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CARITULO I : - INTRODUCLO

Todo aquéle -que computar, mesmo por
curiosidade, os volumes mais recentes dos peribdicos
especializados en Bioquimica, ficard certamente sur-
préso e impresgionado em face da variedade imensa de
trabaihos de investigagao que estéo gendo desenvolvi
dos neste sctor.h primeira vista,poderia parccer uma
coletfnea confuse,nfo sistemitica,de informagdes sb-
bre os mais variados aspectos quimicos obhservados em
seres vivos.

Entretanto,como afirma na introdugzo
de um artigo recente,porém jé& cléssico,o prémic No-
bel de Quimica, Sir Hans A. Krebs, "da enorme quanti
dade de dados minuciosos gue foram reunidos, emerge
un quadro geral revelando algumas caracteristicas
marcantes da organizagao quimica de matéria viva, A-
pesar de os processos metabbdlicos screm t20 variados
come complexos,o numero de¢ componentes bésicos é re-
lativamente reduzido" (1).

Sem davida "no que se refere 3 compo
sicao e ao mgtabollsmo, existe um plano fundamental
de natureza quimlcu,comum a todos os animais (e mui-
to provhvelmente a outros sercs vivos)" (2).

"A cineia deveréd procurar sempre, 2
partir de montanhas de fatos acumulados,as generali
zagoes ¢ os principios subjacentes que irio contri--
buir para a compreenszo verdadeira dos fendmenos, @
ter vaelor de previsao em Areas préviamente ndo explo
radas" (3). ’

Mais recentemente,cstac sendo crista
lizadys, pela investigacao bioquimica insistente, al
gumes destas linhas gerais,rotas de processos metabd
licos em seres vivos,encadeados intimaumente entre si,
e cuja interag@o e vregulsgao , tanto na
intensidade quanto na diregao de seu pro-
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ee ssanento , vstBo em fase  de elucidegao ampla e sg
gura.

Os mecanismos de contrdle metabblico - mar
ca-passos do ritmo eda direc2o das miltiplas vias de meta-
bolismo - comecam 3 ser esclarecidos e constituem hoje um
dos obje ;ivos cardoais da pesquise bioguimica: sBo as rea
¢oes enziméticas chaves, com sua coirstonte de equilibrio
reduzida e limitante, as concsntragoes critica: de metabd
litos intermediirios que condiciocnam a eficiéncis de ou-
tras rezgoes, os hormdnios gque zgem sdbre recagoes enzimé-
ticas, etc.

“. provivel'yde zcdrdo com Sir H.A. Krebs,
regulegeo Go metabolismo opere sempre através de va
acele-

jav]

que
riacoes das velocidades de reacaos esta

n
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o
g
ot
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radas ou 1.enadas, do que intrcduzidas como ncovas (no sis
tema;. Um dos prineipeis roblemas n&ranélise de regula--
cao &, portanto, a identificacfo destas resgoes-componen-
tes que sao limitantes de velocidade" (4),

Lom & preocupagéo de contribuir com algo ,

embor: modesto, no sentide do esclarecinento de facetas
dos principios mais gerais envo vidos no metzbolismo in-
termedidrio, o sutor iniciou um projeto de investigecao
bioguimica sbbre pirofosfatis.s inorgdnicas.

veeta 1n+rodugao, através dos. préximos sub
czritulos, procurar-se-4 delinc.r os motivos da ¢scdlha -
do presente tema de investigacao e justificar sua hipbte
se de trzbalho., Trata-se de um plansjamento gue necessita
para = sua execu¢lo Jﬂpla de un pericdo prolongado de tem
ro. O estudo, aqui descrito, representa, zssim, uma parce
la enjuadrada neste programa gerale.



A- 4 origem e o papel central do pirofosfato inorgd
nico no metabolismo intermedidrio .

O organismo vivo,guasi sem interrup-
¢ao, é obrigado a sintetigr moléculas mais comple-
Xas, essenciais para seu crescimento, reprodugdo e
outras manifestagbes vitais. Quaisquer falhas em
tais processos sintéticos ndo poderao ser toleradas
se o0 individuo deve subsistir.

, Neste conjunto estao compreend1das
as macronoléculas de &4cidos nucl&icos ( DNA e RNa),
proteinas, fOllOSileS‘e:llplalOS, bsm como unma
pléiade de cofatores iﬁportantes,‘envolvidos em rea
goes en21métlcas eSSenCIalS.

N - . Estas vérias blOSSlnteses sz2o, de ma
neira global, processos de caracter endoergdnico -~
mais ou menos pronunciado. m uma ou mais fases de
uma rota emebblica se impde a participagao de fon-
tes energéticas,'bioquimiqas, particularmente do a-
denosina-trifosfato (ATP) =~ (vide nota abaixo), ou
de outros trifosfo-nucleotidios.

Frequentemente, = participacgao do
ATP consiste em sua degradagaoc final até adenosina-
difosfato (ADP), ¢ fosfato 1nor@unlco, (Pi). Resuni
damente:

Mg+t |
ATP + HOH .‘ ADP + Pi

Esta reacgao é acompanhada de um a-
créscimo de energia livre padrao (em presenga do
ion Mg++) ao qual corrcsponde o valor, recenbemen

’ -

NOTA -~ As abreviaturas se encontram rc<lacionadas
na pagina 126 .
, -3 -



te corrigido (5, 6, 7), de

1

0 - |
, AF o= 27,3 Keal,mol (pH = 7,0),

ou, conforme outros autores (8),
AT = -7,7 Keal.mol™ (pH = 7,5).

Tal quantidade de energia &, com fre
quéncia, su.iciente para vencer as “barreiras enexr
géticas metabblicas (metabolic energy barriers)", e
permitir a realizacgo simultfnea de uma reacac ana-
bélica acoplada.

Como exemplos cléssicos podemos ci-
tar os seguintes processos enzimidticos, os guais di
ferem entre si pela reversibilidade e pelo aceptor
do fosfato inorgdnico.

ATP + HOH ————= ADP + Pi  (9)

ATP + Glicose————= iDP + Glicose-6-P,
— (10)

ATP + R-COOH ———= ADP + RCO-F (11, 12)

AT + GDP ——————= ADP + GIP (13)

Zntretanto, em época mais recente,ve
rificou-se¢ que, muitas v&zes, a participaczo do .TP
em reagoes enzgiméticas recsultova, ndo na clivagem -
da ligagio pirofosfato externa ddste composto, mas
na hidrélise da ligacao pirofosfato intcrna:

Mot

LTP + HOH & oy AP+ PPLII
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J& Hill e Morales (14) discutiram
compar=tivamente estas duas mocdzlidades de degrada-
¢30, concluindo que L\FQ para a hidrdlisc interna
do ATP em relacado & hidrélise de sua ligac¢do piro--
fosfato externa, deveria scr inferior em eprozimada
mente 1 Koal.mol';% em velor numérico abscluto,

Todavia, ha poucos meses, foi  pos-
sivel a Ratner e colaboradores provarecm experimen—-
talmente, baseados nos trabalhos de Burton (15) e
Benzinger et al. (5), que o acréscimo de energia 11'>
vre padrac da reacao II & 2,6 Kcal.mol'l , Superi-
or ¢m valor absoluto, ao da reacao I, em iguaisécog |
digoes de pH e tomperatura (pH = 7,55 t = 38 ¢),

(8).

v _Q .
— B = =10,3 Kcal.mol

Lm muitos passos metabdlicos (metabo
lic steps), dos guais porticipa ATP, uste dltima
clivagem, termodindmicamente mais eficiente; & a
praferida, ' )

Ultimamente, estd sendo desvendado
um nfmero sempre crescente de reacoes metabdlicas
es.enciais ondoergdnicas, acopladas com a degrada-
¢ao exoergdnica de ATP até AMP e pirofosfato inorgd
nico. Para realcar a alta significagao d&ste Ultimo
tipo de processos metabdlicos sincronicos, pirofos
fato-formadores, serao relacionados abaixo os mais
importantes.

I - Metabolizacaoc de Acidos Graxos




R-COOH + ATP —=-—w R-CO-AMP + PPi

*//// + CoA-SH

R-CO-S-CoA + AMNP

Hoje & aceito que estas duas rea-—
¢oes produtoras dos chamados "Acidos ativados”,pre—
cedem tdda 2 metabolizacgao de fLcidos graxos ¢ mes-
mo de outros &cidos carboxilicos.

Este processo de ativagao foi primei
ramente descoberto parz o 4dcido acético (16 a 24) ,
conduzindo histbricamente X imyortante descoberta -
da coeunzima A, por Lipmann., Posteriormente, a ati
vagao de muitos 4cidos graxos ficou demonstrada (gg
a 29). E pressntemente se admite que ela séjo com—-
pletemente geral, (27, 30), iniciando tanto a  de-
gradagao, como 2 incorporacao dlstes compostos bio-
légi-os enm outras substZncias mais complexas, como
os trigliceridios, as lecitinas, as cefalinas e ou~-
tros lipidios. ‘

0 mecanismo geral désse tipo de reaw
¢ao de ativagao e a maneira de participagac do ATP
foram demonstrados em trabalho cliéssico, de forma
definitiva por Berg, em fins de 1956 (31 a 35).

Processo andlogo foi verificado em
outros compostos carboxilados. Assim, & conhecido -
un sistema cnzimético que ativa o 4dcido benzbico -
(36, 37), preparando-o para a biossintese hepdtica-
de &cido hiptrico; outro, especifico para o Acido -
cblico (38 a 40) preparando-c para a formagao  dos
édcidos glicocdlico e taurocbdlico; um terceiro, para
o édcido nicotinico (41) ¢ mesmo um para & carnitina
(42} um composto cujo papel biolégico ainda € obscu
I'Oe
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IT - Metabolizagao de Proteinas e A-

mino-4cidos.

Na biossintese de peptidios, bem co~-
mo na estruturagao da complexa molécula de qualquer
proteina, a clivagsen pirofosfato formadora do ATP
8 chave na condugao d@ste prccesso endoergdnico,

Zamecnik, Hoagland e colaboradores ,
do laboratbrio de Lipmann, conseguiram avangar wn
largo passo na elucidagéo do mecanismo cenzimético -
de biossintese protéica, Lograram isolar primeira--
mente o sistema enzimédtico ativader de amino—é¢idos
(43 a 46, 35) a chamada "fragao pH5",demonstrando -
ainda-que héd enzimas especificas pera vérios amino-

dcidos.

Posteriormente, o mesmo grupo desco
briu o papel importante, especifico, dos &cidos nu-
cléicos, neste processo, caracterizando o s-RNi,(45,
41) 4 c¢uja acso ¢é essencial antes dz formagao de po-
lipeptidios pelas microsomas celulares (48).

Bste Gltimo aspecto, dos mais inves-
tigados nos presentes dias, apresenta uma literatu-
ra cientifica vasta, que cspelha, seu valor fundemen
tal no metabolismo intermedidrio.

Resumidamente,’pode gser esquenatiza-
de a2 biossintese prot@ica da seguinte maneira:



e

R~?H-COOH + ATP S R—?H—Cﬁ. + PPi
"fragao pH5" ;
NH2 NH2 ANMP
] s=-RNA
microsona 44
Polipeptidio = R-CH-C + AMP
RNA-matriz o
+ . g~RNA
NH's
8-RNA
Obsefva—se agqui, novamente, que a

formagao de pirofosfato inorghnico sec realiza em rea
gao francamente reversivel. Como a biossintese conti
nuada de proteinas é extremamente intensa no organis
mo, & fécil de imaginar a gqyantidade aprecidvel  de
pirofosfato inorgénico liberada no transcurso da mes
ma., 4

L reversibilidade da reagao foi obje
to de vérias publicagOes no Ultimo ano. Assim,Schwess
e colaboradores (48a) demonstraram, in vitro, que a
eliminaglo continuada de pircfosfato, produzido na
incorporagac de amino—écidos,em s~-RNA, era aumenta-
da em eficilneia por 20 a 30%.

Todavia,amino-4cidos sao ativados ,
nao sbmente para efeito de biossintese protéica. No
caso especial da metionina, a reacao de ativagao pros
segue com um mecanismo diferente, nado carboxilico,vi
sando o organismo preparar £ste amino-4cido enxofra
do para um processo enzimdtico de transmetilacao (49
a 52).

-8 -



CH3 + AMP
Metionina + ATP - Adenina-ribose-S* + PPi

CHo

éHg

CIJH-—NHQ

COOH

Esta & uma reagao, que deve preceder
o formacao de uma série de metabdlitos como colina ;‘
metila-histidine, anserina, sdrenslina, sarcosina,be
taina, etc.

Outros tipos de ativagao pirofosfato
formadores, porém carboxilicos, foram observados com
amino-4cidos ecm presenga de ATP e hidroxilamina, As-
sim, = tirosina (53) e triptofinio (54, 55)sao ativa
dos com producao de hidroxamatos, do seguinte formas

Tirosina + 4LTP + NHoOH wer s-rstegia

% Tirosina-hidroxamato + AMP + PPi

~

Triptoffnio + 4TP + NHQOH

3 TPriptofinio~hidroxemato + AMP + PPi

4 investigagao mais ampla do ciclo -
de Krebs, de biossintese da uréia (56), veio demons-
trar que a transformacdo da citrulina em arginina,re
quer & presenca de Acido aspdrtico (57 a 60).Este
vai ser, na realidade, o doador direto do grupo ami
no, formando-se, intermediidriasmente, 4cido arginina-
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sucinico, Aqui, & esscncial a presevnga de ATP  que
sofre clivagenm simultfnee até AMP mais pirofosfato.
E proposto o seguinte esquema, com formagac inicial
de citrulina-AMP (61):

NH NH

R-NH-C-OH + ATP g===> R-NH-Crw AMP + PPi

|
{4cido asplrtico

b

+ Arginina $———+ £Lcido arginina-sucinico + AMP
+4cido fumdrico

Bem recentemente tal reacao foi ob-
jeto de estudo bastante detalhado quanto &s va-
riagoes de energia livre de que & acompanhada (8) .
Essa verificagao ¢ particularmentc interessante por
gque permitiu estabelecer pela primeira vez, de ma-
neira sceitével, os valores de £§FQ que acompanham
a hidrbélise da ligzgao pirofosférica interna do ATP
bem como a do préprio pirofosfatc inorginico, anmbos
e importincia especial na introducao déste traba--
lho. '

III - Metabolizagao dos glicfdios.

Sem ddvida a contribuicac recente ,.
que mais revolucionou o conhecimento do metabolismo
dos glicidios, foi a descoberta dos uridina-nucleo-
tidios por Lelcir e seus colaboradores, cm Buenos -
Aires (62). Hoje & conhecido um grande nimero de
transformacoes enzimfticzs de glicidios nas quais -
os mesmos s2o “ativados? por uma combinagSo com nu-

- 10 -



cleotidios da uridina, guanina e mesmo timidina, an
tes de sofrerem a sua transformacéo definitiva. En-
tre estas combinagoes, a reacao mais fundamental &
a da formacdo do UDPG (63 a 66), resultandc parale-
lamente pirofosfato inorghnico:

UTP + Glicose-1-P =—mwew—e—— UDPG + PPi
Foram igualmente descobertas engi-

maes que catalisom reagoes semelhantes e esta com ou
tras oses (63, 67):

UTP + Galactose-l-p T=w===== JDP-Gal + PPi
UTP + Xilose-l1-P o==——me—=> UDP-Xil + PPi

ou, a base da guanosina-trifosfato,

(68)
GTP + Manose-1-P somomm=n=™ GDP-Man + PPi

Estes nucleoctidios complexos s&o
por sua vez utilizados para a obtencao de derivados
importantes. Por exemplo, UDPG & transformével en
UDPGA (69), o qual depois , é o doador de &ci-
do glicurdnico em uma série de processos enzimdti--
cos d¢ detoxificagéo de fenbis, 4cido nigotinico |,
borneol, esterbides, bilirrubina livre, ete. (70 a
73). Por cutro lado, ¢ transformével em UDP-Gal(74),
UDP~Gan, UDP-Galam, os Ultimos presumivelmente sen
do fontes essenciais de amino-oscs "ativadas® na
sintese de quitina, 4cido condroitina-sulfirice, &-
cido mucoitina-sulfirico e, de unm modo gcral, de

- 11 -



"mucopolissacaridics” complexos, substé@ncias cons-
tituintes do tecido colédgeno, anticorpos, heparina,
etc., O UDP-Gal & o intermedidrio metabdlico na im-
portante transformagaéo da galactose enm glicose (74
0 UDPG p:mticipa tambénm diretamente
da sintese de osidics, como a sacarcse (75), sacaro
se-fosfato (76, 77), lactose, trehalose-fosfato(T78),
celulose (79), e outros osfidios de origem vegetal -
(80 a 83).
| Porém, a sintese osidica mais impor
tante & a que se verifica na formagao de glicogénio,
descoberta bem recentemente por Leloir (§A a 90).
Tal rea¢ao enzimitica, de valcr dun
danmental nos orgenismos animais, modificou o concel
to até ent2o tido sbbre a biossintess glicogénica a
través da fosforilase ‘
“primer”
UDPG v B "glicogdnio" + UDP
glicose~-6.P

Z a reagao preliminar, pirofosfato-
formadora que, em Gltima andlise, conduz Este proces
go enabdlico, consumidor de cncrgia. '

IV - Metabolizagdo de fcidos nucléi

cos ¢ nucleotidios.

