mterial utiJj78do, por sua pró
pria natureza, cou comrllcta uniforr;ürJqrle. Por es
ta razão, os dados s.cina enunciados, somente devem 
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ser tomados como aproximações. O que pode ser con
cluído com mais certeza, é o fato de aparecerem 4 
zonas individualizadas de atividades pirofosfatási 
cas. Quc.nto à distinção entrE: as duas zonas, loca
lizadas entre os pH = 6,0 até 8,2 , dados acess6-
rios serão expostos em outras experiências a se
rem descritas mais abaixo. 

A título de exp~riência piloto, f~ 
ram executadas algunas curvas de pH (em número de 
seis), com honogeneizado total de fígado de ratos. 
albinos. Uma destas curvas constitui o gráfico 2. 
Apresentou, como pode ser visto, três zonas prin
cipais de atividade enzim~tica (o pH muito elevado 
não foi testado neste caso), com IJ.áximos em tôrno 
dos pHs = 6,0 , 6,6 e 8,1. Os dados obtidos, parti 
cularmente tratando-se de experiências com homoge
neizados totais, não permitem avaliação comparati
va com ·os de cobaia. 

2. Fração de "núcleos hepáticos". 

A execução da curva de pH com n~

cleos hepáticos de cobaia seguiu roteiro semelhan
te ao descrito no ítem anterior. O esquema de in
cubnção foi ser.1elhante, A fração nuclear, que sub~ 
tituiu o homogeneizado, foi obtida de l g de fíga
do, e sua suspensão final tinha um volume de 5 rJ.l, 
havendo então urja diluição geral de 1:5 • Algumas 
curvas foran feitas con o conjunto cor:1pleto de tG.!!! 
pÕes, As úl tir.ms, uma vez constatada a ausência de 
atividade em pH inferior a 5, ~iveram suprimidos 
quasi todos os tubos con tampão acetato-ácido e.cé 
tico. O número total de curvas executadas foi 7 • 
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ABSORVÊNCIA x 10 

Gráfico 1: Homogeneizado total hepático Curva de p H. 



... 
ABSORVE NC IA x 10 

4 

2 

3 6 7 8 9 pH 

Gráfico 2: Homogeneizado total hepático (rato) - Curva de p H 



O gráfico 3 representa uma destas 
curvas, obtidas nas seguintes condiçÕer: 

0nbaia albina, 375 g de pêso, sexo femi 
nino. Perfu~ ) pela veia cava infurior. Fração nu
clear con diluição final aproximadamente de 1:5, e 
absorvência a 650 m.:• .. de 0,8 • 

As divers~s curvas obtidas, pern.i-' 
tem as seguintes generalizações: 

- Não houve zona isolada de ativi
dade pirofosfatásica era pH infe

rior a 5,0. 
Três zonas gerais de atividade 
puderam ser individualizadas: 

uma de pH;5,6 at6 6,8 , com máximo em tôrno de 
6,4 a 6,6. 
uma de pH=7 ,4 até 8,4 , com máxiLlo em tôrno de 7,8 
uma de pH=8, 6 até li, 4 , cora máximos prováveis eo 
9,6 e 11,1. 

Cooo está ilustrado no gráfico 3 , 
as atividades no pH alcalino foran relativamente 
reduzidas, embora houvesse certa constância na a
centuação das n.csnas nos dois pHs indicados. De 
qualquer forma, o estudo mais sistemático destas a 
tividades se tornou necessário. Isto foi feito em 
experiências postoriores • . 

Quanto ns atividades pirofosfatási 
cas GrJ. torno do pH neutro, ficou clo.rar.1ente eviden 

ciado existirem duas zonas ben. distintas e não uma 

sbmente, como foi proposto por Swanson (1(~). Esta 
estudou a pirofosfatase inorgânica, obtid de ho
nogeneizado total, com pH máximo em 7,8.A.ae pH má 
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Gráfico 3: Fração de núcleos hepáticos - Curva de p H 



ximo em 6,6 a 6,8 não foi descrita até a presente 
data. Por esta razão, constituiu preocupação espe
cial dêste trabalho obter dados que confirmassem 
esta distinção, o que será descrito em outros ítms 
mais abaixo. A dúvida principal que persistia era 
a de diversas atividades corresponderem a enzimas 

diferentes, ou a uma única enziua que pudesse a
presentar dois ou mais pHs ótiuos distintos. Nes
te sentido, deve ser chamada atenção a que a va
riação de pH do meio não somente exerce efeito sô
bre a estrutura e atividade da enzima, mas também 
sôbre o próprio substrato. Como, no caso presente, 
o substrato permite uma grande variabilidade dems 
sociação iônica em pHs diversos, a curva de pH ob
tida experimentalmente muito bem poderia ser urna 
composição de várias curvas, não correspondentes a 
entidades enzimáticas diversas, mas antes represeB 
tadas pelos efeitos variados da mudança do pH sô
bre o substrato e sôbre c_ enzima. Esta possibilida 
de, embora de pouca probabilidade, sempre deve ser 
levada em conta em análise de curvas de pH. 

Em resumo, permanece nesta altura, 
ainda aberta a seguinte questão: os diversos máxi
mos de pH detectados exp0rimentalmente correspon-
dem cada um a enzimas individuais, ou, em ura caso 
ou outro, foram rôsultantes de art0fatos ocorridos 
durante o ensaio, e na re:::üidade manifestaçÕes de 
um número menor de enzimas ? A resposta para tal 

somente pode ser encontrada atrav6s de estudo de 
material enzimático purificado e pela análise do 
comportamento cinético da hidrólise enzimática em 
cada um dos pHs ótir:ws assinnlados. A experimenta
ção neste sentido é relatada em ítems posteriores, 
nêste Capítulo? 
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3. Fração de "rlitocôndri:J.s hepáticas" .. 

Para a obtenção de curvas de pH 
com mitocôndrias hepáticas foi obedecido o mesmo 
esquema de incubação, descrito no ítem referente -
ao homogeneizado total. A fração de "mitocôndrias 
hepáticas" foi preparada a partir de 1,5 g de fÍt@ 
do, e sua suspensão final ocupou um volur1e de 7TI1, 
correpondendo então a um~ diluição aproximada de 
1:4,66. Após ter sido verificada ausência de a 
tividade com os ensaios empregando o 
tampão acetato-ácido acét1co, as últimas curvas f2 
ram executadas com somente 2 valores dêste tampão, 
para efeito de contrôle. O número de curvas de pH 
feitas foi 5. 

O gráfico 4 corresponde a uma des
tas curvas, cujo protocolo assinala os seguintes 
dados: 

Cobaio albino, de 470 g, sexo masculino. 
A diluição final da suspensão mitocondrial foi a
justo,dc. com a absorvência, medida a 650 m;..._ de 

1,10. 
A bas0 das várias curvas executa

das, pôde ser concluído o seguinte: 

- Não pode s0r destacada ur1a zo
na de atividade pirofosfatá$ica 
em pH inferior a 5 ur1idades. 

- A senelhança da fração nuclear , 
três zonas gerais de atividade 
foram evidentes: 

uma de pH=6, 4 até 7, 2 , com máxino e:r:í.1 tôrno de 6, 8 
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Gráfico 4: Fração de mitocôndrias hei:»áticas - O~Jrva de p H 



UL1a de pH=7,4 até 8,4 com máximo em tôrno de 7,8 
UL1a de pH=8,6 até 11,4 com inflexÕes qu~ indicam 
acGntuação de atividade en tôrno de 11,4. 

Nbvruaente a atividade em pH de va-
lor elevado, foi relativamente fraca. A forma da 

curva sugere dois componentes nesta região, porém 
permite, conw no caso da fração nuclear, supor con
taminação do preparado coB componentes de outras 
frações sub-celulares. 

Sem dúvida, porém, existe ativida
de pirofosfatásica pronunciada na região do pH neu
tro, e ficou explícito que também aqui se trata de 
duas zonas perfeitamente individualizáveis. As con
sidelações expendidas no final do ítem anterior,taE 
bém se aplicam para o caso presente. 

4. Fração de "microsomas hepá'bicas". 

Ainda nesta parte seguiu-se em li
nhas gerais o roteiro estabelecido para as curvas 

~ 

de pH do honogoneizado total. Para a preparaçao da 

fração nicrosomial partiu-se de 10 g de tecido he

pático, cujo produto final foi ressuspenso em volu
me de 7 ml. Houve, portanto, uma concentração de 

10:7. Pelas mesmas razões aludidas nos ítens ante-
riores, somente dois tubos de incubação com truupão
acetato-ácido acético foram empregados, ap6s ter si 
do constatada a falta de atividade em pHs muito bai 
xos. O nillnero de curvas foi de 6 • 

o sráfico 5 descreve uma d~s curvas 
obtidas, nas seguintes condiçÕes: 

Cobaia albina, de 700 g, sexo feminino. 
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Descobriu-se, após abatida, que es
ta cobaia estava gráviua. Como a curva de pH corre.ê, 
pondente não SE? afastasse das de.m.ais, foi conserva
da no conjunto. A absorvência, medida a 650 m.·· ,a-,. 
tingiu o valor de 0,15. 

Desta série de experi~cias, foi p~ 
sível observar o seguinte: 

- Nenhw~a atividade pirofosfatásica 
específica pôde ser observada en 
pH abaixo de 5. 

- Da ~esma forma, foi pràticamente 
ausente esta atividade em tôrno -
de pH=ll,O 

- Duas, ou três zonds puderam ser 
ce.racterizadas: 

uma de pH=6,2 até 7,6 , com um máximo em tôrno de 
7,2 a 7,4, e outro, de localização variável, entre 
6,2 e 6,8. 
uma de pH=7, 8 até 8, 4, com ur.1 máxino em tôrno de 8 ,O 

una de pH=8, 6 até 10, O com um :r.1áximo aproxinado pa
ra 9, 4 • 

Na fração microsomial não foi possí 
vel obter a mesrJ.a constância de reposta de a ti vida
de pirofosfatásica, com.o nas demais frações examin~ 
das. Provàvelmente, melhores resultados serão conse 
guidos através de prep''.raçÕes de ul tracontrifugação 
obtidas com aparelhagem mais adequada. De qualquer 
forma, porér,1, ficou evidenciada uma ação enzimática 
diferenciada, em tôrno de pH=9,4, proporcionalmente 
bem mais enérgica do que a consta~ada nas duas fra
ções sub-celulares anteriores. Ela costumou nesmo 
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ser ur.:J. pouco mai? elevada que as demüs zonas da 
"' mesma preparaçao. 

Quanto à distinção entre as ativi
dades localizadas em tôrno da região neutra, os re 

sultados não permitem cmnclusão definitiva. Tal s~ 
ria possível, somente, COL.1 O estudo das caracterÍs 
ticas cinéticas das r1esmas e eventual purificação 

das enzimas correspondentes. 