Tanbém ne bicssintese do Gltimo dos
quatro grandes grupos fundamentais de¢ compostos bio
guinicos, a pirofosfato—clivagem.do'ATP, exerce pa-
pel cruciazl, Isto se verifica em vérios estégios,

- 12 -



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

> 5,P-ribosge-1?'.,PP + AMP

Ribosge~-5.P + ATP -

b)- Este pirofosfato orghfnico pode ser utilizade pe-
lo organismo para a formacgao de nucleotidios, a-
través de vArias maneiras, Assim, no chamado -

processo "de salvagao" de biossintese déstes compos-

tos, combina-se com bases pGricas (92,94 a 96)

Adenina + 5.P—ribose—lLPP q;:::ﬁ.Adenina—ribose-5’.P+
+ PPi

Fato semelhante se¢ observou com &
hipoxantina (a gual pode ser substituida por gua
nina ou 6-mercapto-purina), produzindo-se iosi-
na—5’.fosfato (IMP), (94 a 96) =

Hipoxantina + 5,P-ribose-1’-PP ==>Inosina-5 ,P + PPi
‘ (IMP)

¢)=- Por outro lado, na sintcso donominada "de novo",
das bases pUricas, e que & considerada a predomi
nante no organismo animal, o grupo pirofosfato &
substituido pelo grupo amino da glutamina, em vez
da base purica, (97 a 99):

- 13 -



h 4

Glutamina + 5.P-ribose-1 PP

3 5,P-ribosilamida-glutimica + PPi
. ¥
5.P-ribosilamina + 4cido glutf@mico

Déste composto, o organismo parte pa
ra estruturar enzimiticemente os nucleotidios plri--
cos, com auxilio de glicina, deido formila-tetrahi--
drofélico, glutemina, COp-~biotina, Acido aspirtico e
ATP, como demonstram os trabalhos de Greenberg ( 100
2 103) e de Buchanan (104 a 107), ¢ respectivos cola
boradores,

Se os ribo-nucleoti{dios pliricos s@o
formados por ¢sta via, o mesmo nao foi possivel pro-
var para os desoxi-2-ribo-nucleotidios corresponden-
tes., Tudo indica que &stes se originam dir@tamente
dos ribose-compostos, andlogos, previamente sinteti-
zados,

Z intcressante acrescentar gue foram
caracterizadas enzimas que realizam reagoes seme—-
lhentes &s acima, utilizande em vez da glutamina ou
adenina, substfncias imidazbélicas, como o 4cido imi-
dazolacético, e a histamina , formando nucleotidios
de inter&sse especial (108).

d)- Quanto aos nucleotidios pirimfdicos, @ biossinte
se ¢ feita de maneira um pouco diferente (93,95,
109). be infcio ¢é estruturado enzimbticamente um
composto heterociclico, o dcido orbdtico. E  &s-
te que vai reagir com o 5-fosfo-ribosila-l2piro-

- 14 -



fosfato, formando o orotidina-5' fosfato, o gqual,por
sua vez, é descarboxilado até uridina-5' fosfato -

(UMP) &

Lcido orbtico + 5—P—ribose—l’-PP.;;::jE

=== Orotidina-5’'-fosfato + PPi

Lco2
J

Uridina-B’—fosfatO

Reagao semelhante se observa direta
mente com o uracilio, resultando uridina-5'-fosfato,
além de pirofosfato inorginico (110):

-

Uracilio + 5.P-ribose-1 .PP .= uridina-5".P7 +

+ PPi

e)- Ainda, em uma derradeira fase, a reagao pirofos
fato-formadora & de extrems significagBo. Trata
se da biossintese da cadeia polinucleotidisa ,ou
seja, o componente final do 4cido nucléico. Es-
te sistema enzimdtico ocupa um lugar de singu—-
lar proeminéncia no metabolismo intermedidrio ,
em face da extensa importfncia bioquimica daque
les compostos. Basta relembrar a participacgaoc
essencial dos Acidos nuclicos no mecenismo de
transmissao genética de caracteres hereditérios,
na constituicao e atividade dos virus, na evo
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lugao de neoplasias, e, acima de tudo, na biossinte-
se das proteinas, tanto como elemento transferidor
de amino-4cidos, bem como matriz estruturadora da ca
deia polipeptidica,

No caso especifico dos 4cidos desoxi
ribo-nucléicos (DNA), Kornberg conseguiu demonstrar
a existéneia de um sistema enzimético, uma polinucleg
tidio-piro-fosforilase, que age sdbre nucleosidio-tri
fosfatos (61, 111 a 114).

“Os“Substratos podem ser os trifosfa-
tos de desoxiadenosina (dAPPP), de desoxi-guanosina,
(dGPPP), de desoxi-citidina (ACPPP) e de desoxi-timi
dina (dTPPP), devendo estar presentes simultBneamen-
te &stes quatro nucleotidios, além do ion Mg*t e de
um "primer" de¢ DNA (o qual pode ser de origem animal
vegetal ou de virus) ou de polinucleotidios'sintéti;

cos. Lsquematizandos

n (dAPPP + AGPPP + 4CPPP + dTPPP) ————=>

"primer" DNA
= . DNA (dAP + 4GP + 4CP + 4TP)n +

Mgt

+ 4n PPi

&4 reagao & reversivel e produz uma
quantidade muito clevada de mbéis de PPi para cada
mol de DNA sintetizado.

' E importente chamar atengao ao fa-
to de que a elevagao da concentracao de pirofosfato
inorgénico no meior de ensaio "in vitro", (até]&fBND,
desloca o processo nitidamente no scntido inverso .
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fissim, no mecanismo de biossintese
dos DNA a concentracao local de pirofosfato inorgh-
nico pode tornar-se o fator limitante geral do sis~

tena.,

f)- Ainda neste subcapitulo deve ser citado um con-
junto de reacoes que liberam pirofosfato inorga
nico ao formar determinados nucleotidios gque Om
gupam ume posigao destacada como coenzimas. AS-

sim, o guanosina mono-fosfato é e¢laborado por u-
ma sintetase guanilica, a partir do xantosina-5',
fosfato, com zmdnia e ATP (115):

Xantosina-5t' P + NH3 +  ATP
TGP O+ AMP + PRI

A biossintese do nicotinemida-mono-
nucleotidio (NMN) pode realizar-se a partir da
nicotinamida e 5.fosfo—ribosila—l'.piro—fosfato,
que, analogamente hs reacoes das bases pdricas ,
ou pirimfdicas, liberta pirofosfato inorginico -
(116) :

nicotinamida + 5,P-ribose-1?!,PP &

zgzzzlzfﬁnicotina?iﬂa;mono~nucleotidio + PPi
NMN

Numa scgunda etapsa, o mononucleoti-
dio da vitamina 35 ¢ transformado, por ums piro-
fosforilase especifica, e¢m difosfo-piridina -nu-
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cleot{dio, (DPN) ou coenzima I. Esta reagdo descober
ta por Kornberg é de extraordindria importéncia, em
face do papel essencial que o DPN realigzza durante a

respiragzo celular (117 a 122):

NMN + ATP —ww=——=——> DPN + PPi

1 ATP

TPN +  ADP

Em un passo posterior, o DPN po~-
de ser transformado em 2’fosfo-DPN, ou seja, TPN(co
enzima II), de papel igualmente fundamental em véa-
rios pontos metabdlicos, notadamente no ciclo  das
pentoses, no ciclo de Krebs dos 4cidos tricarboxili
cos, ¢ na biossintese de 4cidos graxos (123 a 125),

Outro nucleotidio coenzimAtico , ©
flavina-adenina dinucleotidio (FAD) & obbk.-do de ma
neira semelhante (126)

Flavina-mono-nucleotidio + ATP —==="FAD + PPi

Fovamente, a reagao é revursivel e
¢ caracterizadz pela clivagem do ATP na ligagao ani
drf{dica interna de¢ pircfvsfato. C F.D, a forma me-
tabblica mais importente da vitamina Bsy ¢ igualmen
te um componenmte importante em enzimas respiratirias,
como por cxemplo, na deshidrogenase do &cido sucini
co, na degradagao dos &cidos graxos, etc,

Entre os muitos nucleotidios ainda
pode ser mencionada a coenzima A, um composto prove
niente do &cido pantoténico e que é fundamental na
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ativagao inicial dos 4dcidos graxos ¢ outros compos-
tos carboxilicos, '
Sua biossintese requer a clivagen -
pirofosfato-formadora do ATP; o 4cido pantbdico sd-
mente se condensa com a beta-alanina apbs ativagao

dusta ordem (127, 128):

Lcido pantbico + beta-alanina + ATP ———7
o3 bcido pantoténico + AMP + PPi

Alén disto, em outra fase (129,130):

4' -fosfo-pantoteina + ATP 7

---%~a defosfo-Coenzina A + PPi
| |
I ATP

<
Coenzima A + ADP

i defosfo-coenzima A em Gltima fase,
vai fornecer coenzima L, 0 composto bicldbgicamente

ativo (129 a 132)

V - Outros processos metabblicos.

Vimos que a clivagem pirofosfdrica
do trifosfato de nucleosidio, encontra como acepto-

res do monofosfato de nucleosidio, substéncias as
) _ 19 -



mais diversas como glicidios, fcidos carboxilicos ,
amino-4dcidos e outros nucleot{dios. Resta mencionar
algumas situacoes semelhantes, porém especiais:

a)- A sulfatacao enzimdtica pelas sulfoquinascs,ve-
rificada na formagao de intGmeros derivados (sul
fatos de esterdides, sulfato de bilirrubina, sul
fatos de ose¢s e amino-oses dos "mucopolissacari-
dios"), requerem a presencga de "sulfato ativa--
do". Tal se realiza pelas seguintes reagaes(l;i
a 139):

SOZ + ATP Z———=" adenila-sulfato + PPi
‘ (APS)

| ATP

- Vv
3! .fosfo-adenila -sulfato + ADP

(PAPS)

A sulfatacao se verifica através do
ultimo derivado (PAPS). Reagzo andloga foi veri
ficada com o selenato (140).

b)- Uma reagao semelhante de "ativagao" foi provada
para o ion carbonato (17, 20) :

COy + ATP === edenila-carbonato +

+ PPi

Bsse tipo de "ativacao" parece ser
- 20 -



bem mais geral ¢ fol sugerido verificar-se comn ni-
tratos, cloretos, transporte de fragmento de um car
bono independentemente do &cido tetrahidrofblico,fe
nolatos, etec. (61).

c)~- outro aceptor interessante ¢ a luciferina. Com
o ATP forma-se adenila-luciferina a qual emi-
te luz quando oxidada (141, 142). Lsta reagao &
hoje tomada como base para a dosagem mais espe-
cifica, e extremamente sensivel, do ATP:

ATP 4+ Juciferina === adenila-luciferina +

+ PPi

d)- Pode, também, aceptor do AMP simplesmente ser
H20 ; & enzima correpondente (encontrada no se-
men do touro) serd entdo uma ATP-ase, que faz u
na clivagem interna da ligagao pirofosfato  do

ATP, produzindo AMP mais pifofosfato inorgénico

(143) s

ATP + HZO - = AMP + PPi

e)- A formagao enzimética de pirofosfato inorginico
a partir de ortofosfato inorginico, através de
uma pirofosfatase intestinal, fol comunicada vi
rias vézes (144 a2 147).

” Todavia, esta reag@o nao foi confirma
da por outros laboratdérios. Também € dificil con
ceber una intérpretagéo termodindmica para a
mesma .

f)- Finalmente. o clivagem Ao ATP pode ser de tal
- 21 - '



ordem que o pirofosfato e nao o mono-fosfonucleoti-
dio seja a parcela transferida., H4 uma pirofosfaqul
nase que'transforma a tiamina em pirofosfato de tia
nmina (148 a 150). Aqui também pode ser rc¢lembrada a
reagho de formagio do 5-fosfo-ribosila-1' -piro-fos-

‘fato, mencionada acina.

B~ Destino do pirofosfato inorginico.

Como pode ser vislumbrado pelos vé-
rics {tens resumidos logo acime, o pirofosfatc inor
ginico figura como produto em um grande nimero de
processos anabdlicos, proveniente da participagio -
do ATP. Foi igualmente visto, que a clivagem da li-
gagdo pirofosférica interna corresponde a um acrés-
cimo de vnergia livre padrfio ben major do que o cli
vagen semelhante, cxterma; ou seja, aquela apresen-
ta uma eficiéneia termodinfmica bem maior do que a
dltima. Esse tipo de clivagem permite, por sua vez,
a e¢xecug2o de um aprecidvel nUmero de processos de
caracter endoergdnico, de fundamental importéncia,

Deve ser destacado que:

a)e a biossfytese de glicidios mais complexos;
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b)- a ativacao e degradagao de Acidos graxcs, bem -
como a biossintese de trigliceridios e de fosfo
gliceridios;

c)- a ativagao dos amino-Acidos e a biossintese de
t6das as proteinas, portanto, tambén, das enzi-
mas biocataliticas;

d)- a biossintese de nucleotidios e de &cidos nucli
cos; € |

e)- a formagao de um variado nimero de cofatores en
zindticos (DPN, TPN, FAD, Coh, TPP), bem coumo-
a ativagio de um grande nGmero de metabbdlitos -
(metionina, ions sulfato, ion carbonato, etc.),
todos dependem, em uma ou mais fases, de reag®s
nas quais se forma, simulténeamente, pirofosfa-
to inorgénico.

A mneior parte delas apresenta cons
tante de equilibrio aparente n2o muito elevada, is-
to é, elas s2o relativamente bem reversiveis em pHs
em tdrno de 7,5 unidades. Desta forma,o achmulo de
pirofosfato inorginico no sistema,durante seu pros-
seguinento, deveria reduzir e mesmo inverter a efi-
ciéncia da reagao no sentido anabbélico (48a). Da
mesma forma, o aumento descontrolado da concentra--
¢ao do pirofosfato inorgénico através de uma deter-
ninada reagaoc iria refletir-se inibitdriamente sd-
bre a eficilneia de inUmeras outras importantes rea
¢oes pirofosfato-formadoras paralelas.

- En resumo, o aumento continuado e
exagerado da concentracao de pirofosfato inorginico
poderia perturbar de modo amplo e quasi simultineo-
un enorme nUmero de rotas metabblicas fundamentais-
gue desaguarl no mesmno r"pool". A repercussao seria -

um desarranjo acentuado no sincronismo harmonioso -
. - 23 -



do metabolismo intermediério. Tal efeito se torna -
ainda mais marcedo, quando se considera que &stes -
miltiplos componentes celulares estao em permanente
equilibrio din@imico, ou seja, deveréo ser constante
mente substituidos, uns en maior outros em nenor
intensidade , afim de compensar o seu catabolismo ,
também permanente e automdtico.

Bntao , . impoe-se para preser—-
var a eficiéneia da biossintese de um grande nidmero
de metabblitos de importéncia essencial na célula ,
que a concentrag2o local ("pool") de pirofosfato i-
norglnico seja reduzida e conservada entre limites
convenientes pare e economia celular., Isto se pode-
ria realizar por trés vias gerais:

a)~ hidrélise enzinitica, decompondo-o, através de
pirofosfatases inorginicas, até orto-fosfato i-
norgénico, de maneira priticamente irreversivel,

b)- Reutilizando-o através da inversao de uma ou ou
tra reagao pirofosfatc -formadora, ou através de
outro processo enzindtico qualquer.

¢)- Expulsando o pirofosfato, através do que se pro
cura denominar de "compartmentization", para ou
tros locais da célula, eliminado, assim,, um
dos componentes do sistema reversivel, .

Enquanto que o #ltimo mecanismo n&o
foi provado existir para o caso do pirofosfato, as
duas primeiras possibilidades, certamente, devem -
ser consideradas.

Nao & dificil conceber-se que, 20
mesmo tempo em que se produz pirofosfato inorghnico,
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outra rezgao inversa, de consumo de pirofosfato 3=
noréénico se realiza, em id&ntico local celular, em
face de determinada solicitacgao metabblica.

Porém, a longo alcance, & evidente
gue nao é &ste o mecanismo que permite conservar o
"pool" de pirofosfato inorgBnico em limites fisiold
gicos, ou, se isto for necessério, elinmind-lo com-
pletanente. o
— Todavia, um processo mais geral de
contrdle da concentragao local de pirofosfato inor-
génico, parece ser atendido pela primeira das vias
acinma apontadas,

| A hidrélisc enzimédtica do pirofosfa
to inorglnico, de certa forma, em anidridc, ¢ evi--
dentemente um processo com acréscimo de energia li-
vre padrao de valor negativo acentuado.

Embora a literatura registre tenta-
tives para a determinacgao da constante de equilibrio
ou do acréscimo de cnergia livre padrao, por longo-
tempo nao se conhecia um valor experimental para os
mesmos (151, 152).

H& quen estabelecesse tentativamen-
te em /A F = -8,9 Keal.mol™Y, a pH=7,5

HP O + HOH ;:r;::::..:.::::.;::" 2 HPO4

~3tit

2

9 -1
oHF = =8,9 Keal.mol

Em época recente, foi possivel ao
grupo de Ratner determinar &ste valor com maior pre
cisao, utiligzando, para tal, a reagdo enzimdtica en
tre a citrulina e o 4cido asplrtico, produzindo &ci
do arginina—sucinico (8). No processo, é exigido -
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ATP que termina por cindir-se em ALMP mais PPi, As
ccnstantes de equilibrio, em presenga de ¢scesso de
ion Mg, foren determinadas en 0,8 para pH=7,0 e
8,9 para pH=7,55 Con éstes dados foi possivel deteg
ninar-se o & F para a hidrdélise do PPi. Este va-
lor experimental se torna bem menos negativo em pre
senga de ions Mg?+, e corresponde a;ﬁFQ= -5,1

Keal, mol ™ (a 37°%C e pH=7,5), com excesso de ion
Mgtt ( Mg'"=0,0054 M, 4t =0,2) . O valor calcu-

0
lado estd bem préximo, ou seja <% F = -4,7 Keal,
mol™t,

= N oD ++
Mg PPi + HOH ——r ZHPO4 Mg
~.F = -5,1 Keal.mol™t

Embora menor gque o sugerido  ente-
riormente, ainda & relativamente clevado &ste valor
negativo, e sublinha a importZncia de tal proeesso
enzindtico, que torna as reacoes reversiveis, aci-
me enuneradas, de carater global fundamentalmente -~
irreversiveis, e eficientes anabblicamente, Cabe,
nesta altura citar, do artigo de Ratner (8): "uma
queda de energia de 5,1 Keal, . nao deixa de ser
suficientenente elevada para sustentar o ponto de
vista de que a remocgao do produto se verifica atra-
vés de uma reagao esseéncialmente irreversivel, CAl-
culos de outros efeitos do ion Mgﬁ+ nostram que a
clivagen pirofosfato-formadora de ATP é associada ,
de per si, com vArias vantagens. i diferenga de 2,6
Kcal, sdbre a clivagem terminal prové um "empurrao"
adicional na diregao de sintese. Também um LT de
valor negativo elevedo como o €& -10,3 Kcal.mol"l ’
pode permitir um ntmero grande de reagoes énd ocrgd
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nicas a serem acopladas ao LFP, Assim, o ion Mgﬁ+pg
de ter o efeito de colocar em condigoes eficientes,
recagoes sintéticas que em si apresentan p031gao de
equllibrlo ben desfavordvel'. '

Neste sentldo, pode ser elucidativo
trazer outra citagio de ordem mais geral, extraida-
do editorial recente de "DeWitt-Stetten" (3):

"Mais interessante é o principio-
geral que ¢é suportado por todos os dados aguli apre-
sentados. O enunciado d&ste principio, embora de to
nalidade confessadamente teleolbgico, poderd, ainda
assim, apresentar nérito,

T0das as vézes que o produto de uma
reacgzo é de suf1c1ente importdncia =zo organismo, es
te, de certa forma estéd disposto e & capaz de inver-
ter suficiente energia na reagao, afinm de assegurar
que a mesna se realize com velocidade adequada e na
diregao conveniente', o

En trabzlho anterior, cm 1958 (154)
o presente autor assinalou e discutiu prineiramen-
te a extensa significag2o geral das reagoes pirofog
fato-formadoras e o possivel papel de marca-passo -
netabdlico que a pirofosfatase inorghnica eventual-
mente pudesse apresentar, Este ponto de vista foi
também exposado mais turde (1960),(8), como refe-
rido antes. '
' Tendo em mente o exposto acima, nao
€ dificil de prever, ou, pelc menos, supor que  as
pirofosfatases inorginicas, deven ter distribuicao-
ampla e ubiqua, tanto no reino animal, como no rei
no vegetal e e¢n microorgonismos, Deven também ser
encontradas nos mais diversos tecidos, e na célula,
em suas diferentes fragoes subcelularcs . Igualmen-
te, & possivel adnitir a existéncia de vArios tipos
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de pirofosfatases inorgfnicas, particularmente di-
feren01ﬁvels por seus pHs 6timos de acgao.

Conpulsando a literatura, pode ser
verificado que foram provadas existir em bactérias
(155, 156), leveduras (157 a 161), funges (162 ,
163), plantas (159, 164 a 166) e em diversos teci-
dos animais: figado (167 2 169), rins, mucosa intes
tinal (170), cérebro (171, 172), misculo (173), os
so, bago (174), bem como no sdro (154, 175, 176) ,
em eritrfeitos (177, 178) e em plaguetas (179).

Déstes trabalhos todos,é cléssica
a cristalizacgao da plrofusfatuselnorgnnlca da leve
dura por Kunitz (161, 180). |

Sabe-se que en regra exigem CoOmo
cofator o ion Mg'" que as ativa (169, 181, 182).Fo
dem ser inibidas pelos ions F' e o't (169,183),de
vendo apresentar grupos sulfidrila livres (169,183,
a 185).

0 pH 6timo & waridvel, podendo sur
gir, conforme vérios antores, tanto em zonszs Aci-
~das como neutras e alcclinas (3,5 2a 4,5; 6 2 7;7 a
8 e acima de 8), (186). Quanto zos pHs 6tinos inter
medibdrios (zonsa neutra), & sustentado que & sua dig
tingdo seria muito dificil, tratando-se realmente
de uma zona sb6 (169).
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C- Objetivo d&ste trabalho.

Nesta altura;é,possivel delinear-se
o objetivo do presente trabalho,.

Pelo exposto nos subcapitulos acima,
foi evidenciada a rede extensa de reagoes engimdti-
bas, figurando como essenciais no mapa das rotas me
tabdlicas fundamenteis, que determinem a formagao €
levada de pirofosfeto inorgénico. |

| Foi visto também o papel das piro--
fosfatases inorginicas em reduzir a concentragao 1o
cal déste produto, contribuindo para a meior  efi-
citnecia das reagoes de biossintese.

4té 8 presente data o conhecimento
sdbre estas pirofosfatases inorghnicas, particular-
mente as de origém animal, é bastante incompléto.
Pouco ou nada & conhecido em detalhe sObre sua dis-
tribuicao tecidual, localizegao intracelular, carac
teri{sticas cinéticas, pHs 6timos, cofatores, inibi-
dores, etc.

» S6 com um conhecimento de tais da-
dos serd possivel avaliar, e mesmo prever,'com na-
ior precisao e certeza, as fungoes especificas das
diversas pirofosfatases inorgénicas em foce do me=-
tabolismo intermedidrio. Zstas informagoes poderao
constituir contribuicfo.de utilidade para melhor
compreensﬁo integrada do bioquimisno celular,

O autor sekpropas executar wum es-—
tudo sistemdtico, planejado, neste sentido, Preten-
de examinar no futuro, comparativamente, a distri--
buigio de pirofosfatases inorginicas nos diversos
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8rgeos animais, identificar os diversos representan
tes destas enzimas em fungao de seus pHs étimos, de
ternminar a sua localizagfo nas varias fragdes sub-
celulares - ndcleo, mitocbdndria, microsomas e sobre
nadante citoplasmético - conseguir a purificagao ,
ou isolamento em cada um dos casos obscrvados, e fi
nalmente, estabelecer as caracteristicas cinéticas

destas . pirofosfatases inorginicas.

Un projeto desta natureza correspon
derd a um esfdrgo prolongado de investigacao labora
torial, O presente trabalho representa a parte ini-
cial de sua execugdo completa, ¢ se eoncentra parti
cularmente no exame de dois brgaos de elevada ati-
vidade metabblica, o figado e o pincreas, e nestes
na correspondente fragio nuclear, '

No préximo capitulo serdo descritos
0 material e os principais métodos empregados neste
sentido.

No seguinte capitulo serao expostos
os resultados obtidos e discutida a segnificacgBo -
dos mesnos.
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1)-

a)-

b)-

a)-

I
{4

TULO II: MATERIAL E _MATODOS

Para objeto experimental na execugao do estudo
sistemdtico de pirofosfatases inorgénicas, foi
escolhida a cobaia,

Virios fatdres foram considerados para &ste fims

Trata-se de uma espécie animal jé& largamente ex
plorada sob ponto de vista bioquimico, particu-
larmente metabblico,

Seu comportamento nao se afasta marcadamente

das caracteristicas metabbdlicas gerais dos mami
feros.
% animal acessivel en nosso meio, em condigoes
suficientenente padronizadas sob ponto de vis-
ta genético, permitindo uma resposta bioldbgica
uniforme e passivel de generalizacgao estatisti-
ca. . | ,
Por ser animal de pequeno porte e que pode ser
adquirido em ntmero satisfatdrio, o sacrificio
continuado e necessdrio dos mesnos nao apresen—
ta obstéculo maior,
A constituiglo anatdmica da cobaia peruite unm
acesso fécil aos Orgaos visados, ¢ a sua perfu-
sao con solugBo isotdnica se executa sen difie
culdades acessérias., H4 assim a possibilidade
de estender o trabalho para um estudo comparati
vo das pirofosfatases inorginicas, sem necessi-
dade de recorrer a varias espécies de animais ,
simulténeamente. Isto é especialmente importan-
te no caso do plnereas. fEste 6rgao se encontra
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’eﬁ regra sob forma-difusa na nmaior parte ‘dos
anineis de leboratério de pequeno porte (ra-
to albino, coelho) ou é de'tamanho‘excessiva—
nente reduzido (camundongo). A cobaia possui
“um péncreas relativamente compacto, de fécid
separagao, atingindo em animal adulto, o pé-
so aproximado de duas gramas, o suficiente pa
ra o fim em vista.

As cobaias usadas foram provenien-
tes do biotério da Instituto "Desidério Fina-—
nor", da Sécretaria[de Agricultura do Estado
do Rio Grande do Sul. S50 cobaias quasi com--
pletamente albinas, d¢ cocldnisz com'écentuado
"inbreeding". O estado nutricional déstes a
ninais §é excelente e sua alimentagao nox

nal ¢ bom controlada e satisfatéria.
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2)-

3)-

Os $rgaos examinados meis de perto foram o fi-
gado e o pincreas. Esta prefer€ncia inicial de-~
ve-se ao fato de ambos seren tecidos de intensa
atividade metebdlica, comparados com Os demais
tecidos do organismo. Em face da exposigao  do
tema de trabalho no capitulo de Introdugdo,é e-
vidente e facilmente conmpreensivel que &les es-
tivessem entre os tecidos de primeira escdlha a
seren estudados. '

Obtencao de homogeneizados totais.

As cobaias foram pesadas e seu sexo identifica-
do, Posteriormente foram sacrificadas por golpe
na regiao posterior da cabega, e a seguir san-
gradaes através de cortc profundo na regifo an-
terior do‘pescogo.

As seguintes operagoes foram executadas en cé-
nara fria, & temperatura de +29C a +49C. Ini-
cialnente, foi feita incisac, em cruz no abdo--
men e térax dos animais, localizados os Orgaos
visados ¢ as cavidades abertas foram preenchi--
das con gé€lo picado. _

" A seguinte etapa, a perfusao dos ér
gios "in situ", necessfria para 2 lavagem vascu
lar e eliminagao de hemécias, foi efetuada atra
vés da aorta. Mais tarde, foi verificado ser
ben nais prético canular a veia cava inferior y
no caso da perfusao hepética. Neste sentido iso
lou-se, primeiramente o vaso, introduzindo de-
pois no mesmo, en diregao distal, uma cBnula de
polietileno de calibre fino, e amarrada forte--
mente com fio de algodao. Adaptando uma seringa
de 50 ml, foram introduzidos os liquidos de per
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fusao, sob pressao moderada.

Na preparagao de hgmnogeneizados to=-
tais o liquido de perfusaorf01 sacarose 0,25 M (139
tonica), (vide nota abaixo), sendo tomados em  re-
8T, 100 ml da mesma. Posterlornente, por ocasifo =
das preparacgoes de nicleos, a perfusao foi iniciada
com uma solugzo de NaCl (50 ml) a 0,145 M (isotdni
ca), seguida de sacarose (100 ml) a O, 25 M contendo
Ca012 a 0,0018 M ,

A perfusao foi executada examinando
a coloragao do brgao, tendo o cuidado de evitar ex-
travasamento do liquido,

Nestas condigoes, o pincreas esbran
quecia completamente, enquegpto que o f{gado e o rin
perdiam a coloragzo vermelha chocolate intensa. No
caso déste fltimo Srgdo (perfusso adrtica) frequen-
temente permaneciam pequenas ilhotas com manchas |
nais escuras. Nesta situagfo foi utilizada para &
obtengao de homogeneizado, parte de tecido renal
das zonas mais descoradas, Apbs esta etapa, foi re-
tirado o 6rgho, ou fragrento do mesmo, pesado e la-
vado con sacarose 0,25 M frla (temperatura en t0r-
no de +2°C ).

A homogeinizag@o do tecido (187)foi
executada con o aparélho de Potter-Elvehjem (188) ,
conn 8mbole de Teflon, ¢ vago de vidro Pyrex, consey
vado sempre na clmara fria,

Para sacionay o émbolo foi usado
un agitador meeclnico, (marca Phywe), ligado rapida-
mente  até velocidade mlxima, Ao tecido pesado foi

N O I As . as solugoes empregadas, ¢ nencionadas no
presente trabalho, encontram-se relacio-

nadas no Gltimo {tem d8ste capitulo: Reagentes.
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adicionada sacarose 0,25 M fria em proporgao de
1:9 (g/ml), submetendo-se, entdo, % homogeinizagao.
Para obter desintegracBo completa do tecido, fo-
ram necessirios em torno de 10 novimentos verticais
do frasco, O homogeinizado assim obtido, foi dilui-
do, para as incubagles, em proporgao conveniente ’
em geral com diluigdo final de 1:500, ainda com sa-
carose 0,25 M, ou foi submetido diretemente a opera
¢Oes subsequentes para a purificagd@o de fragdes sub
celulares, se agsin o era exigido.

A diluigao de 13500 mostrou-se indi
cada, pois nestas condigCes a presenga de orto-fos-
fato inorginico pre-existente no tecido se tornava
quasi indosével em face do volume (0,1 ml) de homo-
geneizado (j4 dilufdo) usado nas incubacgdes. Ou se-
ja, nestas condigdes o orto-fosfato inorginico teci
dual nac produziu um enszio em branco muito elevado
compérado corn os produtos da hidrdélise enzinmdtica
do pirofosfato inorgénico. Por outro lado, a dilui-
¢a2o empregada permitiu, ainde, um nivel excelente -
de aferigao da atividade enzindtica en estudo.

A diluigBo final exata foi  aferi-
da, em regra, ?ela nedida da absOrvaéncia da suspen-
s80 tecidual, efetuada no fotocolorimetro (Iumetron
- mod@lo 401-A) com Ffiltro de 6504

4)~ Preparacao da fracio subeelular de "nicleos"

(189)

a)~ Empregando a técnica de preparagao de homogemei
zados, foi‘inicialmente exccutada a perfusdo de
brgao com NaCl 0,145 M, seguida de sacarose -
0,25 M contendo CaCl, 0,0018 M. A homogeneiza-
¢ao tecidual foi feita em solugZo de sacarose
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0,25 M. con CaCl, 0,0018 M , em proporgac de  1:9
(g/ml).

b)-

e)=-

d)-

£)-

g) -

Filtrou-se o produto através de flanela, ben
lavada,

10 n1l do filtrado foram colocados em tubo de
centrifugacao (60 ml) sdbre 20 ml de uma solu-
¢ao mais densa de sacarose 0,34 M, con CaCl,

a 0,00018 M: O tubo foi centrifugado a 2.000r.
p. n. durante 10 minutos. (Centrifuga Excelsa,

n® 3),

Decantou-se con cuidado o sobrenadante,e O pre-
cipitado "nuclear" foi ressuspenso no prdprio
tubo, em 5 ml de sacarose 0,25 M con Ca012

0,00018 M, Com pipeta de Pasteur finamente es-
tirada foran introduzidos abaixo desta suspen-
s@o, 10 ml de sacarose 0,34 M com CaCl, 000018
M.

Seguiu-se uma nova centrifugagaoc a 2.000 r.p.
n., durante 10 minutos. |

Esta operagio de lavagen da fragao nuclear foi
repetida por mais duas vézes,

0 precipitado final, branco, sem coloragdo que
indicasse material hemdtico, foi ressuspenso,
para emprégo em incubagoes, usando sacarose -
0,25 ¥ , Para tal, foi tomado, em regra, 0 Vvo-
lume de 5 ml por grama de tecido inicial - ou
seja - houve uma diluicao da fragao "nuclear "

- 36 -



de 5 vézes.
- Inicialmente, foram usades para a
ressuspensao final, sacarose O, 25 M mais Ca012

O 00018 M y com o objetivo de evitar, pela presen-

ga de ions catt,

; & aglutlnagao do material nuclear,
Em face da reduzida resposta en21mé
tlcu e cons1uerundo o provﬁvel efeito 1n1b1t6r10 do
1on C '“sobre a plrufusfatase 1norgan1ca, 0 Ca012
f01 excluldo da ouspensao final. Realmente, nestas

condlgoes, a ag,o enzindtica foi ben nais ucentuada.

h)- Deve chaemar-se atengfo a que estas operagoes fo
-~ rem todas executadas na c@mara fria, entre + 2
e+4- Ce

S)n-Preparagao da fracao subcelular de "mitocOn-

-drlas" (__g)

‘a)- De infcio, & perfusgo e a homogeneizagao  foranm
o executadas como descrite acima, O homogeneiza-
db repreSentavq una diluig@o do material na pro
porgao de 1 9. A solugao de sacarose empregada
nesta prlmelra fase foi O 25 M, porém sen CaG%r
nuo nais necessério para a prepragao mltocondrl
al e de certa forma, inconveniente pela ‘azao
apontada logo acima, ) |

‘b)—vApés a flltrqguo por flanela ben lavada, 10 nl

© do filtrado foram colocwdos sbbre 10 ml de saca
rose 0,34 M, en tubo de centrlfugqguo. Submeteg
se a mistura > centrifugacho de 2,000 T.]p.m. du
rente 10 minutos, afim de separar nucleos, célu
' - 37



las

c)-

a) -

£)-

g)-

6)-

nao rompidas e restos celulares.

0 sobrenadante foi transferido para outro tubo
de centrifugacao (de pléstico Ultramid S-—capae
cidade de 30 ml) e centrifugado na Ultracentri.
fuga Refrigerada (Christ - Rapid Universal),du
rente 10 ninutos a 9,200 r.p.m. ( o que equiva
le, & base do diagrana correpondente y & 2pro
ximadamente 5.000 G), Temperatura de +2 a+5 C. .

0 sedimento "mitocondrial", assim obtido, foi

ressuspenso en 5 ml de sacarose 0,25 M fria -
2 . <L

(+2°C), e homogeneizado rapidamente.

Esta suspensio foi transferids para um tubo de
centrifugacao nmenor (plédstico Ultranid S - 10
ml),~e~céntrifugada na ultracentrifuga refrige
rada por 10 rinutos a 16.000 r.p.n. (aproxina-
demente, 24.000 G). Temperatura de +2% +5gc.

A ressuspensao e centrifugagao foram repetidas
nas mesmas condigoes, mais una vez.

O precipitado foi diluido em 5 ml de sacarose.
a 0,25 M, e sua concentragio foi, eventualmen-
te, adaptada em fungao da sbsorvéncia, nedida
no fotocolorimetro, com filtro a 650" ).,

Preparacac das fracdes subcelulares de'microsg
nas" e "sobrenadante citoplasmético” (189).

Preparou-se o 6rg2o ¢ seu homogeneizado como -
descrito acinma, Diluiu-s¢ o homogeneigado ain-
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da na proporcao de 1:9 (g/ml). iAs solugoes de saca-
rose usadas nao continhan CaClye

b)- O homogeneizado assin preparado foi passado a
tubos de centrifugacfo (pléstico Ultramid S- 10
nml) e centrifugado na ultracentrifuga refrigera
da por 30 minutos a 15.000 r.p.n. (aproximada-—-
nente 22,000 G). Temperatura de +2° +5QC; Es~-
ta operagac sedimentou diretancnte a naior par-
te dos mitocdndricg, ndcleos, células intactas,
e restos celulares,

¢)- 0 sobren=dante foi passado para outro tubo de
centrifugacao semelhante ao acina, ¢ submetido
4 agzo da ultracentrifuga refrigerada, agora -
por 120 ninutos, & velocidade de 18,000 r.p.n.
(aprgximadamente 34.000 G). Temperatura de +2
a +5 C,

d)- O sedimento resultante fol ressuspenso em saca
rose 0,25 M, fria, a +2% (a diluigao convenien
te, neste caso, foi varidvel), e constituiu a
fracgao "microsomial®,

e)~- 0 sobrenad:nte foi denominado "sobrenadante ci
toplésmatico", apds diluigdo final de 100  ou
nais vézes (g/ml), de acdrdo com 2 resposta en
zimética gue se procurou alcangar.
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7)- Comentérios referentes % preparagao de fragoes .
subcelulares.

As técnicas "descritas acima fo-
ran originalmente desenvolvidas para o tecido hepé-
tico, ¢specialmente para o caso do rato albino (189
a 192). :

Estas preparacoes, hoje cléssicas ,
foram e¢studadas e aplicadas extensamente., S20 rela-
tivemente homogéneas quanto bs caracteristicas bio-
quinicas., Como a centrifugacgao diferencial do homo-
geneizado nao representa para o biogquimico um pro--
cesso de separagfo de entidades citolbgicas, mas
antes constitui meis um passo auxiliar na individua
lizaclo ¢ caracterizagao de enzgimas celulares, a
extrema precis@o no isolamento exclusivo e absoluta
mente puro de tal ou qual organela subcelular, nao
constitui objetivo técnico essencial, Fica, porém a
ressalva de que, qu ndo no presente trabalho sao u-
sados os térmos "fragao nuclear","fragac mitocondri
al", etc, ndo se¢ tem em mente material citolbgica—-
nente puro, porém fragles celulares obtidas dentro
de un regime rigido, e reproduzivel, de técnica la-
boratorial.