5. Fração de "sobrenadante citoplasmático hepático~ 

A realização destas curvas de pH 
foi feita dentro da orientação anterior 

Para o preparado sub-celular par
tiu-se ele 2 gramas de tecido hepático, cuja fra
ção de sobrenadante citoplásmatico foi levada a u
~a diluição final que variou de 100 a 200 vêzes. 
Qu~to ao exame da atividade pirofosfatásica na r~ 

gião correspondente ao truupão acetato-ácido acéti 
co, foi seguido o mesmo critério que nas experiên
cias anteriores. O n~~ero de curvas executadas foi 

6. 
O gráfico 6 corresponde a uma des

tas curvas, com sobrenadante de houogeneizado he
pático obtido de cobaia albina, de 365 g de pêso , 
sexo feminino. Diluição final.de 1:140 , con abso~ 
vência nula, medida a 650 m,; ' .• 

/ 

As diversas curvas permitiram che
gar à seguinte conclusão: 

- Não há atividade pirofosfatásica 
especifica, nas condiçÕes aqui empregadas, en pH 
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inferior a 5. 
- Em nenhurua das curvas pôde ser 

observada atividade pirofosfatásica em pH em tôrno 
de 11. 

- As atividades caracterizáveis po 
dem ser agrupadas em três: 

-uma de pH=6,2 até 7,6 , com máKi 
mo permanente em 7, 4, e outro muj. 

to frequente em 6,4 
- urun de pH=7,6 até 8,2 com máximo 

em tôrno de 7,8 
-uma de pH=9,0 até 10,0, com má

ximo em tôrno de 9,2 a 9,4. 

Contrário ao esperado, em face das 
condiçÕes de sua prepa~ação , esta fração permitiu 
a obtenção de resultados ~uito constantes. Unica-
mente, o máximo em tôrno do pH=6,6 não foi sempre 
explicito , embora a inflexão da.curva nesta re
giao o indicasse, permanentemente. 

Deve ser chamada atenção a que a 
atividade na zona de pH=9,0 a ::J-0,0 foi, em regra , 
mais enérgica do que as demais. Em refer~ncia à a
ção enximática na altura da região neutra, os re
sultados devem ser tomados como sugestões de exis
tência nuito provável de três atividades dife
rentes. 

6. Comentário comparativo sôbre as curvas de pH 
das quatro frações sub-celulares. 

No er?-fico_.l forao reunidos os re
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sultados mais importantes apresentados nos ítens ag 
teriores. O exame dêstes permite tentar algumas ge
neralizações: 

a)- Os resultados indicam que h8, pelo 
menos qu~tro espécies de pirofosfat~ 
ses hepáticas, em regra caracteriza
das pelas seguintes zonas de ativida 
de: 

I - entre pH=6,0 até pH==7,0 a 7,5 
II - entre pH==7,5 até pH==8,5 

III entre pH==8,5 até pH=lO,O 
IV - entre pH==lO, 5 até pH==ll,5 

b)- Os resultados obtidos com o sobrena
d::mte citoplasmático, que não apre-
senta atividade pirofosfatásica na 
zona IV, porém quatro zonas presumí
veis em pH inferior a 10,0, sugerem 
a existência de ur~a quinta espécie , 
pois há dois máximos entre os pH=7,0 
e pH=8.o. I'oder-se-ia.propor então u 
ma espécie IIa e IIb ~ 

c)- Os pHs ótinos das espécies II,III e 
- ~ -IV sao pouco varia.veis de fraçao pa-

ra fração. O pH ótimo d3 espé~ie I , 
por outro lado, não parece ser cons
tante neste sentido e permite a pos
sibilidade de serem entidades dife-
rc:ntes. 

d)- A atividade do tipo IV ficou restri
ta às fraçÕes nucleares e raitocon--
" . . t / urlcns, (~ es ::o -J· ; ~-, t. i roc:n·]r.'>r ·T:e• nu sente-' 

.i • ..._-·-" . -·· ···-.... '-""' 



nas microsomiais o no restante do ci 

toplasma. A leve atividade encontra
da poucas vêzes na fração microsomi
al pode ser atribuída a contaminação 
ocasional, inevitável experimental-
mente. 

e)- O gráfico tam.bém ilustra o fato de 
que a curva de pH obtida com o homo
geneizado total hepático representa 
a composição das curvas das frações
parciais, pelo menos qualitativamen

te. 
f)- Se a individualização das atividades 

pirofosfatásicas não apresenta dúvi
da de maior monta, o m.:;smo não acon
tece com as duas primeiras zonas.Nes 
ta alturs caberia generalizar as con 
siderações expvstas no fim do ítem 2 
dêste Capítulo. Somente o estudo do 
comportnmento cinético destas fraçre$ 
bem como a sua eventual purificação, 
permitirão esclarecer êste aspecto -
mais de perto. Ensaios neste sentido, 
executados com a preparação nuclear, 

·serao descritos nos pr6ximos ítens. 

7. Fracionamento 12rotôico a 12artir 
nuclear hepática. 

-de preparaçao 

Em vista da indagação de se os vá
rios máximos da curva de pH da fração nuclear he
pática realmente correspondem a entidadES enzimáti- , 
cas diferentes, ou se uma só enzima, por artefat~ 
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poderia ocasionar a prasença de dois ou mais picos 
diferentes, executou-se um ensaio prelinünar ele fra 
cionmuento de proteínas através de precipitação es
calonada por sulfato de amônia. As_frações assim ob 
tidas foram,cada uma testadas que~to à sua ativid~ 
de específica pirofosfatásica, nos pHs inicialmente 
assinalados como 6timos: 6,6 , 7,8 , 9,6 e 11,1. Se 
a atividade específica enzimática variasse em cada 
pH, diferentemente, de fração para fração, poder-s~ 
ia ccncluir pela existência de pirofosfatase dife-
rentes corresponuentes a.cada máximo Lla durva. Se as 
variações das atividades específicas entro uois ou 
mais pHs testados, fôssem semelhantes, êsto dado se 
ria uma forte sug0stão ele que se estaria em fe1ce da 
mesma entidade enzimática. 

a)- Fracionamel}_to a p_~t~F d~ p6 de ace-
tona de núcleo. 

Foi preparado p6 de acetona a par
tir da fração nuclear, de acôrdo com a técnica des
crita no Capítulo anterior. Partiu-se ele 20 g de fí 
gado de cobaia e obteve-se 350 mg de p6 sêco. Usan
do aproximadamente 200 mg do p6 de acetona, execut§_ 
ram-se extrações cora água e com tarnpão tris, pH=7,5, 
O ,l M , seguindo-se o fracionar.1ento, como descri to 
no Capítulo de Material e Métodos. A @stes extratos 
foi adicionado sulfato de am6nio atingindo a satu
rações parciais de 20, 40, 60 e 80 %. Em cada etapa 
separou-se o precipitado e usou-se o sobrenadante 
para a seguinte adição do sal. Zstes vários sedimen 
tos forar.1 ressusper.:'JS em água clesti1r:u1Q e tiveram 
suas ativid2.êles pir'.l ?csfatásicas nos 4 pHs, e sua 
concentraç~o prot5ic1 det0rminada. Como a Rolubili-
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zação do pó de acetona não foi muito efieiente , a 
quantidade de proteínas recuperauas nas diversas -
frações foi bastante reduzida. Desta forma, torno~ 
se difícil determinar com segurança a atividade es 
pecífica. 

b)- Fracionamento a partir da fração 
nuclear. 

Passou-se, então, a repetir o fra
ciona:t:lento protêico, porém diretar,1ente sôbre a fra 
ção de núcleos hepáticos, como foi descrito no Ca
pítulo anterior. Utilizarar,l-se 3 cobaias albinas , 

(de 380, 395 e 400 g) das quais se empregaram 40 g 
de fígado. A preparação da fração nuclear e o seu 
fracionamento seguiram as técnicas descritas no Ca 

pitulo anterior. As 4 frações precipitadas à satu
ração de sulfato de amônio a 20, 40, 60 e 80% f2 
ram denominados, respectivamamente P-20, P-40, P~ 
e P-80 • Não foi examinaua fração correspondente à 
saturação completa, pois a quantidade de material 
obtida foi prhticamente nula. Estas frações foram 
ressuspensas em 5 ml de água, cada uma, e suas ati 
vidades pirofosfatásicas nos 4 pHs, e sua concen-
tração protêica determinadas de acôrdo com as tüc 
nicas já descritas. A base dos resultados obt"dos, 
foram calculadas as atividades pirofosfatásicas e~ 
pecificas. Cada unidade desta corresponde a um 

i:mol de pirofosfato inorgânico clecomposto porl. mg 
de proteína em 60 ninutos, ns~s condiçÕes de incub.§: 
ção descritas anteriormente. 

Os resultados, expressos nestas u
nidades, poJen SE..;r tabulados da seguinte Emneira: 
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pH ensaiado: 6,6 7,8 9,6 11,1 

Frações 
P-20 o ,049 o ,040 0,057 0,055 
P-40 o ,80 o ,80 o ,94 0,91 
P-60 0,68 lt16 0,90 0,71 
P-80 0,11 0,19 0,16 0,11 

Pelos resultados obtidos, pode ser 
verificado que as atividacles pirofosfatásicas se 
concentraram nas frações P-40 e P-60. Se fôr com
par~da a variação de atividGde específica da fração 
P-40 para a fração P-60, pode notar-se que no 
pH=6, 6 foi de 85 % , no pH=7, 8 de 145 % , no pH=9,6 
de 96% e no pH=ll,l do 78 % . ~stes dados clara-
monte sugerem a existência de 4 pirofosfatases i
norgânicas diferentes, distinguindo particularmen
te bem as du:~,s priiaeiras. Evidentemente esta in
formação não basta para responder de maneira final 
à pergunta inicial formulada no íter1 2. dêste Capí 
tulo. Mesmo assim não deixa de ser uu arguDento sé 
rio contra a afirmativa de a atividade pirofo~ 
fatásic0 em tôrno do pH=7,0 ser causada por uma e~ 

. , zJ.ma so. 
Em segundo lugar, esta experiência 

permite orientar uma futura tentativ~ de purifica
ção mais apurada das di"s ·.; "t"Sas pirofosfatases inor
gânicas nucleares do fígado. Como não era objetivo 
direto dêsto trabalho, êste aspecto não foi desen
volvido no me•2o. 
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O exarae dos dados acima, leva ainda 
a urna terceira consideração interessante. Se na fra 
ção nuclear ressuspensa em sacarose isutônica as a

tividades pirofosfatãsicas nos pHs=9,6 e 11,1 foi 
proporcionalmente mui to reduzida'J er.l cOl:Tparc.ção 
outras duas, durante a extração e fracionamento 

' as 
de 

proteínas houve ur~a acentuação relativa das IJ.es-
mas bastante pronunciada. Isto nos deve levar a ter 
cautela na interpretação, especilanente sob ponto 
de vista quantitativo, dos resultados obtidos dire
tanente de fraçÕes sub-celulares con preparados pe
la técnica aqui adotada. 

8. Estudo da fração de "núcleos hep2,ticos". 

a)- Efeito da variaçao de concen
tração do substrato. 