No caso especial do "sobrenadante -
citoplasnético” como zqui preparado, 0 mesmo NA0 re
presenta um material isento de "particulas sub-celu
lares", o que sb poderia ser obtido com una centri-
fugaééo bem mais enérgica, através de aparelhagen a
t& o momento fora do alcance de laboratérios locais.
Da mesma forme, a "fragao microsomial" nao represen
ta t8da 2 extensfo da parcela celular convencional-
mente denoninada de nicrosomas. Todavia, o sistena
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de centrifugagio diferencial, aqui usado, permite o
bter fragoes subcelulares o00m wum,. por assim di-
zer, panorame enzimidtico, perfeitamente bem caracte
rizével e reproduzivel quanto &s pirofosfatases i-
norgénicas. _ '

Em relagao ks fracles pancredticas,
deve ser feita uma observacgao adicional. O sistema
de centrifugagao diferencial para &ste tecido  foi
menos bem estudado do que no caso do ftecido hepdti-
co. Para o camundongo o qual apresenta um pfncreas
bem individualizado, mas nao para a cobaia, hd es-
tudos bem sistemiticos (192a).

Come nada de informativo e aceité--
vel foi possivel ser encontrado para o péncreas de
cobaia, foil adotado o esquema geral de centrifuga--
gao fracionada, cmpregada para o figado.

8)~ Pracionamento de proteinas da fragao "nuclear"
de hemogeneizado hepdtico de cobaia.

I- Obtencao do pé de acetona (193):

a)~ Isolaram-se os nGcleos de figado de cobaia pe-
la técnica degcrita acima, inclusive com as la-
vagens finais,

b)- O preparadc nuclear, obtido a partir de 20 g de
f{gado, foi suspenso em 20 ml de dgua gelada, e
a suspensao foi congelada, |

c)- Homogeneizou-se bem esta mistura em aparélho de
Potter-Elvehjem, apbs descongelar & suspensao.

a)- Centrifugou-se a,suspensﬁo, a baixa velocidade
(menos que 800 T.p.m.).
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f)-

g)-

h)-

j)-

1)-

Lovou-se o sobrenadante a um copo grande, me-
dindo o seu volume,; e adlicirnanci~se paulatina
mente, agitando, 10 volumes de acetona, esfria
da priviamente até “lOQC.

A suspenszo recsultante, foi centrifugada a -
2.000 r.p.m., durante 10 minutos.

Decantou-se o0 sobrenadante ¢ o precipitado foi
ressuspenso em 3 volumes de acetona,

Seguiu-se nova centrifugacgao, nas mesmss cone-
digoes.

Ressuspendeu-se nais uma vez o sedimento en 3
volumes de acetona, |

Proceden-se, ent"~ > Filtypacfo em funil de
Buechner, com 2 f0lhas de papel de filtro,usan

~do trompa dfédgua,

0 precipitado fino foi lavado mais 2 vézes com
acetona friz, usando 3 volumes de solvente,

0 resfduo final fol secado entre papel de fil
tro, colocado em Trasco no dessecador, sob vi-
cuo, ¢ guardado na cémara fria a —1590.
Todas as operagoes foram exccutadas na chmara

fria,

IT- Precipitarfo fracionada com sul
fato de amlnio (194),

A precipitacfo fracionada foi c¢xee

oubada sObre um extrato do pé de acetona ou direta
mente s8bre o honogeneizado, sempre na cimara frie

o o
com +2 a +5 (G,
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b) -

c)-
a)-

g)-

S0bre o pbd de acetona.

0 pb de acetona foi misturado, por intermédio -
de homogeneizador, com Agua fria (aproximadamen
te +290), propor¢ao de 20 mg para 1 ml,

Este suspensio foi centrifugada a 2,500 Tep.mt,
durante 15 minutos, ,

0 sobrenadante constituiu o extrato inicial.
Extrog2o semelhente foi feita com tampao Tris ,
0,02 M, pH=T7,5. |

O fracionamento foi efetuado cmpregando,até 60%
de saturacio, soclugao de sulfato de amdnio sa-
turado, conservada na cimara fria; e acima dés-
te valor, com sulfato de amdnio sbélido, seguin-
do sempre o esquema de Dixon.

Una hora apds o aumento da saturacao de sulfato
de amdnio, a suspensac foi centrifugada a 2,500
r.p.m.,‘durante 20 minutosa

O precipitado foli ressuspenso em 5 ml de dgua
fria (aproximadamente +290), e utilizado para
a. dosagem de proteinas e medides da atividade
pirofosfatisica,

Quando nao se observou uma precipitagfo eficien
te, apbs uma hora, o material foi conservado na
cémara fria por 24 horas aproximadamente, con-
tinuando-se entdo o processo de fracionamento,

Sdbre o fracao de "ntcleos",

0 tecido hepético (40 g) foi homogeneizado (enm
300 ml) e a fragto nuclear foi preparada  como

descrito acina,
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b)- A diluigio final foi feita em fgua fria, 2 sus-
pensao resultante entao congelada e, posterior-
mente, descongelada.

c)- 0 frecionamento com sulfato de ambpio seguiu o
mesmo método que o acima descrito,

d)~- Como os precipitados parciais foram diluidos em
5 ml de 4gua gelada, houve uma concentragdo, a
partir do p&so de tecido inicial de 8 vézes,

9)~ Determinacao da atividade de pirofosfatases i-

norginicas.,

Para Cste fim foi utilizado de um
modo geral o esquema de incubagao do pirofosfatase
inorghnica de leveduras (180), seguido de determi-
nagao de orto-fosfato inorginico de acdrdo com
Fiske~Subbarow (195).

a)- Esta incubacao foi realizada em banho-maria de

enperatura constante (merca Fabbe), a 37QC, )

sistema contendo em regra os seguintes componen

tes (vide nota abaixo) : Na4P207 ( 5 ftmbis ),

MgC1, (10_}Lméis), solugao tampao de pH varif--

vel (acetato 4c. acético, tris-maleato, glici

na - NaOH, e¢ citrato - 4cido citrico), ¢ final-

mente, o preparado enzimitico, em volume total
de'1,4 2 1,8 mnl. '

b)- O tempo de incubagao foi costumeirsmente de 45

— p—

NOTA: Paraa composicio das solugoes, ver a
' relaggo na pigina 48,



minutos.

o)~

a) -

e)-

f)-

g)-

h)-

foi

a)-

Apés &ste periodo foi pipetado na nistura, unm
volunme idéntico de Acido tricloro-acético a
10% (TCA 10 g%).
Seguiu-se a centrifugega, com o préprio tubo -
de incubagao (tubo de henblise) a 2.000‘r.p.m.
durante 10 ninutos,
Do sobrenadante foram pipetados 1,5 ml, para -
tubos contendo 4,5 ml de dgua e 1 ml de reagen
te de molibdato de amdnio.
Finalmente adicionaram-se 0,4 ml do reagente
redutor (4cido l,amino-2,naftol-4,sulfdni
co), (e 20 mesmo tempo um outro operador adi-
cionou O mesnmo réagente a0 ensaio em braonco’
preparado como acima, do qual se excluiu, ou ©
pirofosfato, ou o preparado enzimitico).
A leitura da absorvincia foi feita apbs 7 ni-
nutos (cronometrados), em fotocolorimetro (Iu-
netron - modélo 401-A) com filtro de 650 mj. ,
sendo tomada'como'o zero da nedida, a amoétra
enn branco. ,
Para o medida do orto-fosfato de origem enddge
na e¢ daquele proveniente da hidrbélise nao enzi
nédtica do pirofosfato inorginico durante a in-
cubagao, empregou-se a mesma técnica.

A curva padrao quandc necesséria |,

executada, da seguinte nmaneira:

Pipetou-se em baldo volumétrico de 100 ml, 1
nl de solugzo padrao de orto-fosfato, contendo
100 ng de fbésforo por 100 ml (KH2P04).

- Completou-se o volume até 100 ml com écido tri

~ cloro-acético (TCA) a 5 gh.
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c)-

2)-

e)-

10-

Apbs misturar bem, pipetaram-se desta solugao

em tubos diferentes e marcados, 2 - 4 - 6 - 8 -
10 m1 e completou-se,em cade caso, 10 ml, com &

cido tricloro-acético a2 5 g %, misturando bem,

Destas diluigoes foram tomados 1,5 ml enm cada
caso, submetendo-os, &s mesmas operagoes des-
critas acima, (Paralelamente foi feito um  en-
saic em brenco, com 1,5 ml de Acido tricloro-a-
cético 5.g %, com o qual se ajustou a absorven
cia zero).

Os diversos tubos corresponderam a concentra-

goes de amostras originais determinadas como

descritas acima, respectivamente de 12, 18, 24
e 30 ng % de fbésforo (P).

Determinacao de proteinas.
G §Y)

Quando foi necessidrio deterninar a

concentragao de proteinas, empregou-se técnica a-
daptada da reacioc do biureto (196).

- Pipetaram-se 0,5 ml ou. quantidade conveniente de
anostra, e dilufu-se até 2 ml com NaCl 0,145 M.

- Adicionaram-se, 5 ml do reagente de biureto, mis-
turando bem.

i

Apbs 10 minutos, exatos, mediu-se 2 sbservéncia -

no fotocolorimetro, usando filtro de 540 me

-0

ensaio em branco, com o0 gqual se calibrou o apa-

rélho até absorvéncia zero, foi executado, substi
tuindo e amostra dilufde por 2 ml de NaCl 0,145M,
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CURVA PADRAO.

-~ A solug2o padrao de proteina usada (prdviamente
determinada por processo micro-Kjeldahl, seguido
de nesslerizagao), de 3,52 g %, foi diluida . 10
vézes com NaCl 0,145 M em balao volumétrico.

- Desta solugZo, pipetarem-se em 4 tubos, respecti
vanente 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml ¢ 2,0 ml,

~ Completou~se o volume até 2 ml com &gua distila-
da. ' ’

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

1l- Nota final:

No transcorrer da execugao do pre-
sente trabalho, algumas modificagdes nas téenicas
gerais acima descritas, tornaram-se necessédrias,Iisg
to se verificou egpecialmente nas véirias experiéne
cias de incubagao.

. Quando tal aconteceu, . a alte~
ragao  se encontra assinalada junto 3 descri-
¢cdo das prbéprias experiéncias.
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12)- REAGENTES

— e e W et weew e —

Solugoes tampoes

1, Loido citrico - citrato de sbdio.

7 (Baker p.a,) O,l:M’e

3 6 507.2H 0 (Baker p.a.) 0,1 M
As solugoes, preparadas segundo
"Methods in Enzymology", vol. I,p.
140, (197) tiveran

6H80

PH = 3,0 pH = 4,8
3,2 5,0
3,4 5,2
3,6 5,4
3,8 5,6
4,0 5,8
4,2 6,0
4,4 6,2
4,6

2. Lcido acético - acetato de sbdio.

CHyCO0H _ (99-100 %) (Mexds, p.2)0,2M
CH3COONa.3H29 (Merck p.a.) 0,2 M
As solugoes, preparadas segundo
"Die Methoden der Fermentforschung",
p. 787, (198) tiveran

= 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 metano (Sig

ms 121) - Acido mallico (Pfanstiehl

C.P.) 0,2 M e

NaOH (Merck p.a.) 0,2 M

As solugoes, preparadas segundo

"Methods in Engyaology", vol, I,p.

143, (197) tiveran

pH = 5,2 pH—.—.
5,4

’

- - -

-
-

- -
- -

-
-

Y O O O O U1 WU

o Y > N O oo O

O M O @ =1 =3 ~3 ~3 -3
-

OO0 O oo O

>

4, Glicina -~ NaOH

Glicina (Merck p,a.) 0,1 M e
NaOH (Merck p.a.) O,1 N

~ As solugles, preparadas segundo
"Die Methoden der Fermentforschung'
p. 775 (198) tiveran

pH = 8,6 pH = 10,2
8,8 10,5

9,0 10,8

9,2 11,1

9,4 11,4

9,6 11,7

9,8 12,0

10,0 12,3

i
o~
WO

i



5., Tris - HC1

?ris(hidroximetil)amino rnetano (Sig
ma 121) 0,2 M e

HCl (Riedel p.a.) 0,2 M.

A solugao, preparada segundo "Metho
ds in Enzymoly", vol. I, p. 145 ,
(197) teve

pH = 7,5

Solucoes de pirofosfato

1, 0,1 M
- Dissolver 44,61 g de pirofosfato
de sbdio (Na4P297. 10 HZO) (Ana-
lar BDH) =té 1 litro com Agua deg
tilada. '

2. 0,01 M
- Diluir a sclugao anterior ao déei

no.

Solugoes salinas

1. Cloreto. de cdlcio o
CaCl,.2H0 (Riedel p.a.,) 0,1 M e
0,02 M

2, Cioreto_cobaltoso ‘
CoCl,.6H,0 (Riedel p.a.) 0,1 M

3. Cloreto de magnésio ,
Mg012.6H20' (Riedel p.a.) 0,1 M ,
0,05 M e 0,02 1
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4, Cloreto manganoso
MNnCl,. 4H,0 (Riedel p.a.) 0,1 M

5, Cloreto de niquel
N1012.6H20 (Riedel p.a.) 0,1 M

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

7. Fluoreto de sbdio
FRaF (Riedel p.a.,) 0,02 M

8. Sulfato cuprico 4
CuSO4.5H20 (Merck p.a.) 0,1 M

9, Sulfato ferroso o
Fe$0, .TH,0 (Riedel p.z2.) 0,1 M

10.5ulfato de zinco

ZnSO4.7H20 (IMH puro) 0,1 M

11.Cloreto de sbédio
NaCl (Merck p.a.) 0,154 M

Solucoes de sacarose

1. 0,25 M
- Dissolver 85,5 g de sacarose (Rig

del ou Merck p.a.) até 1 1litro
con dgua destilada,

2. 0,25 M com cloreto de cédlcio 0,0018 M
- Dissolver 00,2645 g de CaClZ.QHZO
(Merck pe.a.) =té 1 litro de saca-
rose (técnica) 0,25 M

._.51_._



3¢ 0,25 M com cloreto de célcio 0,00018 M
- Dissolver 0,02645 g de

CaC12.2H20 (Merck p.a.) até 1 1i

tro com sacarose 0,25 M

4e 0,34 M
~ Dissolver 116,28 g de sacarose
(Riedel ocu Merck p.a.). até 1 1li-
tro com 4dgua destilada,

5. 0,34 M com cloreto de cdlcio 0,00018 M
- Dissolver 0,02645 g de,
CaCl,.2H,0 (Merck p.a.) até 1 1i
tro com sacarose 0,34 II

Solucao de Versene 0,1 M
- Dissolver 0,9306 g de versene (pal
sbdico do 4cido etilena-diamino-
~tetracético, Titriplex) até 25ml
de 4gua destilada, 4
pH = 8,0

Solucao de TCA

10 g %

- Dissclver 10 g de CCl3uCOOH
(Merck p.z2.) até 100 ml de &gua
destilada. |

5 g%

- Diluir a anterior 2 vézes,

Solucao de mclibdato de amdnio
- Diluir 67 ml de 4cido sulfdrico.
concentrado d=1,82) (Riedel p.a.
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ou Merck p.a.) em 450 ml de 4gua
destilada.

- Adicionar 12,5 g de molibdato de a=-
monio (NH4)6M07O24.4H20 (Riedel
DP.2.) ;

- Completar o volume de 500 ml com &-
guz destilada.

Reagente X:dutor
- Pesar 20 g de sulfito édcido de sb6-

dio (merck p.a.) e juntar 1 g de
sulfito de s6dio anidro (Riedel p.
Be)e

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

- Triturar 0,5 g de &4cido l.amino-2ng
ftol-4.sulffmico (Merck p.a.) en
gral com um pouco da solugao de sul
fitos. Juntar & solugao e lavar o
gral com a mesna. o

~ Deixar sedimentar e filtrar,

Solucao padrao de ortofosfato
- Dissolver 4,390 g de ortcfosfato
bideide de potéssio (KH2P04) ( Baker
P.2.) (secado sdbre cloreto de cél-

cio anidro por 24 horas), até 1 li-
tro de Adgua destilada (100 mg de fés
foro ortofosférico em 100 ml),

Reagentg do Biureto
7—_?reparar solugao de NaCH (Merck p.a.)
saturada, livre de bicarbonato.
~ Tomar 92 ml destz solugao e adicio-
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nar 4gua destilada até completar
300 ml

~ idicionar 100 ml de CuSO4.5H2O
(Merck p.a.) a1l g%

- Misturar bem e¢ usar rolha de bor-
racha,

Solugac padrac de proteinas
- Tomar 15 ml de 1 sdro cu plasma san

“guineo.

- Determinar com cxatidao a concentra
¢ao protéica pelo método micro Kjel.
dahl,

- Pipetar 5 ml da amostra restante e
completar um volune de 100 nml,com
exatidao, Guardar na geladeira.

Solucao de sulfato de amdnio
- (NHd)QSOA (Riedel p.a.), solugao
saturada.

Solugao de p—Hidréxi«mercur;-benzoato
- 87 mg de p~-HMB (Sigma), em 5 ml de
tamnpge Glicina-NaOH, pH=8,6.

Formol (Merck p.a.) a2 10 %
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ROSULTADOS _ EXPERIMENTAIS

E DISCUSSAO

No Capitulo de Introdug&o procurou-
se evidenciar por um lado, ¢ extenso papel do piro-
fosfato inorgénico no cendrio geral do metabolismo
intermedidrio, e por outro lado, a fungao das piro-
fosfzatases inorghnicas em face déste composto,.

, A investigacao destas enzimas é es-
parsa ¢ bastante imcompleta, excetuando os traba-~
lho de Kunitz em leveduras, e o de Naganna em eri-
trécitos. Em mamiferos pode ser ainda acrescentado
0 estudo de uma "pirofosfatase neutra", obtida de
figado total, por Swanson, com pH 6timo situado en-
tre 7,0 ¢ 8,0.

Nada existe, porém, de conhecimento
do autcr, sbbre a distribuigac das pirofosfatases

inorginicas em fragOes subcelulares, sbbre a sua ca-
racterizacao enzimética comparativa, condigdes O6ti-
mas de atividade, inibidores, nem mesmo se sabe 0
nimero exato de representantes desta espécie de big
catalisadores. Também as informag5es sobre a sua
distribuigfo tecidual, particularmente no sentido
comparativo, é extrememente incompleta, e mesmo im-
possivel, uma vez que o nameroc de‘pirofosfatases i
norginicas é na realidade desconhecido.

Os resultados que se encontram des-
critos abaixo referem-se a investigacgido destas enzi
mas em tecido hepdtico e teecido pancreatico. Ini-
cialmente foram feitas curvas de pH da atividade en
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zimética com homogeneizados totais e as diversas
fracoes subcelulares, Os resultados d€stes ensaios
pernitiram individualizar um certo nimero de piro-
fosfatases inorghnicas, em fungao de seu pH btimo.
Com &éstes dados passou-se & e¢studar algumas das cg
racteristicas mais importantes das mesmas, fixando
se neste trabalho naquelas existentes no nGcleo ceg
lular hepético e ntcleo celular pancredtico.

A, ATIVIDADES PIROFOSFATASICAS EM TECIDO HEPATICO:

1. Homogeneizado Hepdtico Total.

Para a averiguagao inicial de even
tuais variecdades de pirofosfatases inorginicas, fo
ram executadas vArias "curvas de pH" com homogenel
zado total. A diluig%o btima do mesmo foi fixada ,
apés vArias tentativas em 1:500 (g/ml). Foi obedew
cido o seguinte esquema de incubacfo:

Anmostra Branco
PPi 0,01 M 0,5m -
MgnzOJ_M 0,1 ml 0,1 ml
Tampao - 0,7 ml 0,1 ml
Homogeneizado 0,1 mi 0,7 ml
H,0 - 0,5 ml
Volume Total 1,4 ml 1,4 ml

o}
Temperatura: 37 C
Tempos 45 minutos
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O ensaio em branco, permitiu dedu-
zir da anostra, o orto-fosfato inorginico provenien
te do homogeneizado (ou preexistente no mesmo, ou
liberado de fosfatos orghnicos néle contidos). Nos
ensaios déste {tem, bem como nas demais experién--
cias, nas quais nao era essencial conhecer~se o va
lor absoluto de pirofosfato hidrolisado enzimdtica
nente, aguela pequena pamwcela que se¢ decompunha
por hidrélise quinmica, em face da temperatura, tem
po de incubagi@o e pH, néc era levada em considera-
¢do. Durante as primeiras incubagoes, tomava-se a
cautela de acrescentar, para cada pH, mais um tubo
correspondendo ao sistema da amostra, porém sem ho
mogeneizado. Os resultados destas experiéncias de-
monstraram que o ortofosfato liberado pela hidrdli
se quimica do pirofosfate foi, para as quantidades
usades, préticamente constante por td0da a escala -
de pH testada.

Como nas curvas de pH, n2o & essen
cial conhecer a sua linha base, mas antes os picos
e zonas de atividade enzimé&tica, foi deixado de la
do &ste terceiro tubo de incubagdo, com a vantagem
de permitir ume execugao mais eficiente dos ensaios
restantes,

Inicialmente usaram-se os seguintes
tampoes:

citrato-dcido citrico,de pH=3,0 até 6,2, com inter

valos de 0,2

tris~maléico ,de pH=5,2 até 8,6, com inter

\ valos de 0,2

glicina-NaOH ~ ,de pH=8,6 até10,3, com inter
~valos de 0,2 e 0,3 unidades.
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0 primeirc tempzo demonstrou  ser
pouco indicado, pois permitia atividades enzimdti-
cas muito inferiores &s ..o tamphro tris-maléico,conm
parados em pHs sobreponiveis. For esta razdo,o pri
meirc foi substituido pelo tampao de acetato-fcido
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 gréfico 1 é a
apresentacao dos resultados de uma, executada nas
seguintes condigOes:

Cobaia albina, 450 g de péso, se-
x0 feminino. Homogeneizado coem diluicao final de
1:500.,

Estas curvas permitiran a seguinte
conclusao gerals

- Atividade pirofosfatdsica prhticanmen-

~ te ausente até o pH = 5.

- Todem ser assinaladas claramente 4 zgk
nas de atividade:

une de pH=6,0 até 7,4 , com um méximo de 6,6 até 7,0

a de pH=T7,4 até 8,2 , com um méximo em t0rno de7,6
una de pH=9,2 até 10,0, com un méximo en torno de 9,6
ume de pH=10,7 até 11,3, com um miximo em torno de 11,1

Embora as diversas curvas apresen-
tassen uma relativa constfincia de resultados, nao
foi possivel estabelecer com exatidao, os limites
nais exatos das zonas Ge atividade, e particular--
mente os mdximos ndo puderam ser bem definidos. Is
to se deve, provavelnente, ac fato de nao ser pos-—
sivel preparar o material utilizado, por sua prb-
pria natureza, com conpleta uniformidede, Por  es-
ta razao, os dadog acima enunciados, sbmente deven
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ser tomados como aproximactes. O que pode ser con-
cluido com mais certeza, é o fato de aparecerem 4
zonas individualizadas de atividades pirofosfatési
cas. Quelto & distingac entre as duas zonas, loca-
lizadas entre os pH = 6,0 até 8,2 , dados acessb—-
rics serao expostos em outras experiéncias a se-
ren descritas mals abaixo,

A titulo de experilneia piloto, fo
ram exXecubadas algunas curvas de pH (en ndmero de
seis), com honogeneizado total de figado de ratos
albinos. Uma destas curvas constitui o gré&fico 2..

Apresentou, como pode ser visto, trés zonas prin-
cipais de atividade enzimftica (o pH muito elevado
nao foi testado neste caso), com méximos em tdrno
dos pHs = 6,0 , 6,6 ¢ 8,1. Os dados obtidos, parti
cularmente tratando-se de experincias com homoge-
neizados totais, nao permitem avaliacao comparati-
va com os de cobaia,

2. Fracdo de "nitcleos hepidticos".

A execugao da curva de pH con ni-
cleos hepiticos de cobaia seguiu roteiro semelhan-
te =0 descrito no item anterior. O esquema de in-
cubagzo foi semelhante, A4 fraga2o nuclear, que subs
tituiu o homogeneizado, foi obtida de 1 g de figa-
do, e sua suspensao final tinha um volume de 5 ml,
havendo entao uma diluigaoc geral de 1:5 . Algumas
curvas foran feitas com o conjunto completo de tanm
poes, As Ultines, uma vez constatada a auséncia de
atividade em pH inferior a 5, *iveram suprinidos
quasi todos os tubcs conm tampae acetato-fcido 2cé
tico., O numero total de curvas executadas fol 7 .
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0 gréfico 3 representa uma destas
curvas, obtidas nas seguintes condigoOer s

(tnbaia albina, 375 g de péso, sexo femi
nino, Perfus > pela veisa cava inferior. Fragao nu-
clear com diluigfo final aproximadapente de 1:5, e
absorvéncia a 650 ms:. de 0,8 .

As diversas curvas obtidas, permim:
tem as seguintes generalizagoes:
- Nao houve zona isolada de ativi-
dade pirofosfatésica em pH infe-
rior a 5,0,

1)

- Trés zonas gerais de atividade
puderan ser individualizadas:

uma de pH=5,6 até 6,8 , com mAximo em tdrno de
6,4 a 6,6,

uma de pH=7,4 2té 8,4 , com miximo em tdrno de 7,8
una de pH=8,6 até 11,4 , com méximos provéveis en
9,6 e 11,1,

Como est4d ilustrado no grédfico 3 ,
as atividades no pH alcalino foran relativamente
reduzidas, embora houvesse certa constfncia na a-
centuagio das mesmes nos dois pHs indicados. De
qualquer forma, o estudo mais sistemAtico destas 2
tividades se tornou necessério. Isto foi feito enm
experiéncias posteriores.

Quanto ks atividades pirofosfatisi
cas e¢m torno do pH neutro, ficou claramente eviden
ciado existirem duas zonas ben distintas e ndo uma
sbmente, como foi proposto por Swanson (1f9). Esta
estudou a pirofosfatase inorginica, obtid de ho-
nogeneizado total, com pH méximo em 7,8.A.3e pH nmd
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ximo em 6,6 a 6,8 ndo foi descrita até a presente
data., Por esta razao, constituiu preocupagéo espe-
cial déste trabalho obter dados que confirmassem
esta distingao, 0 que serd descrito em outros itens
mais abaixo. A dGvida principal gque persistia era
a de diversas atividades correspdnderem a enzimas
diferentes, ou a2 uma Unica enzima que pudesse a-
presentar dois ou mais pHs 6timos distintos. Nes-
te sentido, deve ser chamada atengao a gque a va-
riagao de pH do meio na2o sbmente exerce efeito sb-
bre a estrutura e atividade da enzima, mas também
sdbre o préprio substrato. Como, no caso presente,
0 substrato permite uma grande variabilidade dedis
‘sociagdo idnica en pHs diversos, 2 curva de pH ob-
tida experimentalmente muito bem poderia ser uma
composigao de vArias curvas, nao correspondentes a
entidades enzimdticas diversas, mas antes represen
tadas pelos efeitos variades da mudanga do pH s0-
bre o substrato e sObre ¢ enzima. Esta possibilida
de, embora de pouca probabilidade, sempre deve ser
levada em conta em andlise de curvas de pH.

Em resumo, permanece nesta altura,
ainda aberta a seguinte gquestao: os diversos méxi-
mos de pH detectados experimentalmente correspon--
dem cada um a enzimas individuais, ou, em um caso .
. ou outro, foram resultantes de artefatos ocorridos
durante o ensaio, e na reslidade manifestacdes de
um numero menor de enzimas ? A resposta para tal
somente pode ser encontrada através de estudo  de
material engimdtico purificado e pela andlise  do
comportamento cinético da hidrdlise enzimética en
cada um dos pHs 6tinmos assinalados. A experimenta-
¢2o neste sentide é relatada em items posteriores,
néste Capitulo.
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3, Fracao de "mitocdndrias hepidticas",

Para a obtengao de curvas de  pH
con mitocdndrias hepdticas foi obedecido o mesno
esquema de incubacao, descrito no item referente -
" a0 homogeneizado total. & fragao de "mitocdndrias
hepédticas" foi preparada a partir de 1,5 g de figa
do, ¢ sua suspensac final ocupou um volume de Tml,
correpondendo entao a ums diluigao aproximada de
1:4,66, Apbs ter sido verificada ausénecia de a
tividade com os ensaios eumpregando 0
tanpao acetato-dcido acético, as Ultimas curvas fo
ram executadas com stmente 2 valores déste tampao,
para efeito de contrdle. O nlmerc de curvas de pH
feitas foi 5.

0 gréfico 4 corresponde a uma des-
tas curvas, cujo protocolo assinala os seguintes
dados:

Cobaio albino, de 470 g, sexo masculino.
A diluigao finzl da suspensi@o mitocondrial foi a-
justada com a absorvéncia, medida a 650 m~ o, de
1,10, '
L base drs virias curvas executa-
das, pdde ser concluido o seguinte:

- Nao pode ser destacada uma 2o-
ne de atividade pirofosfatésica
ern pH inferior a 5 unidades,

- A senelhanga da fragao nuclear ,
trés zonos gerais de atividade
foram evidentes:

una de pH=6,4 até 7,2 , com méxinmo en tOrno de6,8
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une. de pH=7,4 até 8,4 com méximo em tOrno de 7,8
une de pH=8,6 até 11,4 com jnflexoes que indicanm
acentuagao de atividade em tdrno de 11,4.

_ Nbvamente a atividade em pH de va-
lor eleVado, foi relakivamente fraca. A forma da
curva sugere dois componentes nesta regiao, porém
permite, como nc caso da frag2o nuclear, super con-
taminagao do preparado com componentes de outras -
fragtes sub-celulares. '

| Sem dévida, porém, existe ativida-
de pirofosfatésica pronuncizada na regido do pH neu-
tro, e ficou explicito que também aqui se trata de
duas zonas perfeitamente individualizéveis. As con-
sideragoes expendidas no final do item anterior,tam
bém se aplicom para o caso presente.

4, Fracao de "microsomas hepdyicas™.

Ainda nesta parte seguiu-se em 1li-
nhas gerais o roteiro estabelecido para as = curves
de pH do homogeneizado total. Para a preparagdo da
frag2o microsomial partiu-se de 10 g de tecido he-
pédtico, cujo produto final foi ressuspenso em volu-
me de 7 ml, Houve, portanto, uma concentragac de -
10:7. Pelas mesnmas razoes aludidas nos itens antce
riores, sbmente dois tubos de incubagao com tampao=
acetato-icido acético foram empregados, apds ter si
do constatada a falta de atividade em pHs muito bal
x0s. 0 ndmero de curvas foi de 6 .

' O gréfico 5 descreve uma daos curvas
obtidas, nas seguintes condigoes:
Cobaia albina, de T00 g, sexoc feminino,
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Descobriu-se, apbs abatida, que es-
ta cobaia estava grdvida. Como a curva de pH corres
pondente nao se afastasse das demais, fol conserva-
da no conjunto. A absorvéncia, medida a 650 m:. ga-
tingiu o valor de 0,15. i

Desta série de experiéncias, foi pos
sivel observar o seguinte:

~ Nenhuma atividade pirofosfatdsica
especifica pdde ser observada en
pH abaixo de 5.

- Da mesma forma, foi praticamente
ausente esta atividade em t0rno -
de pH=11,0

- Duas, ou trés zonas puderam ser

- caracterizadass

una de pH=6,2 até 7,6 , com um méximo em tOrno de
7,2 a 7,4, ¢ outro, de lccalizagao varidvel, entre
6,2 e 6,8.

ume. de pH=7,8 até 8,4, com um méximo enm tOrno de 8,01
una de pH=8,6 até 10,0 com um mAximo aproximado pa-
ra 9,4 .

Na fragao microsomial nao foi possi
vel obter a mesma consténcia de reposta de atividae-
de pirofosfatésica, como neas demais fracgoes ¢xamina
das. Provivelmente, melhores resultados serao conse
guidos através de preprracoes de ultracentrifugacao
obtidas com aparelhagem mais adequada. De qualgquer
forma, porém, ficou evidenciade uma agfo enzimética
diferenciada, em torno de pH=9,4, propcrcionalmente
ben mais enérgica do que a2 constafiada nas duas fra-
¢oes sub-celulares anteriores. Ela costumou nesmo
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ser unm pouco mais elevada que as demais zonas da
HMesma Ppreparacac. .

Quapto & distingao entre as ativi-
dades localizadas em t0rno da regiao neutra, os re
sultados ndo permitem conclusd@o definitiva. Tal se
ria possivel, sbmente, com o estudo das caracteris
ticas cinéticas das mesmas e eventuzl purificagao
das enzimas correspondentes.

5, Fracao de "sobrenadante citoplasndtico hepiticol

A realizacao destas curvas de pH
foi feita dentro da orientagzo anterior

Para o preparado sub-celular par-
tiu-se de 2 gramas de tecido hepdtico, cuja fra-
¢ao de sobrenadante citopldsmatico foi levada a u-
ma diluicZo final que variou de 100 a 200 vézes.
Quanto ao exame da atividade pirofosfatésica na re
gigo correspondente ao tampdo acetato-Acido acéti
co, foi seguido o mesmo critério que nas experién-
cias anteriores. 0 numero de curvas execubtadas fol
6.

0 gréfico 6 corresponde a uma des-
tas curvas, com sobrenadante de homogeneijzado he-
pAtico obtido de cobaia albina, de 365 g de péso ,
sexo feminino. Diluig2o final de 1:140 , com absor
véneia nula, medida a 650 mi: .

As diversaé curvas pernitiran chee
gar b seguinte conclus2ao:

- N2o hé atividade pirofosfatésica
especifica, nas condigoes aqui empregadas, en pH
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inferior a b5,
' - Em nenhuma das curvas pdde ser
observada atividade pirofosfatdsica em pH em t0rno
de 11,

- As atividades caracterizéveis po
dem ser agrupadas enm trés:

- una de pH=6,2 até 7,6 , com méxi
mo permanente em 7,4, e outromi
to frequente em 6,4

- ume. de pH=T7,6 até 8,2 com méximo
en tornc de 7,8

- uma de pH=9,0 até 10,0, com mé-
ximo em t0rno de 9,2 a 9,4.

Contrério ao esperado, em face das
condigoes de sua prepapagao , esta fragao permitiu
a obtencao de resultados ruito constantes. Unica--
nente, o mdximo em tdrno do pH=6,6 nao foi sempre
explicito , embora a inflexao da curva nesta re-
giao o indicasse, permanentemente,

Deve ser chamada atengdo 2 que  a
atividade na zona de pH=9,0 a 10,0 foi, em regra ,
maig enérgica do que as demais. Em refer8ncia & a-
¢ao enximética na altura da regiao neutra, cs re-
sultados deven ser tomados como sugestoes de exis-
téncia rmito provévely de trés atividades dife-
rentes.

6. Comentdrio comparativo sdbre as curvas de pH

das gquatro fracoes sub-celularcs.

No grafico 7 foram reunidos 0s re-
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sultados mais importentes apresentados nos ftens an
teriores. O exame déstes permite tentar algumas ge-

neralizacoes:

a)-

c)-

d)-

Os resultados indicam que hé, pelo
menos quatro espécies de pirofosfata
ses hepidticas, em regra caracteriza-
das pelas seguintes zonas de ativida
de:
I - entre pH=6,0 até pH=7,0 a 75
II - entre pH=7,5 até pH=E,5
III - entre pH=8,5 até pH=10,0
IV - entre pH=10,5 até pH=11l,5

Os resultados obtidos com o sobrena-
dente citoplasmético, que nac apre--
senta atividade pirofosfatésica na
zona IV, porém quatro zonazs presumi-
veis em pH inferior a 10,0, sugeren

a existéncia de uma quinta espécie ,
pois héd dois méximos entre os pH=7,0
e pH=8.0. FPoder-se-ia propor entao u
ma espéecie IIa e IIb .,

Os pHs 6timos das espéeies II,III e
IV s@o pouco varidveis de fragzo pa-
ra fragzo. O pH timo d=z espéeie I
por outro lado, n2c parece ser cons-
tante neste sentido e permite o pos-
sibilidade de serem entidades dife--
rentes.

A atividade do tipo IV ficou restri-
ta As fracCes nucleares e mitocon--—
dricis, e est? prutiecsnente ausente
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nas microsomiais ¢ no restante do ci
toplasma. 4 leve atividade encontra-
da poucas vezes na fragao microsomi-
al pode ser atribuida a ccntaminagdo
ocasional, inevitédvel experimental--

nente.

0 gréfico também ilustra o fato  de

-gque a curva de pH obtida com 0 homo-

geneizado total hepdtico representa

a composicao das curvas das fragoes-
parciais, pelo menos gualitativamen-
te,

Se o individualigagdo das atividades
pirofosfatdsicas nao zpresenta ddvi-
da de maior monta, O MESMO NAO acon-—
tece com as duas primeiras zonas.Nes
tg alturc caberia generalizar as con
sideragoecs e¢xpustas no fim do item 2
déste Capitulo. Sbmente o estudo do
comportamento cinético destas frages
bem como a sua eventual purificagao,
permitirao csclarecer &ste aspecto -
nmais de perto. Enszaios neste sentido,
exceutados com a preparagao nuclear,

~

erao descritos nos préximos itens.

7. Fracionamento protlico a partir de pweparacaoc

nuclear hepdtica.