O preparado de fração nuclear foi 
obtido de cobaio albino, de 505 g de pêso, sexo mas 
culino. Os ensaios foram executados nos pHs = 6,6, 

7,8, 9,6 e 11,1. O esquema ,le incubação adotado 
foi o seguinte( er:1 ml): 

f 

TtJ.BOS o 1 2 "' j 4 5 I 6 7 

Tamp_ãó 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0~7 0,7 
MgCl 2 O ,1M 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 
PPi 0,01· M - 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 - -
PPi 0,1 M - - - -- - - 0,1 0,5 
H20 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 - 0,4 -
Nucleo 0,1 0,1 0,1 0,110,1 0,1 0,1 O,l 

VOL. TOTALI1,4 1,4 I 1,4 1,411,41 1,4 1,4 I 1,4 
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Foi feito um ensaio em branco para 

cada tubo, no qual se OI:ü tiu o núcleo, substi tuido 
por igual volurne d'água. ~sto ensaio compensava o 

pirofosfato""' liburado por hidrólise química, parti 
cularmente em face da variação de concentraç3o do 
substrato. O tubo zero permitia avaliar o orto-fo~ 
fato ( aqui denominado "end6geno") proveniente de 

material do pr6prio preparado nuclear. O seu valo~ 
obtido em cada um dos pHs ensaiados, foi deduzido. 
dos resultados obtidos . nos demais tubos da séri~ 

Desta forma se obtinha um valor real de orto~fosf~ 
to liberado pela ação da pirofosfatase inorgânica. 

Os reaultados destas sóri~s se en
contram representados no gráfico 8 . A resposta 
muito reduzida no pH==ll,l não pernite análise des
ta série, porém nas outras três, pode ser observa
do o efeito da variação de concentração de pirofos 
fato sôbre a atividade enzimática. 

Ap6s atingir um máximo ( tubo 5 : 
PP = 3, 57xlo-3 M) ~ já à concentração ele 7,1.10-3 M 

(tubo 6) se pede notar urua inibição acentuada pelo 
substrato nas duas :prineiras séries. Para examinar 
mais de :perto a extensão clêste efeito inibit6rio , 

foi feito um conjunto de incubações que constitui

rão o objeto do seguinte sub-ítem. 
Os dados presElntes p8rmitem fazer

um cálculo provis6rio da constante de Michaelis 

das três prinoiras pirofosfatases. Certanente a de ... 
terminação com :prüparações individuais mais puras 
darão constantes mais precisªs. Mas, mesmo assim , 
os resultados calculados e determinados gràficame~ 
t ;J <f'J ~ " ,...._ e nos pouerao dar une. n~Jçao qua:mrto a concentraçao 
de substrato correspondente à metade da velocidade - .. , . da açao enz1mnt1ca. 
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A deten:linaç:ão gráfica, à base de 

un dü1grama de reciprocidade dupla conforme Linew~ 
ver-Burk, se encontra desenvolvida no gráfico 9. 

Os resultados foran os seguintes: 

pH ensaiado 6,6 7,8 9,6 

1/absorvência máxir<la-( l/V) - O, 22 0,36 0,53 
Absorvência máxima ( v ) 
nas con<liçÕes ex:perimen-
tais 4,54 2,77 1,88 

l/Km.lo 3 (em M-1 ) o ,37 0,55 1,6 

Kn (em 10-3 M) 2,70 1,8J.. 0,62 . 

Calculando as constantes de Michae 
lis, sem auxílio gráfico, chega-se naturalmente, a 
resultados semelhantes (vide T3.bela à pag.75). 

~stes resultados, não obtidos com 
enzir:1as purifi cedas, ne c e ssàriament e não são mui to 
e.xatos e definitivos, :porém perElitem ver que o Km 

da pirofcsfatase tipo I este?. em tôrno de.3.10-3 M, 
o da pirofosfatase tipo II em tôrno de 2?10-3 M e 

o da pirofosfatase do tipo III aproxir,mdanente em 
0,6.10-3 M. ~stes resultados demonstram claramente 
a não identidade destas três enzimas. Por outro la 
do, os seus Kn estão localizados no nível de con-
centrações correspondentes às enzimas hidrolíticas 
de um modo geral, ou seja, de ordem de 10-3 M. 

b)- Efeito inibitório de excesso 
ele substrato. 

Como indicado :pela série de en-
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. JH. = 6 26 

j lJPJ.} .10:JiV1 1/ (PP~j .lO~ Abs.J.D J/Abs.lD Km 

0,71 1, 40 0,95 1,05 ._1 

1,42 0,70 1,50 0,66 
. 3 

2,06.10- lll 

2,13 o' 47 1,85 0,54 1,95.10-~ 
2,84 0,35 2,60 0,38 8 -3 4,0 ~10 M 

3' 57 0,28 3,10 0,32 4, 75.10-3M 

l2H-·= 7!8 Km= 3 ' 20 .lO--\1 

o, 71 1, 40 o ,80 1,25 
1,42 0,70 :1,15 o ,87 1,11.10-~ 
2,13 o ,47 1,35 0,74 -3 1,13.10 M 

2,84 0,35 2,70 o ,37 
3,57 0,28 2,70 o ,37 -3 5,23.10 M 

J2H = 9 16 -3 Km=2, 49.10 M 

0,71 1, 40 1,0 1,00 
1,42 0,70 1,2 0,83 -3 0,37,10 M 

2, 7 3 o ,47 1,4~ 0,69 -3 0,62,10 M 

2,84 0,35 1,53 0,65 o,63~1o-3M 
3,57 0,28 1,63 0,61 -3 0,62.10 M 

I 6 -3 Km=O, 2.10 M 

saias, concentraç38s elevada~ de pirofosfato inor
gânico poc1em inibir a atividade enzinática. Pe.ra e 
xarlinar r;mi s de perto det~:ühe s desta inibição, f o-~ 

ram feitas incubações para os 4 :pHs em foco, de fra
ção nucle2r hepática (cobaia albina, sexo feminino, 
pêso de 455 g), à base da seguinte sistern.atização: 
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Esquena scrJ.elha:}te ao ítem sn teri
or sõnente substituindo b pirofosfato 

TUBOS 
·o ~ :2 .... lt 5 j. '-• -· 

PPi 0,02 M (nl) - 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 
PPi 0,1 M (nll) -
TUBOS ~ 7 8 9 lO 
PPi 0,02 M ( nll) 0,35 0,4 0,45 0,5 
PPi 0,1 M ( :ml) 0,2 

TUBOS 11 12 13 

PPi o ,02 M (mJ.) 

PPi o,l M (nl) 0,3 0,4 0,5 

~ 

Foi tomada a mesma precauçao, discu 
tida no sub-ítem acima, quanto ao ensaio en branco, 
e ao orto-~fosfato "endógeno". 

O gráfico 10 corresponde aos resul
tados obtidos nas quatro séries. R~sun1indo, pcd3 
ser assinalado o seguinte: 

pH 6,6 7,8 9?6 11,1 

Atividade máxima 4,3 2,8 2,8 2,8 
( er.1 lO-3M) 

Inibição I;J:ixima 14,2 14,2 35,7 5,0 
(em lo-3:M) 

Grau de Inibição 72% 100 a;~ 79 % 

Vários comentários pcden ssr fei
tos sôbre ôstes resultados • 
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Primeiramente, o.comportamento das 
enzimas tipo I e tipo II é diferente .. , tanto na 
concentração para atividade máxima, como na inten
sidade de inibição, nas mesm~s concentrações de 
substrato. Isto vem novamente ilustrar a dif~ren
ciaçc.o ent:re os dois , e de naneira análoga, coD 
o tipo III. 

Em segundo lugar, o, grau de ini
bição ps.ra as concentrações tostadas não corres:poE: 
de ao que se observou em pirofosfatasGs inorgâni-
cas de levedura (199). Nesta, a concentração de 
substrato da ord~de 10-2 M causava ur1a inibição 
do somente 38 % • Na pirofosfatase inorgânica he
pática (:pH ótimo de 7 a 8), estudada por Swanson 
(ill,), a inibição completa se verific~vo. erJ. con
centrações un pouco superiores a 10-2 M, de manei
ra semelhante ao observado com a enzirn.a do tipo II 
acima. 

Um terceiro aspecto refere-se ao 
efeito de o excesso de substrato n~o somente ini
bir a hidrólise enzimáticu, mas, em presença de 
preparado nuclear, protêico, se hidrolisar nonos -
do que o pirofosfato inorgânico do ensaio·A eu bran, 
co. Isto foi observado com relativa constancia,par 

~ -
ticularrD.ente cora a OIJ.ZirJ.a do tipo II, em concentra 

- A -2 ,.., ...... 
çoes em torno de 3,5.10 M • Con os dados h mao 
é pràticanente impossível estabelecer-se uma in
térpreteção desta observação, Pnra tal, seria neres 
sârio uma confirrilação mais ~pla da observ2.ção e 
un estudo especial da mesm~a. 

A interpretação do meccnisno des~ 

ta inibição .:ünda não encontrou clí.:mcminador conun• 
Dixon (200) menciona duas possibilido..des h base de -estudos foitos con pirofosfatase inorgânica de le-
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veduras: 
a)- Excesso de pirofosfato fixaria 

o ion Mg++ , assi11 dir11inuindo a concentração efet1_ 
va deste atiV8.dor de enzina até zero, atingindo a 
inibição completa. 

b)- Por outro lado propõe que over. 
verdaJ8iro substrato seria Mgp2~-- e não Dirofo~ 
fato livre. Com excesso de pirofosfato, aqutla pa~ ,, 
cala que permaneceria livre~ estabeleçeria Una ini 
bição conpleta. com o substrato r0al. 

De fato foi verificado que se pa ' ' -ralelmuente fôr elevada a concentração do ion Mg++ 
com a concentração do substrato, a inibição é bem 
mais roduzida. 

Neste trabalho não foi desenvolvi
do o estudo particular da inibição por excesso de 
substrato. Seria interessante fazer v~rias curvas 
de substrato, com valôres crescentes de concentr~ 

- d . M ++ d . h 't· çao o kon g , usan o as enz1mas opa 1cas nu--
cleares, e testar assira as hipóteses acirJ.a. Thlas f 

r.10sr.1o assir.1, algumas observações neste sentido po
dem ser feitas • .,::.ssin, examinando con cuidado os 
rçsultados, to,nto do gráfico 8 cono elo gráfico 10, 

en condiçÕes de equ:i.nolaridade dos ions pirofosfa
to e ions Mg++ já houve acentuada inibição er.1, prf: 
ticarJente, todos os c_asos. Isto não harE1oniza co:o 
a segunda hip6tese quanto à na· .reza do vurd3.deiro 
substrato, aind& mais considerando que a ativi
dade máxima foi alcançada, quanto se pode julgar -
pelos dados obtidos, en concentrações de substrato 
aproxinadanonte a metade, en relação à concentra-
ção do ion Mg++ • J~lén disto, paruc0u retro co der , 
em algumas instâncias, o que não hE.~rnoni za corJ. e s
ta mosna interpretação. Quanto à pri:r .. i.oiro. hip6tese, 
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será foito uu con0ntário, no seguinte sub-íteu. 

c)- Efeito de variação da concen
tração do ion Ivig+_:. 