Em vista da indagacao de se os VA~

rios méxinmos da curva de pH da frag2o nuclear he-
pética realmente correspondem a entidades enzimitie .
cas diferentes, cu se uma sé enzima, por artefate,
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poderia ocasionar a presenga d¢ dois ou mais picos
diferentes, executou-se um ensaio preliminar de fra
cionamento de proteinas através de precipitacio es-
calonada por sulfato de amdnio. As fraglies assim ob
tidas foram,cada uma testadas quafito & sua ativida
de espebifica pirofosfatdsica, nos pHs inicialmente
assinalados como &timos: 6,6 , 7,8 , 9,6 e 11,1. Se
a atividade especifica enzimdtica variacsse em cada
pH, diferentcuente, de fragéo para fragacd, poder-sg
ia ccneluir pela existéncia de pirofosfatase dife--—
rentes correspondentes a.cada miximo Jda durva. Se as
variagoes das atividades especificas entre dois ou
mais pHs testados, flssem semelhantes, &ste dado se
ria uma forte sugestao de que se estaria em face da
mesma entidade enzimdtica.

a)- Fracionamento a partir de pd de ace-

tona de nacleo.

Foi preparado pbd de acetona a par-
tir da frag@o nuclear, de acdrdo com a técnica des-
crita no Capitulo anterior. Partiu-se de 20 g de fi‘
gado de cobaia e obteve-se 350 mg de pbd s€co, Usan-
do aproximadamente 200 mg do pd de acetona, executa
ran-se extragdes com 4gua e com tampao tris, pH=7,5,
0,1 M , seguindo-se o fracionamento, como descrito
no Capitulo de Material e Métodos. 4 Estes extratos
foi adicicnado sulfato de amlnio atingindo & satu-
ragoes parcieis de 20, 40, 60 e 80 %. Em cnda etapa
separou-se o precipitado ¢ usou-se o sobrenadante
para a seguinte adigioc do sal. fstes vArios sedimen
tos foram ressusper:os em Agua destilada e tiveram
suas atividades pirvTcsfatédsicas nos 4 pHs, ¢ sua
concentrag2o protliea determinada., Como 2 solubili-
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zagao do pd de acetona ndo foi muito efieiente , a
“quantidade de proteinas recuperadas nas diversas -
fragoes fol bastante reduzida. Desta forma, tornou
se diffcil determinar com seguranga a atividade es

pecifica.

b)- Fracionamento a partir da fracao

nuclear.

Passou-se, entao, a repetir o fra-
cionamento protéico, porém diretamente stbre a fra
¢cao de nicleos hepidticos, como foi descrito no Ca-
pitulo anterior. Utilizaram-se 3 cobaias albinas ,
(de 380, 395 e 400 g) das quais se empregaram 40 g
de figado. 4 preparacao da fragac nuclear e o seu
fracionamento seguiram as técnicas descritas no Ca
pitulo anterior. is 4 fragoes precipitadas b satu-
raggo de sulfato de amdnio a 20, 40, 60 e 80 % fo
ram denominados, respectivamamente P-20, P-40, P-60
e P-80 . Nao foi examinada fragao correspondente &
saturagao completa, poisva quaﬁtidade de material
obtida foi priticamente nula. Estas fracgoes foran
ressuspensas cn 5 ml de Adgua, cada uma, e suas ati
vidades pirofosfatésicas nos 4 pHs, e sua concen--
tragao protéica determinadas de acdrdo com as téc
nicas j4 descritas. L base dos resultados obt dos,
foram calculadas as atividades pirofosfatésicas es
pecificas., Cadz unidade desta corresponde a um

tmol de pirofosfato inorgéhico deconposto porl mg
de proteina em 60 minutos, nes condigoes de incuba
¢2o descritas anteriormente.

Os resultados, expressos nestas u-
nidades, poden scr tabulados da seguinte manciras
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pH ensaiados 6,6 7,8 9,6 11,1

Fracoes
P-20 0,049 0,040 0,057 0,055
P-40 0,80 0,80 0,94 0,91
P-60 0,68 1,16 0,90 0,71
P-80 0,11 0,19 0,16 0,11

Pelos resultados obtidos, pode ser
verificado que as atividades pirofosfatdsicas se
concentraran nas fragoes P-40 ¢ P-60., Se for com-
parcda e variag@o de atividade especifica da fragao
P-40 para a fragac P-60, pode notar-se gque  no
pH=6,6 foi de 85 % , no pH=7,8 de 145 % , no pH=9,6
de 96 % e¢ no pH=11l,l de 78 % , Bstes dados clara—-
mente sugeren a existéneia de 4 pirofosfatases i-
norginicas diferentes, distinguindo particularmen-
te bem as duas primeiras, Evidentemente esta  in-
formagac nao basta para responder de maneira final
b pergunta inicial formulada no item 2. déste Capi
tulo, Mesmo assim nfo deixa de ser um argunmento sé
rio contra a afirmativa de a atividade pirofos
fatdsica em tO0rno do pH=7,0 ser causada por uma en
zima sbé.

En segundo lugar, e¢sta experiéneia
permite orienter uma futura tentativa de purifica-
¢ao mais apurada das divuvsas pirofosfatases inor-
ghnicas nucleares do figado, Como nao cra objetivo
diretc déste trabolho, &ste aspecto nao foi desen-
velvido no mesno. '
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O exame dos dados acima, leva ainda
2 uma terceira consideracao intercssante. Se na fra
¢ao nuclear ressuspensa em sacarose isotdnica as a-
tividades pirofosfatidsicas nos pHs=9,6 e 11,1  foi
proporcionalmente muitc reduzida, en comparacao bs
outras duas, durante a extragao e fracionamento de
proteinas houve uns acentuagao relative das mes-
mas bastante pronunciada. Isto ncs deve levar a ter
cautela nz interpretagio, especilamente sob ponto
de vista quantitativo, dos resultados obtidos dire-
tamente de fracgoes sub-celulares com preparados pe-

la téenica agui adotada.

8. Estudo da fracao de "nlicleos hepidticos'.

a)- Efcito da variacao de concen-

tracao do substrato.

0 preparado de fra¢ac nuclear  foi
obtido de cobaio albino, de 505 g de péso, sSexo nas
culino, Os ensaios foram executados nos pHs = 6,6,
7,8 , 9,6 e 11,1 . O esquenma le incubagao adotado

foi o seguinte(em ml):

TUBOS 0 1 {2 3145 | 6 7
Tempfo 0,7 10,7 | 0,7 |0,7]0,7] 0,710,7 | 0,7
MgCl, 0,1M]0,1 [0,1 | 0,1 |0,1]0,1| 0,1]0,1 | 0,1
PFTO0,0T W[ = (0,1 1 0,2 [0,30,4] 0.5 = =
Y255 T O 1) I e s el B [ B RO
1,0 05 10T 10,3 [0, 20,1 = 0.4 =
NGoTeo oI 0T O T [0 T, 0,110, T T 0,1
VOL. TOTAL|1,4 |1,4 | 1,4 |1,411,4] 1,4l1,4 | 1,4



Poi feito um ensaio em branco para
cada tubo, no gqual se omitiu o nlcleo, substituido
por igual volune d’égua. Zste ensaioc compensava o
pirofosfato. liberado por hidrélise quinmica, parti
cularmente em face da variagao de concentragZc do
substrato., O tubo zerc permitia avaliar o orto-fosg
fato ( agqui denominado "endbgeno") proveniente de
material do prdéprio preparado nuclear. O seu valor,
obtido em cada um dos pHs ensaiados, fol deduzido |
dos resultados obtidos . nos demais tubos da série
Desta forma se obtinha um valor real de orto-fosfg
to liberado pela ag2o da pirofosfatase inorginica.

Os resultados destas séri:s se en-
contram representados no griéfico 8 . A resposta
muito reduzida no pH=11l,l n2o permite andlise des-
ta série, porém nas outras trés, pode ser observa-
do o efeito da variacac de concentragao de pirofos
fato sdbre a atividade enzindtica.

Apbs atingir um mAximo ( tubo 5 :

PP = 3,57x107° 1), j4 & concentragio de 7,L107°M
(tubo 6) se pode notar ume inibiga&o acentuada pelo
substrato nas duas primeiras séries. Pora examinar
mais de perto a extensdo déste efeito inibitério ,
foi feito um conjunto de incubagoes que constituie
r2o o objeto do seguinte sub-{tem.

Os dados preséntes permitem fazer-
un cédlculo provisdério da constante de Michaelis -
das trés primeiras pirofosfatases. Certemente a de-
terminacao comvpreparagaes individuais mais puras
darac constontes mais precisas. Mes, nesmo assim ,
os resultados calculados ¢ determinados graficamen
te nos pcderao dar uma nogac quembto & concentragao
de substrato correspondente & mefade da velocidade

da acao enzindtica.
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L determinacdo gréfica, & base de
unn Giagrama de reciprocidade dupla conforme Linewea
ver4Burk, se¢ encontra desenvolvida no grafico 9.

Os resultados foram os seguintes:

pH ensaiado 6,6 7,8 9,6

1/absorvéncia mixina-(1/V) - 0,22 0,36 0,53
Lbsorvéncia mixima (V)
nas condigoes experimen-—

tais 4,54 2,77 1,88
1/km.10° (em ML) 0,37 0,55 1,6
Km (em 1072 M) 2,70 1,81 062 .

Calculando as constantes de Michae
lis, sem auxilio gréfico, chega-se naturalnente, a
resultados semelhantes (vide Tabele & pag.75).

Bstes resultados, nao obtidos com
enzinas purificedas, necesshriamente nso sfo muito
exatos e definitivos, porém permitem ver que o Km
de pirofcsfatase tipo I estéd em tOrno de,3.10"3 M,
o dz pirofosfatase tipo II em tdrno de 2.?10"3 M e
0 da pirofosfatase do tipo I11 aproximadancnte enm
0,6.10"3 M. Bstes resultados demonstram claramente
a nao identidade destas trés enzimas. Por outrc la
do, os seus Km estao localizados no nivel de con--
centracoes correspondentes s enzimas hidroliticas
de um modo geral, ou seja, de ordem de 10_3 M.

b)- Efeito inibitdrio de excesso

de substrato.

Como indicado pela série de en-
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o= 6,6

Abs.10

PPy .10 | 1/ [ppil .03 /Aps.10 |  Kn
0971 1,40 0,95 1,05 _z -
1,42 0,70 1,50 0,66 2,06,1073n
2,13 0,47 1,85 0,54 1,95,1073M
2,84 0,35 2,60 0,38 4,08,107M
3,57 0,28 3,10 0,32 4,75.107M
p= 7,8 Km=3,20,10 730
0,71 1,40 0,80 1,25 |
1,42 0,70 ‘1,15 0,87 1,11.107u
2,13 0,47 1,35 0,74 - 1,13.107°M
2,84— 0,35 2’70 0937 e
3,57 0,28 2,70 0,37 5,23.10 "M
pH = 9,6 Km=2,49.10 M
0,71 1,40 1,0 1,00 .
1,42 0,70 1,2 0,83 0,37,10™u
2,73 0,47 1,45 0,69 0,62,107°M
2,84 0,35 1,53 0,65  0,63,107-M
3,57 0,28 1,63 0,61 0,62.107M

Km=0,62.,10"-M

saios, concentracoes elevadas de pircfosfato inor-

ani den inibir = ividade enzinatica, Par
anico poden inibir atividade ¢ 4t Para e

xauinar mais de perto detalhes desta inibigac, foei

ran feitas incubagles para os 4 pHs em foco de fra-

¢do nuclear hepdtica (cobaia albina, sexo feminino,
péso de 455 g), & base da seguinte sistematizacao:

-5 =



Esquena semelhante ao iten anteri-
or sbmente substituindo o pirofousfato

TUBOS
0 1 2 3 A 5

IP1 0,02 W (ml) = 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
PPi 0,1 M (ml) - - - - - -
TUBOS £ 7 8 9 30
PPi 0,02 M (ml) 0,35 0,4 0,45 0,5 = =
PPi 0,1 M (ml) - - - - 0,2
TUBOS 112 13

PPi 0,02 M (ml) - - -

PPi 0,1 M (ml) 0,3 0,4 0,5

Foi tomada a mesme precaugac, discu
tida no sub-itcm acima, quanto ao ensaio em branco,

e ao orto-fosfato "endbgeno".
' 0 gréfico 10 corresponde =os resul-

tados obtidos nas quatro séries. Resumindo, pcds

ser assinalado o seguinte:

oH 6,6 7,8 96 11,1

Atividade nméxima 4,3 2,8 2,8 2,8
(en 1072M)

Inibigo phxima 14,2 14,2 35,7 5,0
(en 10‘3M)

Grau de Inibicao 72 % 100 & 79 % -

Vérios comentérios poden ser fei-

tos slbre &stes resultados.
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Primeiramente, o.comportamento das
enzimas tipo I e tipo II & diferente.., tanto na
concentragac para atividade méxima, como na inten-
sidade de inibigfo, nas mesmes concentragoes de
substrato. Isto vem novamente ilustrar a diferen-
ciac2o entre os dois , ¢ de maneira andloga, con
o tipo III.

, En segundo lugar, o, grau de ini-
bigao para as concentragoes testadas nfo correspon
de ac qué se observou em pircfosfatases inorgini--
cas de levedura (199), Nesta, a concentragao de
substrato da ordem de 1072 U causeve umo inibigao
de sbmente 38 % ., Na pirofosfatase inorgénica he-
pética (pH étimo de 7 a 8), estudada por Swanson
(;ég), a inibigao completa se verificava enm - con-
centracSes um pouco superiores a 1072 M, de manei-
‘ra semelhante ao observado com a engima do tipo II
acima,

Un terceiro aspecto refere-se 2o
efeito de o excesso de¢ substrato n2o sbmente ini-
bir a hidrdélise enzimética, mas, em presenga de
preparado nuclear, protlico, se hidrolisar nenos -
do que o pirofosfato inorgénicb do ensalo en bran
co., Isto foi observado com relativa const%ncia,pa;
ticularmente com a enzime do tipo II, em concentra
¢oes enm 1Orno de 3,5.10'2 M ., Con os dados A mao
é priticamente inpossivel estabelecer-se uma ine
terpretecdo desta observag2o, Para tal, scria ne s
sArio uma confirmegfo mais ampla da observacio e
un estudo especial de mesna,

A interpretagio do mecanisno des-
ta inibigZo zinda n2o encontrou dencminador comurg
Dixon (200) menciona duas possibilidades % base de
cstudos feitos com pircfosfatase inorglnica de lee
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vedurass

a)~ Excesso de pirofousfato fixaria
o ion Mgt , 2ssin diminuindo & concentragldo efeti
ve d8ste ativador de enzina 2té zero, atingindo a
inibigao completa, |

b)- Por outro lado propoe qué O yore
verdadeiro substrato seria MgP2Q7 € nao nirofos
fato livre. Com excesso de pirofousfato, uqutla pap
cela que permeneceria livre, estabeleceria uma ini
big3o completa com o substrato real,

De fato, fol verificado que, se pa

ralelamente fOr ¢levada a concentragao de ion Mg
con 2 concentracéo do substrato, 2 inibicao & Yben

mais rceduzida,

Néste trabalho nao foi desenvolvi-
do o estudo particuler da inibigao por cxcesso de
substrato, Seria interessante fazer vérias curvas
de substrato, com valdres crescentes de concentra
¢ao do ion Mg**, usando as enzimas hepaticas nu--
cleares, ¢ testar assim as hipdteses acina. Mas -,
nesno assim, algumas observagces neste sentido po-
dem ser feitas., issin, examinendo com cuidado 08
resultados, tanto do gréfico 8 como do gréfico 10,
enn condigoes de equimolaridade dos ions pirofosfa-
to e ions Mg*+ j& houve acentuada inibigfo em, pri
ticamente, todos os casos, Isto ndoc hermonize con
a2 segunda hipbtese quznto & na  reza do verdadeiro
substrato, ainde nais considerando que a ativi-
dade méxime foi alcangada, quapto se pode julgar -
pelos dados obtidos, em concentragoes de substrate

aproximadanente o metade, en relagdo & concentra-—-
g2o do ion Mgt L Além disto, parcceu rctroceder ,
n alguuas instfnecias, o que ndo harmoniza com es-
ta mesne interpretacao, Quapto & prineira hipdtese,
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seréd feito um comentério, nc seguinte sub-{ten.,

c)-~ Efcito de variacao da concen-—

tracio do ien Mg,

Executou-se un conjunto de curvas
de concentragao do ion Mgﬁ+ s Para os 4 pHs, uti-
lizando uma fragzo nuclear preparada 2 partir de
figado de uma cobaia albina, sexo ferminino, com pé
so de 440 g. Seguiu-se o seguinte esquema de incu-
bagao (em ml) ¢

TUBOS 0 1 2 3 4

Tanpao 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
FPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCl, 0,02 M - 0,1 0,2 0,3 0,4
MgCl, 0,1 M - - - - -
H,0 . 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1
Ndeleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
VOLUME TOTAL 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
TUBOS 5 6
Tampao 0,7 0,7
PPi 0,01 M 0,5 0,5
MgCl, 0,02 M 0,5 -
H,0 - 0,4
Nidcleo 0,1 0,1
VOLUME TOTAL 1,8 1,8




O ensaic en brance, COmO anterior-
mente, foi feito substituindo, para cada tubo das
4 séries, o preparado nuclear por igzmul volume de
bdegua. Corpa fraclo nuclear presumﬁvelmente pos-
suia presenca de ion Mg ™ , "enddgeno", foi feita
para cada série, uma incubngac completa, porém senm
acrescentar ion Mgtt , (em igual volume total), o
que pernitiu aferir o efeito do mesmo, Os resulta-
dos desta incubagao foran deduzidos das leituras
dos demais tubos ensaiados.,

’ 0 gréfico 11 ilustra os resultados
obtidos, H& uma resposta continuada da atividade
enzindtica b concemtragio de ion Mg' " , Porém,sur-
giu interésse de exaniner o efeito de maiores con-
centragoes de ions Mgt por um lado, porque a cur-
va correspondente 2o pH=6,6 indicave um eventual ¢
feito inibitdrio. 4L1ém disto, haveria uma possibi-
lidade de¢ obter alguma clucidagi2o referente & pri-
neira hipbtese da inibigao por excesso de substra-

to mencionada nu {ten anterior. Se o c¢feito dinibi
dor Qo excesso de substrato £Osse devido ao fato
de combinar o ion Mg' ', diminuindo entdo a sua con
centragao efetive como cofator ac pento de tornd-
la iguzl a zero, uma vez que & inibigao pode ser
tornada completa desta naneira, ent@o excesso de
ion Mg poderiz cventualmente, ter um efeito de i
nibigao relativamente acentuado, diminuindo a con-
centragao efetiva do substrato, Evidentcmente, nao
se aguardaria uma resposta quantitativamente pro--
porcicnal, porque a dininuicio do ion Mg tcorres—-
ponderie ao decréscimo da-concentragdo de um cofa
tor metdlico, enquanto que na dininuigao da  con=-
centragao efetiva de pirofosfato estaria modifican
do-se a presenga de un reagente'prbpriamente dito,
- 80 -
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Poder-se-ia desta forma, esperar no prineiro caso,
un efeito bem meis dréstico do que nu segundo, Mas,
como um excesso de pirofosfato poderia (dentro da
-primeira hipdtese) levar a uma total eliminagéo do
ion Mg*+ siutivo, largos excessos déste pbderiam.—
conduzir a un abaixanento razodvel de concentragao
de substrato, produzindo uma inibigao, se ngo to-
tal, pelo menos bastante enérgica,

Com &ste objetivo foi executada u-
ma outre série de incubagoes (4 pHs), usando un
preparado nuclear hepdtico (uma cobaia albina, se-
xo feminino, pé€so de 520 g ) , e swvguindo o csque-
ma abaixoc:

TUBOS o 7 5 E )
Tampao 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCly 0,05 M - - 0,1 0,2 0,3
MgCl, 0,1 M 0,1 - - -

MgCl, 1 M - - - - -
H,0 0,9 0,5 0,4 0,3 0,2
Nicleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
VOLUME TOTAL 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
TUBOS ~ 5 6 7 8 9
Tanpao 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCl, 0,05 M 0,4 0,5 - - -
MgCl, 0,1 M - - 0,4 0,5 -
Mgbl, 1 M - - - - 0,5
Ndcleo 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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0 ensaio en vbranco fol executado
coro nas vézes anteriores. Nesta curva foi tenbénm
determinado o efeito do ion Mg++ "endbgeno". En-
t2o, para poder deduzir o orto-fosfato proveniente
do nmaterial nuclear adicionado, foi acrescentado
nmais um tubo, zerc, cujo resultado foi subtraido
das leituras dos outros tubos.