Executou-se ur:1 conjunto de curvas 
de concentração do ion Mg++ , para os 4 pHs, uti
lizando una fração nuclear preparada a partir de 
figado do uma cobaia albina, sexo feninino, con P! 
so de 440 g. Seguiu-se o seguinte esquena do incu
bação (em ml) i 

TUBOS 

Tampão 
FPi 0,01 M 

MgC1 2 O ,02 M 
MgC1 2 0,1 M 

H20 
Núcleo 

VOLUME TOTAL 

TUBOS 

Tar:1pão 
PPi 0 101 M 

MgC1 2 O ,02 M 

MgC12 O ,1 M 

H
2
o 

Núcleo 

VOLUME TOTAL 

o 

0,7 

0,5 

0,5 
0,1 

1,8 

1 

0,7 

0,5 
0,1 

0,4 

0,1 

1,8 

5 

0,7 

0,5 
0,5 

0,1 

1,8 
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0,7 0,7 0,7 

0,5 0,5 0,5 

0,2 0,3 0,4 

0,3 0,2 0 1 1 

0,1 0,1 0,1 

1,8 1,8 1,8 

6 

0,7 

0,5 

0,1 

0,4 

0,1 

1,8 



O ensaio eu branco, cono antc:rior

nente, foi feito substituindo, para cada tubo das 
4 sGries, o prepar2do nuclear por igaul volm~o de 
, - ' agua. Coma fraçao nuclear proswJ1velnonte pos-
suía presença do ion Mg++ , '' endógeno 11 , foi feita 
para cada série, urua incubc"ção COIJ.pleta, porém sen 
acroscentar ion Mg++ , (em igual volume total), o 
que permitiu aferir o efeito do nesDo. Os resulta
dos desta incubação foran deduzidos das leituras 
dos demais tubos ensaiados. 

O gráfico 11 ilustra os resultados 
obtidos. Há uma resposta continuada da atividade 
enzimática à concentração de ion Mg++ • Porér.J., sur
giu interêsse de exar.1in2.r o efeito de r~miores con
centraçÕes de íons Mg++, por un lado, porque a cur
va correspondente ao pH=6,6 indicava um eventual~ 
feito inibi tório. i.lét.l disto, haveria uma possi bi
lidade de obter alguma elucidação referente à pri
ueira hipótese da inibição por excesso de substra
to 1Jencionac1a n:..; íter"1 anterior. Se o ofei to inibi 
dor do oxcesso d~ substrato fosse devido ao fato 
de coubinar ·o ion Mg++, dininuindo ontno a sua cog 

contração efetiva cor.w ccfator ao pvnto de torná
la igual a zero, maa vez que a inibição P'jde ser 
tornada completa desta n2.ne1ra, então excesso de 
ion Mg++ poderia oventualmente, ter wn efeito de i 
nibição relativar.1ente acentuado, diuinuindo a con
centração efetiva do substrato. Evidentenente, não 
se aguardaria ur.m resposta quanti tativanente pro-
porcional, porque a dininuição do ion Mg++corres-
ponderia ao decréscimo da,concentração de um cofa 
tor t.letálico, enquanto que na dininuição da con-
centração efetiva de pirofosfato est~ria modificag 
do-se a presença de un reagente prÜIJrianente di to. 
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Gráfico 11: Fração de núcleos hepáticos 

- Efeito da variação de concentração do ion magnésio. 



Poder-se-ia deste. forma, esperar no prineiro caso, 
U1:l E.:fei to ben nais drástico do que no segundo. Mas, 

I 

como ru~ excesso de pirofosfato poderia (dentro da 
·primeira hipótese) levar a urJ.a total elii:linação do 
ion Mg++ ~..:i'vtivo, lc,rgos excessos dêste poderiam
conduzir a urJ. abaixm1ento razoável de concentração 
de substrato, produzindo urna inibição, se não to
tal, pelo nonos bastante enérgica. 

Con êste objetivo foi executada u
ma outra série de incubações (4 pHs), usando um 
preparado nuclear hepático (urna cobaia albina, se
xo feminino, pêso de 520 g ) , e s.;.;guindo o osque
ma abaixe: 

TUBOS o 1 2 3 4 • 
Tanpão 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 
MgC1 2 O ,05 li1 0,1 0,2 0,3 
MgC.l, O ,1 M 0,1 ... 

e:. 
MgC12 1 M 

H20 0,9 0,5 0,4 0,3 0,2 
Núcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

VOLUNIE TOTi .. L 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 
~ ... _ _ _.,._.,_ 

TUBOS 5 6 7 8 9 

Tampão 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
J?Pi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
MgCl2 O ,05 M 0,4 0,5 
MgCl 2 0,1 M 0,4 0,5 
Ms012 1 M 0,5 
H20 0,1 o,1 
Núcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

VOLUME TOTAL 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 
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O ensaio en branco foi ex0cutado 

como nas vêzGs anteriores. Nesta curva foi também 
detcrmnado o efeito do ion Mg++ "endógeno". En

tão, para poder deduzir o orto-fosfato proveniente 
do material nuclear adicionado, foi acrescentado 
LJ.ais um tubo, zero, cujo resultado foi subtraido 
das leituras dos outros tubos~ 

As curvas correspondentes se en
contram no gráfico l~o Resunindo as concentrações 
com efeito máxino : 

pH 6 6 - ·~ .J_ 

=c-on--ce_n_t~r-a--ç-o--e-s~d~e~M~g~f+{en~o- 3M)-5Â56 
Grau de inibição a 0~27 M 2b% 

7,8 
11,2 
68% 

9 '8 11,1 

22,4 --
51% -----_r _____ _ 

~ interessante observar que mesmo 
"' . ++ -a concentraçao nuito elevs.éla, o 1on Mg nao te-

ve efeitc inibitório acentuado. Somente a concentra -
ção mui to elevada (O, 27 M) do ion Mg++ deraonstrou 

una inibição definitiva. Desta forna, a hipó~ese a 
cina mencionada parece ser bastante razoável. 

d) - ~i t_S?_ ___ ~~.-2J~1.:r2..~ i on s sô bre a 
atividade J2},ro_fosfatásica. 

Vários autores observaram inibição 
da pirofosfatase inorgânica por cations e anions -
(169, 199, 189_). Além disto, ó conhecido que a ini 
bição podes:::,·.:"" eL .. tuFtda por ions cálcio, fluoreto e 
finalmente 1.:- üo-iodo·<:c" ct:Lto (19~), 

Para os enPaios de inihicão efetua 
" -

dos neste trabalho for.sn usadas frcv;;ões hepáticas 
de várias cobaias albinas preparadas em condiçÕes 
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1M 

Gráfico 12: Fraçã.o de núcleos hepáticos 

- Efeito inibitório de excesso de ion magnésio. 



serJ.elhantes ·às anteriores.. 

O esquer:J.a de incubação, correspon
dente ao sráfico l2 foi constituído do seguinte -
( en ml) .·: 

TUBOS o 1 2 3 até 10 

Tampão 0,7 0-,7 0,7 0,7 
MgC1 2 0,1 M o.,1 0,1 0,1 

PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 
n2o 0,6 0,2 0,1 
Inibi dor 0,1 
Núcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 

VOLUME TOTAL:l,5 1,5 1,5 1,5 

O ensaio em branco foi feito cor:J.o 
anteriorno::~.te. O tubo zero corresponJe ao orto.!.fo~ 

fato "endógeno 1' c seu valor foi dedUzido das ou
tras leituras cor:J. a ressalva no tubo 1 •' Os inib-i
dores usados nestas séries do ensaios se encontram 
assinalados no gráfico 13 e sua concentração é 
relacionada no íten 12, Reagentes, do Capítulo an-

.terior. As sol:uções correspondentes aos ions Detá
licos foraLl O ,1 M, a do ácido etilena ..... diatlino-te
tra-:acético O,l M, (eD :pH=8,o), e a do for:o.aldeí
do, .. 10 % (v/v) ~ No rJ.eio de incubação estas conce!!:, 
trações forau reduzidas 15 vôzes. 

Os resultados dE:nonstrados no grá...,. 
fico 13 ilustrm:.1 a ativação. in tens~:;. causada P.§. 
lo io~ Mg++ em tcdcs os 4 pHs • A presença sinul
tânea de ion ca++ , en igual concentração anulou , 

pràticamente, tudo êste efeito ~·Con os outros 
ions testados o resul tadv foi sEmelhante .. Se no C.§. 

so do ion ca++ se peJe aduitir um efeito inibi tó--
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8 
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I 
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' 

6 

4 2 

2 

Co tbl 

Gráfico 13: Fração de n.ú~leos hepáticos 

- Efeito compar'ativo de inibidores. 



rio verdadeiro, nos demais ions é muito aceitável a 
suposição de que a sua presença reduzisse en muito 
a concentração efetiva de substrato, mm vez que -
seus sais pirofosfatos são bastante insolúveis.Por 
esta razão, não se achou de muita valia exru~inar 1 

neste trabalhoa, mais de perto a ação dêstos últi
mos ions. Curioso, certamente, é o efeito dos mes
mos na enzima do tipo IV (pH=ll,l) onde íons co-

F ++ N . ++ f . t ~ t . ~ no o e e 1 tiveram e e1 o ue a 1vaçao ma-
. ~ . M ++ t . Mn++ 1or que o ao 10n g , enquan o que os 1ons , 
ca++ e cu++ apresentaram efeito semelhante a êsse. 

~ste aspecto particular não foi exaoinado com mais 
r.J.inúcias aqui, porén constitui tema interessante , 
que deverá ser v2.sculhado pelo autor eu outra opo;r_ 

tunidade. 

O efeito inibitório do quolante -
EDTA, esperado, certamente foi causada pela dimi-
nuição da concentração eficiente do ion Mg++ A 

inibição pela ação do fort.wl, aliás não tão acentua 
da na enzima tipo Il sugere participação de grupo 
ruilino no mecanismo de ação da enzit.m. 

Para examinar mais de perto o ant~ 
gonismo dos ions Mg++ e ca++ , foL.1 executada ur,1 

grupo dç ensnios, obedecendo ao seguint~? esquema -
de incubação ( en r:ll) (ver tabela à pag, 85). 

A substituição de fração nuclear 
por água constituiu o ensaio em branco. O tubo ze
ro se distinou a avaliar o e;rto-fvsfato "endógeno" 
em presença do ion Mg++ e seu valor foi deduzido 
das leituras dos tubos até o núnero 6 • O tubo 8 
foi destinado à correção semelhante aotubo7,_-
permitindo a avaliãção do orto-fosfato "end6geno"
em presença exclusiva de ion ca++. Como os efeitos 
observados nos tubos zero e 8 foram pràticaiJ.ente i 
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Tu.BOS o 1 2 3 

TaJ.:1pão 0,7 0,7 0,7 0,7 
MgC1 2 0,1 M 0,1 0,1 0,1 0,1 

CaC1 2 0,02 M 0,1 0,2 

PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 
H20 1,0 0,5 0,4 0,3 
Núcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 

VOLUME TOTAL: 1,9 1,9 1,9 1,9 
----~-.... .......,.......,--o,.- '•" 

TUBOS 4 5 6 7 8 

Tnnpão 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 
MgCl 2 O ,1 M 0,1 0,1 0,1 
CaC1 2 O ,0 2M 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 
PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 Nl 

H20 o ~,2 0,1 0,1 0,6 
Núcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

VOLUME TOTAL:1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 

dênticos e bastante reduzidos, não houve dificulda 
de na va1orizaçãc, dos recul tados obtidos para os 
tubos em que a presença de ions Mg++ e Ca ++ foi 

simultânea. O exame do pH=ll,l foi omitido aqui,co 
mo en outros ensaios, por ter resposta enzimática 
de vo.lôres m.uito reduzidos e difJ..ciluente interpr~ 
táveis. 

O gráfico 14 representa os resul 

t '1 btod o o c++ f ot o bot' auos o l os. J.on a exerce um e e1. o 1.n l. o-
rio acentuado, já em concentraçic 5 vêzes menor do 

d o M ++ d o ~ o 1 ' t o que a o 1.on !ng ; em c0n' 1.çoes equ1.no ares pra ,! 

canente anula a 2tivação d.evida ao nt:suo. O ion 
ca++, iso1ada:n1ente, não 0xerce efeito nenhiln~ coD.-
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ABSORVÊNCIA x 10 

5 p H : 6,6 

qt 0.2 0.~ 0,4 

ABSORVÊNCIA x 10 

pH = 9.6 

Ql ~· ~· 0.1 
o,• ~2. o,a ~· 

ABSORVÊNCIA xiO 

... (ilJ!g<l>+ l (\!&'I 

0,:1 0,5 ont (Cct+ 10,02 1\11 

0,1 - ml (M~+f1 0,1 M 
o,s ~5 ml lco·u·) qoz M 

pth 7,8 

• ...1.-. ..J...~!...-.L....::J::::Ji:!.D'.I>rii---
O,i qt O,l 0,1 ~~- lilli!MeH)O,IIIII 

(\I q2 ~5 114> '\5 0,5 1111 (Cfll ++! 0,021111 

Gráfico 14: Fração de núcleos he.páticos 

- Efeito inibitório do ion cálci:o. 



:parado co:r:1 a iJ?..cubação na qual tanbén está presen-

t . M ++ e o ~on g " 

01,1tras ini biçÕcs tanbér.l furan tes
tadas. Neste sentido foi execut::do o seguinte es-
quema de incubação, para as três séries de pH, ex
cluindo o pH=ll 9l, (eD nl): 

TUBOS 

Tai:-J.:pão 
MgCl 2 O ,l M 

PPi 0,01 M 

NaF O ,02 M 

pHMB 

KCN 0,1 

H20 

Núcleo 

TuBOS 

Tampão 

M 

MgC1 2 O ,1 M 

PPi 0,01 M 

NaF O ,02 M 
:pHMB 
KCN 0,1 M 
H20 

Núcleo 

o 

0,7 
0,1 

1,0 

0.,1 

5 

0,3 
0,1 

l 

0,7 

0,1 

0,5 

0,1 

6 

0,7 

0,1 

0,5 
0~3 

0,2 
0,1 

2 

0,7 

0,1 

0,5 

0,1 

0,4 
0,1 

7 

0,7 
0,1 

0,5 

Os4 

0,1 
0,1 

3 

0,7 

O,l 

0,5 

0,5 
0,1 

8 

0,7 
0,1 

0,5 
0,5 

0,1 

4 

0,7 
0,1 

0,5 

0,1 

0,4 
0,1 

1,9 

---------·-~~--. --~"·--------
VOLUME TOTAL: 1,9 1,9 

CondiçÕes de ensaio eD branco e t~ 
bo zero, para a aferição do Jrto-fosfato "end6geno" 
forar.1 semelhantes aos c as v s anteriores. O resulta
do se encontra representauo no ,gr6.fico 1~ . 
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pH: 6,6 oH= 7,6; 
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p H: 9,6 

ml 

Gráfico 15: Fração de núcleos hetpáticos 

- Efeito de inibidores. Curva do ion fluoreto. 



O p•hidroxi-nercuri-oenzoato (pHMB) 
apresentou uma redução da atividade pirofosfatási
ca a cêrca de 50 % nos dois primeiros pHs, mas não 
se ceracterizou, curiosamente; no pH=9,6 • Isto e
videncia a participação do grupo sulfidrila rto me
canismo da ação enzirJ_;l.tica dos dois prir.J.eiros ca-
sos, mas não na do últino; 

Outro aspebto interessante que àe
ve ser assinalado é que o ioh ci~etof de maneira 
sistemática, aumentou o efeito normal da ação piro 
fosfatásica nos três pHs testados. Nesta altura 
não é possível apresentar interpretação para es
ta constatação experimental. 

Cono ers previsto, o ion fluoreto 
inibe energicanente, jé. a concentrações reduzidast 
(1~05.10-3M), baixando a atividade a pràticanente 
até a metade, Deve sc.r assinalado, por6m, que não 
chegou a anular a 1:1esua, ainda er.J. concentração 5 
vêzes superior, nen mostrando indícios que tal fô~ 
se possível com maior elevação da sua concentração .. 

Os ensaios descritos acima,nos for 
necem. uma grande somo. de infcriJações e sugereiJ., 
outro lado, um núr.1ero- anplo de investignções 
bre êste tema. Cc;nstituirl.9.! isto novo tópico 

por 
,. 

so-
de 

pesquisa, o qual não era o prJpósi to ir~wdiato de 
estudo neste traoalho. Mesrn.o assim, os resultados 
obtid0s permitem os dados de c3racterização das 
atividades enzir:éticas en foco. 
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e)- Efeito da vari2.çÕ.o d·J ter,lpó de 
incubação. 

Para esta ~Grie de ensaios foi obt! 
da prepe..ração nuclear de cobaia albina; de sexo fe.
rlinino, ele 360 g de pêso. O esqueLla Jo incubo.çÕ.o s~ 
guido é igual e.o descri to no íteu l clêste Sub-·capí
tulo. Foran testados os 4 pHs o os teupos ele incuba 
ção va.riaran de zero, 5, 10, 20, 30, 45, 60 e 90 Il1, 
nutos. As incubações se1::1 fração nuclear fora:w. colo
cadas no banho de 37° C o a fr;:o,ção nuclear foi 1?.-cli
cionada na ordem inversa dosta sequêncio., obedecen
do aos intervalos de tempo necessários. O ensaio erl 
branco seguiu o mesmo critério que o estabelecido 
anterior1:1ente. Un tubo sor.1 :pirofosfato, incubado 
por 90 ninutos uostrcu ur.m qu8X>.tido..de prhticanente 
nula de orto-fosfato "end6geno", não havendo neces
sidade, portanto, de correções nus resultados dos 
tubos intermediáris. 

Os resultados estão representados 
no gráfico 16 , Pode ser observado que as curvas 
elos t:rt:s primeiros pHs (o úl tir:w não per::_li te avali~ 
ção segura de seus resultados) ,aplrentenentf} se de
senvol vero.r.1 couo reaç 3e s çle prir.1eira ordem. 

f)- Efeito da variaçao de teupera
tura de incubação e de preaqu~-

• 
cinonto da preparação nuclear. 

Nesta experiência usou-se preparado 
nuclear de cobaia albina, sexo feninino t con pêso 
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de 450 g • O esquena de incubação corresponde ao 

eopregado no í teu 1 dê ste Sub-caT>Í tulv. O preo.que
ciuento foi feito, colocando o propo.rado nuclear , 
já adicionado Cd:J. MgCl 2 , em bsnhos ele 60° e 90° C, 
pelo prazv de 5 ninutos. L0go depois, os tubos fo
rau c.:.üocados em gêl_:; picaclu e então utilizados em 

incubações normais a 37° C. Alén d0 tubo contrôle, 
executado co1.1o habi tual:o.ente, dois outros tubos fg_ 

raro. incubados, un on gêlo, na cânara fria, e ou
tro em banho a 50° C • 

Os resultados, com três pHs, es

tão registro.dos no BTáfi~o 17.. 
Nos dois priraeiros pHs, a incuba-·$ 

ção a 50° C foi ben mais enérgica do que a observ~ 
da nornalnente, a 37° C • Evidentenente, houve ati 
vidade mínima a 0° c. 

A experi0ncia co:r;.1 squecinento pré
vio se justifica pelo fato de enzinas, c0mo a mio
quinase (201), resistirem a tenperaturas bem elev~ 
das, por teDpo de minutos. No caso desta últitJ.a en 
ziDa, o aquecinento rápido (90° C por 3 minutos) é 
processo r.J.ui to útil para sua sep::trac;,;ão de outras -
proteínas desnaturãveis nestas condiçÕes. Nos en
saios presentes, porén, observou-se inativação com 
pleta, mesno a 60° C . 

B. i~TIVID.t~DES PIROFOSFl~TASICAS EM 
•:--=-t=~-=~'"-'"'=--'~-.-~-......,..~·---..... _ ... 

TECIDO PANCREÁTICO~ 

Neste Sub-capítulo 
~ 

sorao discutidas 
experiências paralels.s e sonolhantc: s às expostas en 
referência ao tecido hepático, Os diversos aspectos 
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técnicos ..já nencionados por ccasião cls. esquematiza 
ção exp0riuental, se aplica:ra da no sna forma p3.ra o 
trabalho c~rJ. o teciclo pancrd~tico e não ser2.o rep~ 
tidos nesta altura. Os daclos, para efeito de clar~ 

za, serão apr\Jsentc::,dos e squor.J.à.ti cauente. 

1. Howogeneizado Fancre~tico Total.- Curva de pH 

Núr.J.ero total de curvas : 5 
Exenplificação: gráfico 18, a partir de honoge

neizado pancreático d~ cobaia albina, sexo fenini
no, con 525 g de pêso. 

Resultados: - Sen atividade pirofosfatásica iso 
lada en pH inferior e 5,0 

- são assinaláveis 3 a 4 zonas de 
atividade enzimática: 
- ULla do pH=7,0 (6,0) até 8,4 , 

com :rJ.é.xir.w em 7 , 8 e ENen tual a

centuação da curva e:rJ. tôrno de 
6,4 8 ocasionalnente 7,0 • 

-uma de pH=8,6 até 10,1 7 que p~ 
rece subdividir-se em duas 
nas, na altura do pH=9,29 
xinos nos pHs=9,0 e 9,8 • 

- maa do pH=ll,l até 11,7 , 
máximo e:t1 11 , 4 • 

zo-
há 11Ó. -

con 

Co:raparando co1~1 ro sul ta <lo obtido à 

baso de hor.wgene;J.zado hepático, observa-se uarcada 
ser.J.elhança. Sonente a atividade pirofosfatásica ~ 
sente no I:J.ate·rial pancreático, na altura do pH=9,0 • 

.... 
nao ~parece no prineiro. 

A título de experiência piloto, f~ 
rai:J. feitas várias curvas de pH (cinco) cou o hono 
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geneizado total de rin (oxonplo: gr6.fico 19). 
Neste honogenei~ado, vârias zonas 

de atividacl~J surgirar:J., con pHs ótiuos uu 7,4 , 8,4, 
8,8 , 9,6 e 11,4 , alén de una indicação de ativi
dade pirofosfatásica em tôrno do pH;4 1 0 até 5,5. 

Neste caso, a atividade en tôrno -
do pH==9 , tarabérJ. aparece, alén de outra, na altura 
do pH=8,4 , ín0xistente nas anteriores preparações 
correspondentes. Tar1bér,1 é interessante assinalar o 
aparecinento eventual de atividade eu pH b2.stante 
ácido. 