As curvas correspondentes se en-

contran no grédfico 12. Resunindo as concentragoes

com efeito méxino @

pH o 6,6 7,8 9,8 1L
Concentragoes de Mg @ (en 10"3M)—5 56 11,2 22,4 --
Grau de inibigao a 0,27 M 28 % 68% 51 % -

B interessante observar gue esmo
& concentragfo muito elevada, o ion Mg'' nfo  te-
ve efeitc inibitério acentuadc. Sbmente a concentra
¢2o muitc elevada (0,27 M) do ion Mgf+ demonstrou
uma inibigao definitiva. Desta forma, a hipbtese a
cima mencionada parcce ser bastante razoavel,

d)- Efeito de outros ions sObre a
atividade pirofosfatdsica.

Vérios autores observaran inibigéo
da pirofosfatase inorginica por cations ¢ znions -
(169, 199, 189). Além disto, ¢ conhecido que a ini
bigao pode sox efituada por ions chdlcic, fluoreto e

finalmente r.no-iocdo-zsotato (199).

Para os ensains de inibicfo efetua
dos neste trabalho foranm usadas fragdes hephticas
de vérias cobaias albinas preparadas em condigles
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serielhantes &s anteriores.
0 esquena de incubagao, correspon-
dente ao gréfico 13 foi constituido do seguinte -

(en ml) =

TUBOS 0 2 3 até 10
Pampho 0,7 0,7 0,7 0,7
PPi 0,01 M - 0,5 0,5 0,5
H,0 0,6 0,2 0,1 -
Inibidor - - - 0,1
Ntcleo 0,1 0,1 0,1 ‘ 0,1
VOLUME TOTAL:1,5 1,5 1,5 1,5

0 ensaio em branco foi feito couo
anteriornoute, O tubo zero corresponde ao orto<fog
fato "endbgeno™ ¢ seu valor foi deduzido das  ou-
tras leituras com a ressalva no tubo 1 . Os inibi-
dores usados nestas séries de ensaios se encontran
assinalados no grifico 13 e sua coneentragao é
relacionada no {tem 12, Reagentes, do Capitulo an-
terior. As solugOes correspondentes acs ions neté-
licos foram O,1 M, a do Adcido etilena-=dianino-te-
tra-acético 0,1 M, (em pH=8,0), e a do formaldei-
do, 10 % (v/v) . No neic de incubagao estas concen
tracoes foram reduzidas 15 vizes. _

Os resultados denonstrados no gri-
fico 13 ilustran a ativagao intensa causada pg
lo ion Mgﬁ+ en todcs os 4 pHs . 4 presenga simul-
tnea de ion Ca'? , en igual concentragao anulou ,

praticamente, tudo &ste efeito . Com os outros’
‘ions testadecs o resultado foi semelhante. Se¢ no ca
so do ion Ca’t se pode adnitir um efeito inibitd--
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rio verdadeiro, nos demais ions € muito aceitével a
suposic¢®o de gque a sua presenga reduzisse en nuito
a concentragao efetiva de substrato, uma vez que -
seus sais pircfosfatos sao bastante insoléveis.Por
esta razao, nao se achou de muita valia examinar ,
neste trabalhoa, mais de perto a ag¢ao dfstes Alti-
mos ions. Curioso, certanente, é o efeito dos mes-
nos na engina do tipo IV (pH=11l,1) onde ions co-
mo o Fe't e NitT  gpiveran efeito de ativagho ma-
ior que o do ion Mg++ , engquanto que os ions th*,
ca’™ e cu'™™ apresentaram efeito semelhante a &sse.
Este aspecto particular n2o foi examinado com mais
ninicias aqui, porénm constitui tema interessante ,
gque deverd ser vasculhado pelo autcr em outra opor
tunidade,

O efeito inibitdério do quelante -
EDTA, esperado, certanente fol causada pela dimi--
nuigfo da concentragdo eficiente do iom Mg ' . A
inibigao pela agzo do formol, alids nac tac acentua
da pa enzima tipo Il sugere participacgao de grupo
amino no mecanisno de agao da enzinma.

Payg exaninar meis de perto o anta
gonismo dos ions Mg*+ e 0at’t , foin executada un
grupo de ensalos, obedecendo 2o seguinte esquena -
de incubagao (enm ml) (ver tabela & pag, 85).

AL substituigao de fragido nuclear
por dgua constituiu o ensaio em branco. 0 tube ze-
ro se distinou a avaliar o crto-fosfato "enddgeno"
em presenca do ion Mgf+ ¢ seu valor fol deduzido
das leituras dos tubos até o nGmero 6 . O tubo 8
foi destinado & corregac semclhante a0 tubo T,_ =~
pernitindo a avaliacao do orto-fosfato "enddgeno"-
ern presenga exclusiva do ion catt. Como os efeitos
observados nos tubos zero e 8 foram praticamente i
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TUBOS 0 1 2 3

Tampao 0,7 0,7 0,7 0,7
MgCl, 0,11 0,1 0,1 0,1 0,1
CaCl, 0,02 M - - 0,1 0,2
PPi 0,0lM ke 0,5 0,5 0,5
H,0 1,0 0,5 0,4 0,3
NGcleo 0,1 0,1 0,1 0,1
VOLUME TOTAL: 1,9 1,9 1,9 1,9
TUBOS 4 5 6 7 8
TAnPao 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
MgCl, 0,1 M 0,1 0,1 0,1 - -
CaCl, 0,024 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5
PPi 0,01 M 0,5 0,5 0,5 0,5 -
H,0 0.2 0,1 - 0,1 0,6
NGcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
VOLUME TOTAL:1,9 1,9 1,9 1,9 1,9

dénticos e bastante reduzidos, nao houve dificulda
de na valorizacac dos rerultados obtidos para 08
tubos em que 2 presenga de ions Mg*+ e catt foi
simulténca. O exame do pH=11l,1 foi omitido aqui,co
no enm cutros ensaios, por ter resposta enzimdtica
de valOres muitc reduzidos e dificilmente interpre
thveis,

0 grafico 14 vrepresenta os resul
tados obtidos. O ion Ca' ' exerce um efeito inbité-

ric acentuado, jé em concentragic 5 vézes menor do
que a do ion Mg T ; em condigdes equimolares prati
canente anula a ativagaoc devida ao mesno. O ion
Ca++, isvladamente, naoc e¢xerce efeito nenhum, com—
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parade con a incubagéo na qual tambén estéd presen-—
te o ion Mg*+ .

Outras inibighes tambén foram tes-
tadas. Neste sentido foi execut=zdo o seguinte es—-
quenma de incubagao, para as trés séries de pH, ex-
cluindo o pH=11,1, (em ml):

TUBOS 0 1 2 3 4
Tanpao 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
MegCl, 0,1 M 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
PPi 0,01 M - 0,5 0,5 0,5 0,5
NaF 0,02 M - -~ - - 0,1
pHMB - 0,1 - - -
KCN 0,1 M - - 0,1 - -
H,0 1,0 0,4 0,4 0,5 0,4
NGcleo 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
TLBOS 5 6 7 8
Tanpao 0,7 0,7 0,7 0,7
MgCl, 0,1 M 0,1 0,1 0,1 0,1
PPi 0,01 WM 0,5 0,5 0,5 0,5
NaF 0,02 M 0,2 0,3 0,4 0,5
pHMB - - - -
KCN 0,1 M = - - - -
H,0 0,3 0,2 0,1 -
Niécleo 0,1 0,1 0,1 0,1
VOLUME TOTAL: 1,9 1,9 1,9 1,9

v Condigdes de ensaiv em branco e tu
bo zero, para a afericac do urto-fosfato "enddgend"
foran semelhantes aos cascs antericres, 0 resulta-

do se encontra representadc no grifice 15 .
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0 p=hidroxi-mercuri-benzoato (pHMB)
apresentou uma redugzo da atividade pirofosfatisi-
ca a cérea de 50 % nos dois primeiros pHs, mas nao
se caracterizou, curiosanente, no pH=9,6 . Isto e-
videncia a participagac do grupo sulfidrila no ne-
canismo da agao énzimética dos dois primeiros ca——
sos, mas nao na do Ultimo,

Outro aspecto interessante que de-
ve ser assinalado é dque o ion cianeto, de meneira
sistenftica, aumentou o e¢feito normal da agdo piro
fosfatésica nos trés pHs testados. Nesta altura |,
nio é possivel apresentar interpretagio para  es-
ta constatacdo experimental.

| Cormo era previsto, o ion fluoreto
inibe endtrgicanente, j& 2 concentracgoes reduzidas,
(1305.10_3M), baixando a atividade a praticamente
até a metade, Deve scr assinalado, porém, que nao
chegou a2 anular a mesna, ainda em concentragdo 5
vézes superior, nen nostrando ind{cios que tal f0gs
se possivel com maior elevagao da sua concentragfo.

Os ensaios descritos acima,nos for
necen unma grande soma de informacoes € sugeren, por
cutro lado, um ndnero amplo de investigacOes — s0-
bre €ste tema., Constituiria: isto novo tépico de
pesquisa, o gqual nao era o propdsito imediato de
estudo neste trabalho. Mesmo assin, o0s resultados
obtidos permitem os dados de caracterizagdo das
atividades enzindticas em fcco.
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e)- Efeito da variacac do tenps de

incubagao,

Pare egta 8érie de ensaiocs fol obti
da preparacdo nuclear de ¢obaia albina, de sexo fe=
ninino, de 360 g de péso. O esquena de incubagao se
guido é igual ao descrito no iten 1 déste Sub-capi-
tulo, Foranm testados os 4 pHs ¢ os tempos de incuba
¢2o variaran de zero, 5, 10, 20, 30, 45, 60 e 90 ni
nutos, iAs incubagoes sen fracgao nuclear foram colo-
cadas no banho de 37 C ¢ a fre=g¢ao nuclear foi a2di-
cionada na orden inversa desta sequéncia, obedecen-
do acos intervalos de tempo necessirios. O ensaio en
branco seguiu o mesmo critério que o estabelecido
anteriormente, Unm tubo sem pirofosfato, incubado -
por 90 ninutos nmostrcu uma quantidade prhticanmente
nula de orto-fosfato "endlgeno", nao havendc neces-
sidade, portanto, de corregces nus resultados  dos
tubos intermedidris, ; '

Os resultados estao representados
no gréfico 16 , Pode ser cbservado que as curvas
dos trés primeircs pHs (o dltimc nao permite‘avalig
¢ao segura de seus resultados),apprentenente se de-
senvolveran cono reagoes de primeira  opdem.

f)- Efeito da variacao de tempera-

turs de incubacto e de preague-

cinento da preparacao nuclear,

Nesta experiéncia usou-~se preparado
nuclear de cobaia albina, sexo feminino , com péso
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de 450 g . O esquema de incubagao corresponde  ao
enpregado no item 1 déste Sub-capitulo. O preague-
cinento foi feito, colocando o preparads nuclear ,
j& adicionado c.n MgCl,, em banhos de 60° e 90° c,
pelc praze de 5 minutcs. Logo depois, cos tubos fo-
ran colocados em gélo picads e entao utilizados en
incubagdes normais a 37° C. 4lén do tubo contrdle,
executado como habitualmente, dois vutros tubos fo
ran incubados, un en gélo, na cAnara fria, ¢ ou-
tro em banho a 50° ¢ .

Os resultados, com trés pHs, es-

tao registrados no gridficc 17.

Nos dois primeiros pHs, a incubae-
¢io a 50° € foi benm mais enérgica do que a observa
da normelnente, a 37° C . Evidentemente, houve ati
vidade ninina a 0% C.

A experigncia com aguecimento pré-
vio se justifica pelo fato de enzinmas, como a mic-
quinase (201), resistiren a temperaturas bem eleva
das, por tempo de minutos. No caso desta Ultima en
zina, aquecinmento rapido (90O C por 3 nminutos) é
processo muito Gtil para sua separagac de outras -
proteinas desnaturdveis nestas condigoes. Nos en-
saios presentes, porém, observou-se inativaglo con
pleta, nesno a 60° ¢ .

B. ATIVIDLDES PIROFOSFATASICAS EM
TECIDO PANCREATICO,

Neste Sub-capitulo serao discutidas
experiéncias paralelas ¢ senclhantes is expostas en
referéneia ao tecide hepdtico, Os diversos aspectos
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técnicos J& mencionados por ocasiao Ga esquematiza
gao experimental, se aplicam da mesma forme para o
trabalho com o tecido pancreiitice e nac serio repe
tidos nesta altura, Os d=dos, para efeito de clare
za, serao apresentados esquenhticanente,

1. Homogencizado Pancreftico Total.- Curva de pH

Nunero total de curvas : 5
Exenplificagao: grafico 18, a partir de homoge-

neizado pancreético de cobaia albina, sexo fenmini-
no, con 525 g de péso.
Resultados: - Sem atividade pirofosfatésica iso

lada em pH inferior o 5,0

- S80 assinaldveis 3 a 4 zonas de
atividade enzindtica:

- una do pH=7,0 (6,0) até 8,4 ,
con mAxino em 7,8 e eventual a-
centuacao da curva en tirno de
6,4 ¢ ocasionaluente 7,0 .

- una de pH=8,6 até 10,1 , que pa
rece subdividir-se em duas zo-
nas, na altura do pH=9,2; hd nid
xinos nos pHs=9,0 ¢ 9,8 .

- uma do pH=11,1 até 11,7 , con
nédxino em 11,4 .

_ Comparandc com resultado obtide &
base de homogeneizado hepdtico, observa-se marcada
senelhanga, Sbmente a atividade pirofosfatésica pe
sente no material pancredtico, na altura do pH=3,0,
nao apareee no primeiro, ,

A titulo de experiéneia piloto, fO
ram feitas vArias curvas de pH (cinco) com o horo
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geneizado total de rin (exemplo: grifico 19),

Neste homogeneizado, vArias zonas
de atividade surgiran, com pHs 6tinos c¢n 7,4 , 8,4,
8,8 , 9,6 ¢ 11,4 , 21én de uma indicacaoc de ativi-
dade pirofosfatésica em tOrno do pH=4,0 até 5,5,

Neste caso, 2 atividade en tdrno -
do pH=9 , também aperece,z21énm de cutra, na altura
do pH=8,4 , incxistente nas anteriores preparacaes
correspondentes. Também é interessante assinalar o
aparecinmento ecventual de atividade en pH bastante
écido,

2. Fragao de '"mtcleos pancredticos" - Curva de pH.

Nanerc total de curvas : 6
Exenplificagaos gréfico 20 , obtido com prepara

¢20 nuclear pancreidtica de cobaia albina, scxo fe-
ninino, com 575 g de péso.
Resultados: - Nao houve atividade pirofosfatési
ca isoclada en pH inferior a 5,0 ,
nen en torno do pH=11 .
~ Podemser destacadasduas zonos ge;
rais de atividades pirofcsfetdsi-
cass

- una de pH=7,0 (6,0) até 8,6 , a
qual, porén apresenta ndxinos
en 7,2 , 7,8 ¢ 8,2 . A distin-
¢ao entre &stes dois dltimos ,
nao foi constante.

- ume do pH=9,0 até 10,1 , com md
ximo en tdrno de 9,6 .
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Comparado com os resultados corres
pondentes do figado, observa-se ausénecia nos pre-
sentes resultados de atividades especiais em pH in
ferior a2 7,0 , bem como em pH en t%rno de 11,0 .

Curvas de pH feitas com preparados
nucleares renais (em ndmero de 5) , representadas
por um caso no grafico 21 permiten uma constata--

¢80 interessante: 4lém de apresentarem duis wlxi-
mos, aproximademente semelhantes aos dos honogenei
zados anteriores (em 7,2 ¢ 9,6) acusan dois mAxine
de atividades novas neste tipo de fragao sub-celu-
lar : no pH 8,6 e novanente en tdrno do pH 4,5
anbos pontos perfeitamente harmonizados ccx a cur-
va de pH de homogeneizado total déste tecido (gré-
fico 19).