2. Fração de "núcleos pancreúticos" - Curva de pH. 

Núnero total de curvas : 6 
Exenplificação~ gráfico 20 , obtido con prepar~ 

çõ.o nuclear pe..ncr~;;;ó.tica d.e c·obaia albina, soxo fe

ninino, com 575 g de pêso. 
Resultados: - Não houve atividade pirofosfatási 

ca isolada en pH inferior a 5,0 , 
nen em tôrno do pH=ll • 

-. Podemser destacadas duas zonas ge
rais de atividades pirofoaf&t4si-
cas: 

-una de pH=7,0 (6,0) até 8,6 , a 
qual, p.:.rén apresenta náxir.1os 

en 7,2 , 7,8 e 8,2 • A distin
çio entre 6stes ~ois áltimos , 
~ 

nao foi constante. 
-uma do pH=9,0 até 10,1 , com má 

ximo eu tôrno de 9,6 • 
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Gráfico 20: Fração de núcleos pancreáticos. - Curva de p H 



Conparado cou os resultados corre~ 
pondentes do fíge.do, observa-se ausência nos pre
sentes resultados de atividades especiais em pH i~ 
ferior a 7,0 , bem cono em pH en tôrno de 11,0 • 

Curvas de pH feitas coiJ. preparados 
nucleares renais (em número de 5) , representadas 
por um caso no gráfico 21 pertü tercl una constata-
ção interessante: Além de apresentareia dvis néxi

E10S, aproximadamente seuelhantes aos dos h•)r.1ogene,i 
zados anteriores (em 7,2 e 9,6) acusam dois náxim~ 
de atividades novas neste tipo de fração sub-celu

lar : no pH 8,6 e novaraente en tôrno do pH 4,5 , 
aubos pontos perfeitamente harr.wnizados cori a cur
va de pH de homogeneizado total dêste tecido (~
fico 19). 

3. Fração de "mitocôndrias pancreáticas" -Curva depH 

Núlli1ero total de curvas : 5 
Exemplificação: gráfico 22 , 8Xecutado con pre 

paração mitocondrial pancreática de cobaia albina, 
sexo feninino de 250 g de pêso. 

Resultados: - Não pôde ser individualizada ati
vidade pirofosfatásica em pH inf~ 
rior a 5 ,O o 

- Pelo nenos 4 zonas de atividade 
podem ser destacadas: 

-uma de pH~6,4 até 7,4 (com zo~a 
presm~ível no pH;5,4 até 6,4) , 
aprest:mtando w:1 pH ótimo em 7 ,o 

-uma de pH~7,6 até 8,2 com uáxi
r.w eD 8,0 • 
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ABSORVÊNCIA x lO 

2 

Gráfico 22: Fração de mitocôndrias pancreáticas. - Curva de p H 



- ~n de. pH=8.6 até 10,0 , con ná
xino em t5rno de 8,8 e indicaç~o 

de u:o pH 6tino en tôrno de 9,6 " 
- UL13 de pH=l0,8 até 11,7 , COD ná 

xiuo em 11,1 

Conparando cor~1 os resultados obti
dos cun frações nitocondriais hepáticas, algm~~s ~ 
nalogias :poieiJ. ser nssinaL.tdas : Há tanbéu r.1áxir.1os 
er.1 tôrno dos pHs = 7, 8 , 9, 6 e 11,1 • AcessàrianeB, 
te, porér.1, a fraç~o r:1i tocondrial pancreática apre
senta ainda ur:1 1:1áxil:w en pH;:8, 8 , inexistente no 
correspondente hepático, e já indicado na curva do 
honogeneizado total de tecido pancreático. 

Deve chanar-se atenção a que a fr~ 
ção nitocondrial pancreática foi a única das fra
ções sub-celulares que apresentou pirofosfatase i
norg~nica no pH en tôrno de 11 , já assinalada pe
los resultados do homogeneizado total dêste tecid~ 
Por an~logia, poder-se-ia aventar a hipótese 6e 
que ta:rab~r.t no caso do fígado, esta seria a distri
buição da espécie que se convenci ,~n:.u denoninar do 
tipo IV, sendo a atividade constatada no núcleo h~ 
pático proveniente de contaminação durante a prep~ 
ração desta fração. 

4, Fração de "oicrosor.ms 12ancreáticas" - Curva de pH 
o 4 

Número total de curvas ; 6 
Exenplificação: gráfico 23 à base de preparação 

t1ioro~OD1al pancreática de cobaie.. albina, sexo 
feninino, con 475 g de pêso. 

Resultados: - Não se pôde observar atividade p1 -
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rofosfatási c a in di vi dual erJ. 1)H inferi o r a 5 ,O ,nem. 

em tôrno de pH=ll • 
- .~:'.cirm do pH=6 pelo rJ.enos três z.2. 

nas nítidQS de Gtividads poden ser carQcterizadas: 

_uma ele pH=6,0 até 7,6 , coB má 

ximo mais frequente em 7,4 e 

outro surgindo hs vêzes en 

pH=6,8 • 

- uma ele pH=7, 6 até 8, 4 , cor"1 ná-
XiL10 em 8,0 • 

- u.ma de pH=8,6 até 10,0 
' 

con 
~ 8,8 9,6 IJ.aXir.10 GI"1 e • 

Cotejando êstes dados, com os ob
servados en preparações microsoniais :t).epáticas, po 

demos generalizar que há urJ paralelisrJ.o de 2:.1áxi:nos 

de atividade erJ pHs era tôrno de 7 , de 8 e de 9 a 

10, com a diferença de que no caso do material pag 

creático a atividade em tôrno de pH=7 se subdivi 
de aparentenente en duas. 

A fração rJ.ior.osm:lial pancreática, 

porér.1, apresenta novanente, erJ. adiçiio, uma a ti vida 

de na a1tura do pH=8,8 • 

5.. Fração Je 11 sobrenadante oi toplo.sr:1ático 
Lt• 11 c d H pancrea 1co - urva e p 

Núnero total de curvas : 6 

Exenplificaçco: etáfico 24 , obtido com a prep~ 

ração ele sobrenad:.1nte ci topl:J.snó.tico ue pâncreas 

de cobaia albina, sexo feminino, con p&so de 365 g. 

Resultados: - Não foi 0videnciada atividade pi-

rofosfat~sica ospecífica en pH 
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inferior a 5,0 , neo eu tôrno de pH = 11 • 
- ~uatro zonas de atividaQe enziná 

tica f.:)rb.Ll evidenciaclas: 

- ur~a de pH=6,0 até 7,6 , cou um 
LJ.áximo en 7 ,o e ur1a deflexão 
insistente, às vêzes con leve 

pico, no pH=6,2 • 
-una de pH=7,6 até 8,4 , con um 

:raáxino em 8 , O • 
-una de pH=8,6 até 9,2 , cou un 

náxino perr.1anento en 8, 8 • 
- ur1a de pH=9,2 até 10,0 , com 

UD L:'iélXimo 8I1 tÔrno de 9, 4 • 

Cabe nêvcnente una conparação com 
resultados correspondentes de material hepático,de 
vendo ser assinalado que há urJ.a relativa scbreposi 
ção de atividades 01:1 pH levemente superior e, 6 , em 
tôrno de 7 e em tôrnu de 8 , ben como na altura do 
pH=9,4 • Mais u:w.a vez, P'-írén, surge na preparação 
pancreática, a ação pirofcsf2tásica inorgânica no 

pH=8,8 ~ e que pa:rece ser uLm. caracteristica pecu
liar dêste tecido. 

6. Cor"1entário conpar3tivo sôbre as curvas de pH 

das guatro fraçÕes sub-celulares. 

Os resultados dos 5 itens anterio
res se encontrar.1 resurüdos no _gráfico 25 e sugerem 
o seguinte coLJ.entário: 

a)- Generalizando, poden ser assinaladas nas fra
çÕes pancreáticas, não quatro, mas provàvelne~ 
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te seis atividades pirofosfatãsicas diferentes. 

Conservando a classificação, adotada na alínea a)
do ítem corr~spondente a êste, no estudo do tecido 
hepáti c.o, e st::-ts 2ti vidade s podem ser di stri buidas 
da seguinte maneira: 

I, a entre pH=6 ,O até pH=6,5 
I, b entre pH=6 ,8 até pH=7,5 
II entre pH=7,5 até pH=8,5 
III, a - entre pH=8,5 até pH=9,2 
III, b - eutre pH=9,2 at6 pH=l0,2 
IV entre pH=ll,O até pH=ll,7 

b)- A pirofosfatase tipo III,a , com máxino de ati 
vidade e~ 8,8 , não se encontra em nenhur~a fr~ 
ção hepática, e está presente, :no cas0 do pân
creas, n~s frações de mitocôndrias, microsomas 
e no sobrenadante citoplasnático • Não se en
congra na fração nuclear. 

c)- A pirofosL"'..tase do tipo IV , presente no caso 
do fígado na fração :r:li tocunurial (e provàveJLJen 
te na nucle2.r) , não foi clet'""ctada eD ncmhur;m 
fração pQncreática, a não ser, de maneira rel~ 
tivatlEmte tênue, na fração I:.ü tocondrial. 

d)- A fração I,a não fôra destacada na discussão 
cor~parativa d2~s frações hepáticas, oubora s

xistiaae UL1a atividade detectável com ótimo 
em pH::f.,4 , tanto no núcleo corao no sobrenadag 
te citoplasmático. No caso do . pâncreas, nova
mente surgiu una atividade desta ordem na fra~ 
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ção citoplasnática, con relativc constância. 

e)- Qu8.nto 8. presença de dois náxi11os en tôrno de 
pH=8 , na fração nuclear, resta para ser escla 
recido se pertenceu a una Desua enziuo. ou cor

r~spondeL.l a duas entidades enzináticas diferen 
tes. 

f)- Finalmente, a curva de pH obtida con o honoge
neizado total representa, eti suas zonas de ati 
vidade ber~1 cono er:1 seus r.1áxir.ws, relati ve.nente 
ben a sona das curvas qe pH das frações sub-ce 

lulares. 

7. Estudo da fração de 11núcleos :pancreáticos". 

a)- Efeito da variaç~o de concentração de 
substrato. 

A esquematização desta série de ex 
periências, ben como d:-:"s dEmais que se s0guor.1 nos 
sub-ít,ms seguintes, foi so1~1elhante à da adotada -
para os ensaios correspondentes das fr·c1.ç3es enziaá 
ticas e não repetidas aqui. Os pHs g_1:te foran exa-

-ninados sao os ~, 7,8 , ~ e~. En vez de 
r; sar O ~l m..l do oaterial nuclear, foram sem-
pre empregados 0,2 ml, a~entando desta forma o 
volune total por 0,1 ml o 

Os resultados da variaçao da con-
centração de substrato em relação à fração de nú
cleos pancreáticos se encontrs.r:1 representados no 
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~ráfico 26 (cobaia albina, sexo feminino, pêso de 

525 g). 
Em todos os 4 pHs a atividade má

xima fmi atingida em 3,3.10-3M , de substrato,e em 
concentrações duplas a estas ji se apresentava em 

todos os casos, acentuada inibiç~o. !stes d~dos 
são semelhantes aos observados com o mcterial hepá 

ti co~ 
item .. 

A'· inibição será abordada no próxir;10 sub-

As curvas obtidas permitem um cál
culo aproximado, provisório, das constantes de Mi
chaelis correspondentes a cada UL1 dos pHs examina
dos. Os resultados se encontram condensados no ~ 
fico 27 , através dos diagramas de reciprocidade 
dupla conforme Lineweaver-Burk , e podem ser tab~ 
lados da seguinte forma: 

pB: ensaiado 7,2 7,8 8,2 9,6 

l/absorv8ncia máxima-(1/V) 0,25 0,2 0,38 . o, 83 
Absorvencia máxima -(V) 4,0 5,0 2,63 1,20 
(nas cond.experimentais) 

(1/Km • .). 103 (em M:-1) o ,87 0,30 0,95 0,47 

Km (em 10-3 M) 1,15 3,33 1,05 2,12 

O resultado por cálculo será o se 

guinte (ver tabelo. à page99 ) o 

Embora êstes valôres não sejam de
finitivos, pode admitir-se que os Km das ativida-
des em pH; 7,2 e 8,2 estão em tôrno de l.lo-3~ 
em pH;7,8 em tôrno de 3 9 5.10-3 M, e em pH=9,6 em 
tôrno de 10-3 M • Est2.s concenLraç3e s tão diferen
tes sugerem q_11P ....... a.blvj_C.,;,Je IJ.edida em pH=7 ,8 é dis 
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pH:;: 7,2 

~PiT J.o-.3rvr '1/[~Pi) .103 Abs.10 .l/Abs.10 Krh 

0,67 1,50 1,45 0,69 
1,33 0,75 2;30 o ,43 
2,00 o' 50 2,45 o' 41 -3 1,04.10 M 
2,67 0,38 2,65 0,37 -3 1,14.10 M 
3,33 o ,30 2 '75 0,36 -3 0,99,10 M 

-vfl = 7 ,8_ -3 
;i;.·· Km:;:1 ,05 .10 M 

0,67 1,50 o ,80 1,25 
1,33 0,75 1,10 0,91 
2,00 o ,50 1,75 0,57 -3 2, 96.10 · M 
2,67 0,38 2,25 0,44 . -3 4,.38.10 M 
3,33 0,30 2 9 40 o ,41 3, 50 .1o-3M 

:EH :;: 8~2 -3 Km=3,61.10 M 

0,67 1,50 1,05 0,95 
1,33 0,75 1 '40 0,71 8 -3 0,6 .10 M 
2,00: o ,50 1,65 0,60 8 -3 O, 2.10 M 
2,67 0,38 1,95 o' 51 -3 1,09.10 M 
3,33 0,30 2,00 o' 50 -3 0,94.10 M 

I : :-
~~""' ....., 

J2H :;: 9 26 Km=O, 88 .. 10-3 M 

o,67 1,50 o ,30 3,33 
1,33 0,75 0,50 2,00 -3 2,64~10 M 
2,00 o' 50 0,60 1,66 ? -3. ,_,02.10 M 
2,67 0,38 0,65 1,53 1, 7 4,;10-3M 
3,33 0,30 0,90 1,11 -3 ~.,33.10 M 

. -3 Km=2, 43.10 M 
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tinta das duas outras atividades vizinhas (7,2 e 
8,2), e que na realidade existem pelo menos quatro 
pirofosfatases inorgânicas diferentes na fração n!! 
clear. 

De um modo ger9~;~, as concentrações 
de substrato em que a velocidade da reação se tor
na a metade em relação à velocidade máxima, 
são da ordem de 10-3 M , como no caso anterior e 
no de enzimas hidrolíticas genericamente. 

b)- Efeito inibitório do excesso de substrato. 

Os dados obtid,os neste grupo de e_! 
periências se encontram representados no gráfico 
28 (cobaia albina, sexo feminino, de 455 g de P! 
so). 

Tabulando êstes resultàdos: 

pH ensaiado 7,2 7,8 8,2 9,6 

Atividade máxima 
(em 10-3 M) - 4,0 2,6 3,3 1,3 

Grau de inibição 
(a 14.10-3M)- 5'!/..,Z: .JtO 90% 90% lO O% 

Ini bicão r.1á.xina- 20 20 20 6,6 
( cn lo=3 M) 

A atividade máxima foi atingida nos 
diversos pHs, em concentrações diferentes, o que -
vem sugerir que provàvelr.wnte trata-se também de 
quatro entidades enzimáticas diferentes. A inibi-
ção máxima, que no caso ~resente atingiu sempre o 
nível de 100% , diferiu neste sentido 1 do que 
foi observado com o preparaQo hepático. Quanto ao 
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nível de concentração de substrato :pa::ra obter ini
bição máxima, a situação aqui é relativamente se
melhante ao _que se observou cou os núcleos obti
dos de fígado. · 

Bem mais acentuado foi, vorén, co
mo é ilustrado polo gráfico 28,, o fato de a hidró
lise química elo pirofosfato, · a c·:mcentrc.çÕesoleva
das, ser :menor em presença do preparado nuclear 1 

protêico, do. que na ausência dêste (ens·üo em bl"'ê:!l 
co). Tal pode ser observado em vários ttbos no pH 
9,6 e 7,8 • SerJ. procurar i.p.ter:pretar est~ observa
ção, fica a ~esma registrada. 

c}- :gtfei to. da v-p;riaQão de concentração do ion Mg++ 

A execução desta série ele experiê.a 
cins permitiu obter o gráfico 29 (cobaia albina , 
sexo feminino, de 375 g de pêso). 

A re sp. sta da a ti vidacle en.zirJ.ática 
face à 9oncentração do ion Mg++ , não foi nestas 
experiências muito regular, sendo, porém, êstes 
ensaios suficientes para ilustrar o fato do a mes
ma depender qua)ltitativauente desta concentração. 

P.::::.ra exarJinar um evontual efeito i 

nibitório.de excesso de ion Mg++ , foi feito um 
outro grupo de incubações, representadas pelo ~
fico 30 (cobaia albina 1 sexo feminino, pêso de 
600 g), 

Estas curvas não o~csentam dife-
renças essenciais entre si e são t8l:l.bém semelhan
tes às obtidas com a fração nuclec1.r hepática .. Nov~ 
mente, elevadas concentrações de ions Mg++, não 
conseguiram inibir, de maneira completa, _a ativid~ 
de enzimática em foco, c:.:tbendo então as nesr:ms COE:, 
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Gráfico 29: Fração de núcleos pancreáticos. 

- Efeito da variação de concentração do íon magnésio. 



ABSORVÊNCIA x 10 

1'--~.._ _ _._ _ __.__.......~ __ ...__ _____ _.l. ____ ..l.--_---- --I 

p H= 7,8 

-- '--o 

p H= 8.2 

t--""'---1----l.----ll.__.L_ _____ _.J. ____ ...i,__ - -- - -l 

pl-i= 9,6 

-- -.. 
--------~ 

_..::;0~"----_':l,~ O 5 m 1 h,'J~tt} 
O,i lll IM 

Gráfico 30: Fraç.ão de núcleos pancreáticos. 

- Efeito inibitório de excesso do ion magnésio. 



siderações já ex];;Jstas na discussão elo mç;smo estu
do com r.mterial hepático •. Resumindo, as concentra
ções com efeito máximo são as seguintes: 

pH·ensaiado 7,2 7,8 8,2 9,6 

Concentrações de Mg++ 

(em 10-3 M) 6,6 6,6 9,9 13,2 
Grau de inibição 

(a o,33 M) 67% 67% 84% 57% 

d)- Efeito de outros ions sôbre a etividade piro
fosfatásica. 

~ste conjunto de experiências, exe 
cutadas para os 4 pHs em foco, demonstrou resulta
dos análogos aos obtidos c01:1 a fração hepática, e 
se encontrao esquematizados no gráfico 31 • Os e
feitos de inibição dos iúns netálicos, cor.1parados 
com a ativação obtida com íon Mg++ isolado, não f2 
rc~ t~o acentuados como na preparação nuclear obti 
da de figado. Também podo ser observado quo a inc~ 
bação foi ta sml adição de qualquer íon raotál:i..co a
presentou una atividade relativa apreciável. Isto 
provàvelmentc vem indicar quo existiu suficiente 
quantidade "end6gona" de ion Mg++ nas preparaç·oes 
usadas. 

O EDTA e o formaldeído apresentaram 
inibiçÕes conparáveis 2.s observaclas nos ensc.ios 
correspondentes do sub-capítulo anterior. 

No gráfico 32 , está representa
do o efeito inibit6rio do ion·Ca++ a várias conce!! 
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Gráfico 31: Fraç,ão de núcleos pancreáticos. 

- Efeito comparativo de inibidores. 
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Gráfico 32: Fraç,ão de núcleos pancreáticos. 

- Efeito inibitório do ion cálcio. 



trações. Os resultados são qualitativanente identi 
ficáveis com os obtidos com o tecido hepático. TaE]; 
bém aqui, o íon os++ não mostrou nenl;!.ULJ. efeito Ei.

tivador sôbre a atividade enzimática • 
Outros inibidores foram estudados, 

conforme o gráfico 33 • Novamente o p-hidroxi-mer
curi-benzoato inibiu en0rgicamente a ação enzi:raáti 
ca, agora en todos os quatro pHs testados, indic~ 
do a participação essencial no mecunisoo da hidró
lise, de grupos sulfidrils livres. O ion cianeto 
taobém indicou nestas experiências uH<::" leve acen-
tuação da atividade pirofosfatásica, comparandoco~ 
incubações habituais, das quais se omitiu êste ion. 
A curva do ion fluoreto apresenta uma inibição a
centuada, em níveis semelhantes aos observados com 
a preparação hepática, com a diferença de que a 
concentrações nais elevada foi possível obter i 
nibição COLlpleta,0 u quasi ccmpleta da enzima ( pHs= 
9,6 e 8,2) • 

e)- Efeito da V3riacão do teopo de incubação. 

O estudo experimental dêste efeito 
se encontra condensado no gr~fico 34 , (cobaia al
bina, sexo feninino, pêso de 450 g). 

Tôdas as curvas dêste gráfico su
gerera que a velocidade da rt:mção am1entc·u no tran.ê. 
corr0r do tenpo. 

E ur;1a observação interessante, que 
permitiria urn estudo cinótico mais detalhado. Cono 
interpretação poder-se-ia propor, por exemplo, que 
a estrutura dos núcleos sofreria nodificação est~ 
tural, nesmo decomposição, durante uma incubação 
mais prolongada, permitindo, desta forma, um ace.ê. 
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Gráfico M: Fração de núcleos pancreáticos. 

- Efeito de il1ibi.dor·es. Curva do ion fluoreto. 
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Gráfico 34: Fração de núcleos pancreáticos. - Curva de tempo. 



so mais direto da enzima ao substrato. 

f)- Efeito.. él.o. variaçao Qe temperatura de ~.~,q~l:[").Gão 

e de pre-a.quec).ne~to .~~. vreparação nu.clear. 

O gráfico 35 contéra os resultados 
das experiências feitas sôbre êste aspecto, (co-
baia albina, sexo fer.linino, pêso de 500 g). 

Os mesmos não diferem substancial
mente dos obtidos com a fração nuclear hepática, e 
os comentários expendidos n?quela ocasião 
se aplicam c:.o prosente ce..so. 
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Gráfico 35: Fração de nú.deos pancreáticos. - ·Efeito da temperatura. 



C A P I T U L O I V CONCLUSÃO E SmfulRIO --------.-----

Os diversos grupos dç experiências 
foram discutidos p::-~rcoinda11onte em dada un de seus 
ítens correspondentes. Torna-se ngora necessário i!: 
:pontar alguns aspectos de ordem geral, bem como a.ê. 
sinalar resultados mais significativos. 

A única pirofosfatase inorgânica 
de origem hepática estudada com relativo detalhe, 
é a denominada "pirofosfatase inorgânica neutra", 
com :pH 6timo em 7,8 (169). Esta foi extraída de 
um homogeneizado total de tecido hepático (rato), 
sem :particularização ele alb~ma fraç~o subcelular. 

Da mesma forma, a atividade piro
fosfatásica no tecido pancreático foi observada de 
maneira muito superficial. 

l)- O tr2balho experiraental quE:: o au

tor aqui apresenta,consiste,primeiramente, nades
coberta de um determinado número de novas enzimas 
de atividade pirofosfatásica inorgânica, as quais 
foram denominadas, para efeito c~e sistematização, 
da seguinte maneira: 

- no'tecido hepático: tipo I, II, III 
e I~ dos quais o tipo II provàvelmen
te corrosponde à "pirofosfatase neu
tra". 

- no tecido pancro8.tico: além destes, -
dOis tipos acess6rios, denominados 
I? a e III, a, 
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sendo particularmente a últina 1 um componente esp~ 
cífico dêste tecidoo 

2)- Em segundo lugar, o autor uetermi-
nou a distribuição destas diferentes enzimas atrf...• 
vés de fraç5es sub-celulares, obtendo perfís enz~
máticos característicos para cada uma destas fra-

,... 
çoes .• 

_No Üg.§§9. ~ os tipos I e ll são 
componen.tes constantes de tôdas as frações sub-ce
lulares. O tipo III está presente particularmen
te nas frações m.icrosonüais e sobrenadante cito
plasmático. O tipo ry , de atividade proporcional 
muito reduzida, aparece 5 em compensação, exc~usiv~ 
mente nas frações mitocondria1 e nuclear. 

No ~~~~as , esta distribuição e~ 
contra um paralelo aproximado. Os tipos I,b e ll 
são encontrados em tôdas as frações sub-celulares. 

O tipo III~ , :.>mbora fôsse as 3inalado também nas 
frações nuclear e mitocondriaJ , é achado espe-
cialmente nas outras duas frações. O tipo IV, é um -
componente exclusivo da fração mitocondrial. 

Poróm, ainda neste tecido, acessb-
riamente há o tipo III ·~ . ..s::. , qv.e não pode· ser encQg 
trado na fração nuclear, porén existe nas demais. 

Um último tipo 1 . !J~ 9 se encontra no tecido pan~ 

creâtico na fração do sobrenadante citoplasmático. 

3)- O autor estudou ainda, com mais de
talhes1a primeira das frações sub-celulares, a nu
cl?ar, tanto no tecido heró.tico como no pancreáti
co, 

a)- No pri.rnet:r~· r'l <'='qnnstrar que 
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as atividades tipo _1_ , ..11. , 11.L e IV __ , c o rre spÇ!_l 
d~m a enzimas individuais. A. constante de lVIichae-
lis aproximada foi obtida nos. trgs primeiros ti
pos, demonstrando ser respectivame~te da ordem de 
3•io-3 M t 2.10~3 M e 0,6.10-3 M • 

O excesso de substrato demonstrou 
forte efeito de inibição en:aiL1ática, chegt$-nd.o mes
mo a anular a atividade em alguns casos. Emoora 
não fôsse possível apresentar interpretação do 
mecanismo desta inibição, os resultados não se co~ 
dunam com as duas hipóteses vigentes, exigi~do, no 
futuro, um exame mais detalhado do problema. 

A dependência das 4 enzimas em re
lação ao ion Mg++ ficou m1plamente demonstrada, de
vendo assinalar-se que sàmente grande excesso dês
ta . .ion po.da O.!:lu.oo.%' o.J..~m'.:). i.n:lbi.qÕ.~ do o"'"~ a±i.vi.da 

da. Um gr~ grupo de ions metálicos (ca++,~m++, 
Fe++, co++, Ni-t-+, cu++ e zn++) uostraram ser apa-

rentemente antagonistas desta ação ativadora do 
ion Mg+-+-• Todavia, o efeito dos mesnos, con exce
ção do primeiro, foi atribui( pelo autor, ao 
fato de seus sais pirofosfatos serem bastante ins,2. 

lúveis. e por conseguinte, dininuirem ou anularem 
a concentração efetiva do substrato. O efeito do 
ion ca++ foi examinado con Llais detalhes, ficando 
evidente que se trata neste caso:, de uma inibição -
direta. tste ion, por si sô;não é ativador das en
zim~s. O EDTA, sem dúvida, possui acentuada ação 
in~bidora das atividades pirofosfatásicas, em fa
ce de sua ação conplexante em relação ao íon Mg++. 
Ta.mbér.:t o formaldeido é inibidor enérgico. A inibi
ção da atividade dos diversos tipos de pirofosfat~ 
se3 foi vista com alguma minúcia no caso do icn 
F-, O pa.a-hidrcxi-mercuri-benzoato demonstrou que 
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a ativiclade enziElática dos tipos.J.. ,_y_ eJJl_ (o 

11 não foi exauinado ) exige grupo sulficlrila li
vre. O ion CN teve un1 efeito nl tidamente ativa-

dor, fato êste ao qual não se pôde oferecer inter
pretação à base dos dados disponíveis. 

A curva do tenpo conprovou que,na 
fase inicial a re~ção estudada, para os 4 tipos, é 

de primeira ordem. 
Foi visto, finalmente que os 4 ti

pos de pirofosfatases inorgânicas nucleares se in~ 
tivam fà.o.ilnente con o aquecinento, mesmo a 60°C • 
Embora não fôsse feita curva completa de temperat~ 
ra, foi possível evidenciar, que ainda a 50° C, em 
incubações de 45 minutos, todos os tipos apresen-
tam atividade enzimática, sendo esta mesno mais in 
tensa do que a 37° C. 

b)- No caso das pirofosfatases inorgânicas nuclea
res provenientes do tecido panc:reático, análise e_! 
perimental semelhante foi feita. 

Os quatro tipos exarainados nesta 

fração ( I,b , I~J..?- e ~ e J.fi,b ) paredem ser en
tidades enziLláticas diferentes. Isto é sugerido por 
~uas r0spectivas consto..nt0s de r,üchaelis, localiza-

-3 -3 -1._ das aproximad~nente en 1.10 M, 3,5.10 M, 1.10 JM 

e 2 , 5 .10-3 M .. 

O excesso de substrato inibiu com 
intensidade as quatro e~zimas, podendo em todos os 
casos chegar a anulá-la. 

O comportamento em face do ion 
lllf ++ b . . b . ~ ~ 1 d . J.YJ.g , . em como as 1n1 19 o e s causaüas pe os 1 ver-
sos ions metálicos foram examinados e evidenciaram 
ser seraelhantes ao vertficado com os tipos hepáti-
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cos, O mesmo pôde ser provado para as inibiçÕes com 

EDTA, for:r.mldeido; iori F~, e o efeito particular do 
ion CN-. Os grupos sulfidrila livres, e:m face da i
nibição pelo para~hidroxi-mercuri-benzoato, são taa 
bém aqui essenciais para a atividade pirofosfatási
ca eficiente. 

As curvas de tempo destas :pirofos
fatases nucleares pancreáticas, embora não exa:mina-:
das com mais detalhe, apre.sentarrun. uma care.ter ex
ponencial, para o qual não foi possivel apresentar 
interpretação ~~damentada, experimentalmente, 

Qu~to ao comportamento em face da 
temperaturEl,, no que concerne à inativação e condi-. 
çõ~s de inc~~~of os q,uatro tipos forarn semelhan
tes~ 
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SUMÁRIO 

O autor estud0u enzimas de ativid~ 
de pirofosfatásica inorgânica em dois tecidos de .9. 

rigem animal, hepático e pancreático. Foram indiv~ 
dualizada~ alguL1as novas espécies dêste grupo, com 
características particulares. A distribuição des
tas enzimas nas várias frações sub~celulares dos 
dois tecidos, foi ex.aminada cor.1parativamente. 

O trabalho se concentrou no es
tudo das enzimas pirofosfatásicas inorgânicas nu- . 
cleares e descreve seu oo:m.portan.~:ato o.i..n4tiao 
em face da ~~~&o do substrato, ativadores , 
inibidores, tempo de ação e tnat~vação. 
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DNA 

RNA 
s-RNA 
ATP 

.ADP 

GTP 

GDP 

GMP 

UTP 

UDP 

UMP 

A B R E V I A T U R A S ------------
Ácido desoxi-ribo-nuclêico 
Acido ribo-nuclêico 
.~i.cido ri bo-nuclêico solúvel 
Adenosina-tri-fosfato 

(adenina-ribose-P-P-P) 
Adenosina-di-fosfato 

(adenina-ribose-P-P) 
Adenosina-mono-fosfato, 

(aderina-ribose-5'.P) 
Guanosina-tri-fosfato 

(guanina-ribose-P-P-P) 
Guanosina-di-fosfato 

(guanina-ribose-P-P) 
Guanosina-mono-fosfato 

(guanina-ribose-5' .P) 
Uridina-trifosfato 

(uracílio-ribose-P-P-P) 

, 
ac. 

Uridina-di-fosfato 
(uracílio-ribose-P-P) 

Uridina-mono-fosfato . 
' (uracílio-ribose-5 .P) 

adenílico 

IMP Inosina-mono-fosfato 
(hipoxantina-ribose-5'.P) 

Xantosina-5!:1?- Xantosina-5'. fosfato 
UDPG Uridina-di-fosfo-glicose 
UDPGA Uridina-di-fosfo-ácido-glicurônico 
UDP-Gal 
UDP-Gam 
UDP-Galam 
UDP-Xil 
GDP-Man 

Uridina-di-fosfo-galactose 
Uridina-di-fosfo-glicosamina 
Uridina-di-fosfo-galactosamina 
Uridina-di-fosfo-xilose 
Guanosina-di-fosfo-manose 
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NMN 

DPN 

TPN 

F.MN 

FAD 

APS 
PL.PS 
Pi 
PPi 
Glicose;-6,P 
Glicose-l.P, 
Galactos?-l.P 
Manose-l,.P 
Xilose-l~P 

R:ibose-l.P 

- Nicotinnmida-mono-nucleotidio 
( nicctinanic~a-ri bose-5' .P) 

- Di-fosfo-piridina-nucleotídio 
(nicotinamida-rlb-F-~b-adenina) 

- Tri-fosfo-piridina-nucleotídio 
( 3'. fosfo-DPN) 

- Flavina-mono-nucleotídio 
(riboflavina-P) 

- Flavina-adenina-dinucleotídio 
(riboflavina-P-P-adenina) 

- Adenosina-fosfo-sulfato 
-Fosfo-adenosina~fosfo-sulfoto 

- Orto-fosfato inorgânico 
- Firo-fosfato inorgânico 
- Glicose-6,fosfato 
- Glicose-l.fqsfato 
- Galactose-l.fosfato 
- Manose~l.fosfato 

- Xilose~l.fosfato 

- Rtbose-l.fosfato 
5.P-ribose-l.PP - 5.fosfo-ribose-l.pirofosfato 
R-COOH - A.cido mono~-carboxíli co 
R-CO-P - Acila-fosfato 
R-CO-AMP - Acila-adenosina-mono-fosfato 
CoA-SH 
R-C o-S-CoA 
EDTA 
Tris 
pHMB 

M 

.)\ m~l 
D:t,F-

- Coenzima A 
- Acila-coenzima A 
- A.cido etilena-diamino-tetra-acético 
- Tris(hidroxi-metil)an1ino-metano 
- Para-hidroxi-morcuri-benzoato 
-Molar (concentràção da solução) 
- Micro-mol (quantidade de substância) 
- Acréscimo de energia livre padrão 
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