3. Pracao de "mitocOndrias pancredticas" -Curva depH

NOmero total de curvas : 5
Exemplificagao: grifico 22 , executado com pre
paragao mitocondrial pancredtica de cobaia albina,

sexo feminino de 250 g de péso,
Resultados: - Nao pdde ser individualizada ati-
 vidade pirofosfatédsica en pH infe
rior a 5,0 .
- Pelo menos 4 zonas de atividade
podenm ser destacadas:

~ uma de pH=6,4 até 7,4 (conm zona
presuniivel no pH=5,4 até 6,4) ,
apresentando um pH dtimo em 7,0

- uma de pH=7,6 até 8,2 con nixi-
mo en 8,0 .
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- una de:pH=8.6 até 10,0 , com né-
xino em t8rnc de 8,8 ¢ indicagao
de um pH 6timo en tOrno de 9,6 ,

- una de pH=10,8 2té 11,7 , com né
xirio en 11,1

' Comparando com os resultados obti-
dos com fragles mitocondriais hepédticas, alguncs a
nalogias poden ser assinaladas ; HA tanbén nAxinos
err torno dos pHs = 7,8 , 9,6 e 11,1 . Acessbriameg
te, porén, a fragdo mitocondrial pancreitica apre-
senta ainda unm néxino en pH=8,8 , inexistente no
correspondente hepdtico, e j& indicado na curva do
homogeneizado total de tecido pancredtico,

, Deve chanmar-se atengdo a que a fra
¢2o nmitocondrial pancreitica foi a Gnica das fra-
goes sub-celulares que apresentou pirofosfatase i-
norglnica no pH en tOrno de 11 , j& assinalada pe-
los resultados do homogeneizado total d€ste tecido,
Por anzlogia, poder-se-ia aventar a hipbtese de
gue tambén no caso do figadc, esta seria a distri-
buigao da espéeie que se convencicniu denoninar do
tipo IV, sendo a atividade constatada no ndcleo he
pético pfoveniente de contaminacio durante a prepa
ragao desha fragio,

4, Pracao de "microsomas pancreiticas" - Curva de pH

Ninero total de curvas 3 6
Exenplificacios: grifico 23 & base de preparagad
nigresonial pancredtica de cobaiz albina, sexo

feninino, com 475 g de pé€so,
Resultados: ~ No se pdde observar atividade pi
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rofosfatédsica individual em pH inferior a 5,0 ,nen
enn t0rnc de pH=11 . _
- Acima do pH=6 pelo nenos trés zo

nas nitides de atividade podem ser caracterizadass

_ uma de pH=6,0 até 7,6 , com m&
xino mais freguente en 7,4 e
outro surgindo hs vézes en
pH=6,8 .

- una de pH=T7,6 até 8,4 ,con né-
xino en 8,0 .

- uma de pH=8,6 até 10,0 , con
nédxino en 8,8 ¢ 9,6 .

Cotejando 8stes dados, com 0S8 Obe
servados en preparagoes microsoniais Jepiticas, PO
dermos generalizar que héd un paralelismo de naxinos
de atividade em pHs em tBrno de 7 , de 8 e de 9 =
10, com a diferenga de que no caso do naterial pan
credtico a atividade em t0rno de pH=T7 se subdivi
de aparentemente en duas.

i fragao mierosomial pancreética,
porém, apresenta novanmente, en adig¢o, uma ativida
de na altura dc pH=8,8 ,

5. Fragao de "sobrenadante citoplasmitico

pancreético" - Curva de pH

Ndnmero total de curvas : 6
Exemplificacgzos grifico 24 , obtido com a prepa
ragao Ge sobrenadante citoplasmAtico de pincreas
de cobaja albina, sexo feminino, com péso de 365 g
Resultados: - Nao foi cvidenciada atividade pi-
rofosfatésica cspecifica en . pH
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inferior a 5,0 , nen en tdrno de pH = 11 .
- %Zuatro zonas de atividade enzind

tica foranm evidenciadas:

- una de pH=6,0 até 7,6 , com um
nédximo en 7,0 e uma deflex3o
insistente, hs vézes com leve
pico, no pH=6,2 .

- una de pH=T7,6 até 8,4 , com un
nadxino em 8,0 .

- una de pH=8,6 até 9,2 , com unm
ndxino permanente em 8,8 .

- una de pH=9,2 até 10,0 , com

un mAximo em térno de 9,4

Cabe nbtvemente uma conparag2o com
resultados correspondentes de material hepético,de
vendo ser assinalado que hé uma relativa scbreposi
¢ao de atividades em pH levemente superior 2 6 , en
torno de 7 ¢ em tOrnov de & , bem como na altura do
pH=9,4 . Mais ume vez, porém, surge na preparagaoc
pancredtica, a agao pirofosfatésica inorginica no
pH=8,8 , ¢ que parece scr uma caracteristica pecu-

liar déste tecido.

6. Comentdrio comparativo sbbre as curvas de pH

des guatro fracoes sub-celulares.

Os resultados dos 5 itens anterio-
res se encontran resumidos no grafico 25 e sugerem

o seguinte comentério:

a)~ Generaligando, podem ser assinaladas nas fra-
goes pancredticas, nio quatro, mas provavelnef
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te seis atividedes pirofosfotisicas diferentes.

Conservando a classificagaoc, adotada na alinea a)-

do item correspondente & &ste, no estudc do tecido

. .. . . &
hepdtico, estaos atividades poden ser distribuidas

da scguinte nanciras

I, a - ‘entre pH=6,0 até pH=6,5
I, b - entre pH=6,8 até pH=7,5
IT -~ entre pH=7,5 até pH=8,5

III, a - entre pH=8,5 até pH=9,2
III, b - entre pH=9,2 até pH=10,2
Iv - entre pH=1140 até pH=11,7

b)- A pirofosfatase tipo IIIl,a , com méxino de ati

ay-

vidade em 8,8 , nao se encontra em nenhuna fra
g20 hephtica, e estd presente, no casc do pin-
creas, nas fragoes de mitocdndrias, microsomas
e no sobrenadante citoplasméAtico . Nao se en-
congra na fragao nuclear,

& pirofosfatase do tipo IV , presente no caso
do figado na fragao mitucundrial (e provihvelren
te na nuclear) , nao foi detcuctada en nenhuna
fragéo pancrefdtica, a nao ser, de maneira relz
tivamente t&nue, ne fracio mitucondrial.

A fragao I,a n2o fora destacada na discussao
comparativa das fragoes hepidticas, cmbora  e-
xistigee una atividade Jdetectdvel com Stino
en pH=l,4 , tanto no niclec como no sobrenadan
te citoplasmdtico. No caso do . pAncreas, novae-
nente surgiu uma atividade desta ordem na fra-
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‘¢ao citoplaspAtica, com relative constincia.

e)- Quanto b presenca de dois nméxinos em tdrno de
pH=8 , na fracac nuclear, resta para ser escla
recido se pertencen a una nesuna enzima ou COr-
responden a duas entidades enzimdticas diferen

tes.

f)=- Finalmente, a curva de pH obtida com o homoge-
neizado total representa, em suas zonas de ati
vidade bem como em seus néxinos, relativemente
bem a soma das curvas de pH das fragSes sub-ce

Iulares.

7. Estudo da fracao de "nldeclecs pancredticos’,

a)- Efeito da variacao de concentracao de

substrato.

L esquematizagaoc desta série de ex
periéncias, bem como das denais que se scgucn  nos
sub-itens seguintes, foi scmelhante & da adotada -
para os ensaios correspondentes das fragdes enzind
ticas & nao repetidas aqui. Os pHs gue foran exa-
ninados sao os 7,2 , 7,8 , 8,2 e 9,6 . En vez de
rgar 0,1 ml de¢ material nuclear, foran - sen-
pre cenpregados 0,2 ml, aumentando desta forma o

volume total por 0,1 ml .

Os resultados da varia¢a&o da con--
centragio de substrato em relacgdo & fragio de nl-
cleos pancredticos se encontran representados " no
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gréfico 26 (cobaio albina, sexo feminino, péso de
525 &) .

Em todos os 4 pHs a atividade né-
xima foi atingida en 3,3.10'3M , de substrato,e enm
concentracoes duplas = estas j4 se apresentava en
todos os casos, acentuada inibicac. Bstes dndos -
sao semelhantes aos observados com o material hepd
tico. A" inibigZo serd abordada no préximo sub-
iten.

Ls curvas obtidas permitem um cédl-
culo aproximado, provisério, das constantes de Mi-
chaelis correspondentes a cada un dos pHs exanina-
dos. Os resultados se encontram condensados no gra
fico 27 , através dos diagramas de reciprocidade
dupla conforme Lineweaver-Burk , e poden ser tabu
lados da seguinte formas

pH4 ensaiado 7,2 1,8 8,2 9,6

1/absorvinecia méxima-(1/V) 0,25 0,2 0,38 0,83
Absorvéncia méAxima ~(V) 4,0 5,0 2,63 - 1,20
(nas cond.experimentais) :

(1/kn.).10° (em 1) 0,87 0,30 0,95 0,47
Km  (em 1073 M) 1,15 3,33 1,05 212

O resultado por cidlculo seré o se
guinte (ver tabela & pag.99 ) .

Embora &stes vallres nio sejam de-
finitivos, pode admitir-se que os Km das ativida--
des em pH = 7,2 e 8,2 estio em tOrno de l.lO"BNL
en pH=7,8 em t0rno de 395010—3 M, e em 7pH=9,6 em
t0rnc de 10—3 M . Estas concenlragoss tao diferen=-

tes sugerem gue & abtiviicde medida em pH=7,8 € dig
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pH = 7,2

fepi10=3u 1/|pps) 103 4bs.10 1/4bsi10  Ka

0,69

0,67 1,50 1,45

1,33 0,75 2,430 0,43

2,00 0,50 2,45 0,41  1,04.107°M
2,67 0,38 2,65 0,37  1,14.107M
3,33 0,30 2,75 0,36  0,99,107K
A= 7,8 Km=1,05.10"5 U
0,67 1,50 0,80 1,25

1,33 0,75 1,10 0,91 o
2,00 0,50 1,75 0,57  2,96.105M
2,67 0,38 2,25 0,44  4,38.1073N
3,33 0,30 2,40 0,41 3,50.107M
pH = 8,2 Kn=3,61.1073 U
0,67 1,50 1,05 0,95

1,33 0,75 1,40 0,71  0,68.107M
2,00 0,50 1,65 0,60 0,82.107M
2,67 0,38 1,95 0,51 1,09.1073
3,33 0,30 2,00 0,50  0,94.107°M
pH = 9,6 K=0,88.1072 M
0,67 1,50 0,30 3,33 -
1,33 0,75 0,50 2,00  2,64,107M
2,00 0,50 0,60 1,66  2,02.1073M
2,67 0,38 0,65 1,53 1,74:107°M
3,33 0,30 10,90 1,11 3,33.107%u

Km=2,43.1075 U
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tinta das duas outras atividades vizinhas (7,2 e
8,2), e que na realidade existem pelo menos quatro
pirofosfatases inorghnicas diferentes na fragio nu
clear. ‘ ’

De um modo geral, as concentragoes
de substrato em gue a velocidade da reagao se tor-
na a metade em relacao & velocidade mAxima,
820 da ordem de 10"3 M , cono no caso anterior e
no de enzimas hidrcliticas genéricamente.

b)- Efeito inibitério do excesso de substrato.

Os dados obtidos neste grupo de ex
periéncias se encontram representados no gréfico
28 (cobaia albina, sexo feminino, de 455 g de pg

80),
Tabulandc &stes resultados:

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

(em 1073 m) - 4,0 2,6 3,3 1,3
Grau de inibicgao ‘

(2 14.10%M)- 537 90% 90% 100%
Inibicao méxina- 20 20 20 6,6

(ern 10~3 M)

A atividade maxima foi atingida nos
diverscs pHs, em concentragies diferentes, o0 que -
vem sugerir que provivelmente trata-se também  de
quatro entidades enzindticas diferentes, A inibi--
¢a0 mAxina, que no caso presente atingiu sempre o
nivel de 100% , diferiu neste sentido, do que
foi observado com o preparado hepético. Quanto 20
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— Efeito inibitério de excesso de substraio.



nivel de concentragac de substratc pare obter ini-
bigao mhxima, a situaglo aqui é relativamente se-
melhante ao  que se observou com os ncleos obti-

dos de figado. \
Ben mais acentuado foi, porém, co-

rno é ilustrado pelo gréfico 28, o faﬁo de o hidré-
lise quimica do pirofosfato, a concentracd®seleva-
'das, ser menor em presencga do preparado nuclear

protéico, do, gue na ausénecia déste (ensaio em bran
co), Tal pode ser observade em vArios tubos no pH
9,6 e 7,8 . Sem procurar interpretar esta observa-
¢80, fice a mesma registrada. n

n 2 . ~ - ~ . 44
o)~ Efeito_da variagao de concentragao do ion Mg

A execugio desta série de experién
cias permitiu obter o grifico 29 (cobaia albina ,
sexo feminino, de 375 g de péso).

4 resp. ste da atividede enzindtica

face & pohéentrégﬁo do ion Mgt , nfo foi nestas
expgriéncias‘muito regular, sendo, porém, Estes
ensaios suficientes para ilustrar o fato de o mes-
ma depender gquaptitativanente desta concentragéo.
‘Para exaninar um eventual efeito i

nibitério de excesso de ion Mgt , foi feito un
outro grupo de incubagaes; representadas pelo ggé-
fico 30 (cobaia albina, sexo feminino, péso  de
600 g),

| Estas curvas nao oppcsentam dife--
rengas essencizis entre si e sfo tembém senclhan-
tes hs obtidas com a fragao nuclear hepdtica. Nova
mente, elevadas concentractes de ions Mg'™, nao
conseguiran inibir, de maneira completa, o ativida
de enzimdtica em foco, cabendo entfo as mesmas con
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sideragoes jA& expostas na discussao do mesmo estu-
do com material hepético. Resumindc, as concentra-

coes com efeito mAximo s2o as seguintes:

pH "ensaiado 7,2 7,8 | 8,2 9,6
Concentragoes de Mgt

(em 1073 M) 6,6 6,6 9,9 13,2
Grau de inibigaoc '

(a 0,33 M) 67% 67% 84% 57%

'd)- Efeito de outros ions sbbre a atividade piro-
fosfatésica, |

Este conjunto de experiéncias, exe
cutadas para os 4 pHs em foco, demonstrou resulta-
dos andlogos nos obtidos com a fragao hepdtica, e
se encontran esquematizados no grifico 31 . Os e-
feitos de inibigdo dos ions metélicos, comparados
conm 2 ativagdo obtida com ion Mg'' isolado, nic fo

rem t20 acentuados como na preparagac nuclear obti
da de figado, Também pode ser observado que a incu
bagzo feita sem adicdo de qualquer ion metilico a-
presentou uma atividade relativa apreciével. Isto
provivelnente venm indicar que existiu suficiente
quantidade "endSgena" de ion Mg'* nas preparagles
usadas, '

| O EDPA e o formaldeido apresentaram
inibigoes compardveis “s observadas nos ensaios
correspondentes do sub-capitulo anterior.

No grafico 32 , estd representa-

do o efeito inibitérioc do ion-Cat™ a vérias concen
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tragdes, Os resultados sao qualitativanente identi
ficAveis com os obtidos com o tecido hepdtico., Tam
bém aqui, o ion Ce¥F  nfo mostrou nenhum efeito a-
tivador sdbre a atividade enzimética .

Outros inibidores foram ecstudados,
conforme o gréfico 33 . Ndvamente o p-hidroxi-mer-
curi-benzoato inibiu enbrgicamente a agio enzimAti
ca, agora en todos o0s quatro pHs testados, indican
do a participagfo essencial no mecanismo da hidrd-
lise, de grupos sulfidrile livres., O ion cianeto
também indicou nestas cxperiéneias uma leve acen—-—
- tuagao de atividade pirofosfatésica,'comparandocom
incubac¢oes habituais, das quais se omitiu &ste ion.
A curva do ion fluoreto apresenta uma inibigao a-
centuada, em niveis semelhantes aos observados con
a preparacao hepdtica, com a diferenga de que a
concentragoes nais elevada foi possivel obter 3
nibigao completa,ou gquasi ccmpleta da enzime (pHs=
9,6 ¢ 8,2) ,

e)~ Efeito da variacio do tempo de incubagao,

0 estudo experimental déste efeito
se encontra condensado no grafico 34 , (cobaia al-

bina, sexo feminino, péso de 450 g).

~ Todas as curvas déste grafico su-
geren que a velocidade da reagac aumentou no trang
correr do temnpo,.

E una observagfo interessante, que
permitiria un estudo cinético mais detalhado, Como
interpretagao poder-se-is propor, por exemplo, que
a estrutura dos nlcleos sofreria modificag2o estru
tural, mesmo decomposigzo, durante uma incubacg2o
mais prolongada, permitindo, deste forma, um aces
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so mais direto da enzima 20 substrato.

f)- Efeitg de variacao Je femperatura de incubagio
e de pre-agucecinento da preparaciao nuclear,

0 grificc 35 contén os resultados

das experiéncias feitas sObre &éste aspecto, (co--
baia albina, sexo feminino, pdso de 500 g).

Os mesmos nio diferen substancial-
“nmente dos obtiaos com a fragag puclear hepitica, e
os comentdrios expendidos naquela ccasiao tambén
se aplicam =20 presente caso.
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Os diversos grupos de experiénceias
foram discutidos parceiadamente ern dada un de seus
{tens correspondentes, Torna-se agora necessério a
pontar alguns aspectos de ordem geral, bem como as
sinalar resultzdos mais significativoes.

A dnica pirofosfatase inorgénica
de origem hepdtice estudada com relativo detalhe,
¢ a denominadae "pirofosfatase inorginica neutra,
com pH 6timo em 7,8 (169). Esta foi extraida de
unm homogeneizadc total de +tecido hepltico (rato),
sen particularizaglo de alguma fragZo subcelular.

Da nesma forma, a atividade piro-
fosfatdsgsica no tecido pancredtico fol observada de
maneira muito superficial.

1)~ 0 trabalho experinmental que o au-
tor aqui apreéenta,consiste,primeiramente, ne des-
coberta de un determinado nfmerc de novas enzimas
de atividade pirofosfatdsica inorginica, as quais
foram denominadas, para efeite de sistematizagao,
de seguinte maneira:

- no tecido hepdtico: tipo I, ITI, IIT
e IV, dos quais o tipo II provivelmen-
te corresponde & "pirofosfatase neu-

tra®,

# - no tecido panerciticos além destes, -

dois tipos acessbrios, denoninados
I, a e III, a,
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sendo particularmente a ultima, um componente espe
.eifico déste tecido.

2)- Em segundo lugar, o autor determi--
nou a distribuigao destas diferentes enzimas atrei-
vés de fracoes sub-celulares, obtendo'perfis enzi-
nédticos caracteristicos para cada uma destas fra-
goes,

No figado , os tipos I e II sao
componentes constantes de t0das as fragoes sub-ce-
lulares, O tipo III estd presente particularmen-
te nas fracoes microsomiais e sobrenadante “cito-
plasmético. O tipo IV , de atividade proporcional

muito reduzide, aparece, em compensagao, exclusiva
mente nas fracoes mitocondrial e nuclear,
No pincreas , esta distribuigao en

contra um paralelo aproximado. Os tipos I,be II
880 encontrados em tddas as fragoes sub-celulares.
0 tipo IIT,b , embora fdsse assinalado também nas
fragSes nuclear e nitocondrial , é achado espe--
cialmente nas outras duas fragoes. O tipo IV, é um
- componente exclusivo da fraczo mitocondrial.
Porém, =2inda neste tecido, acesso-
riamente héd o tipo III,2 , que n&c pode ser encon
‘trado na fragdo nuclear, porém existe nas demais.
Um 4ltimo tipo, I,a , sc encontra no tecido pan-
creftico na fracio do sobrenadante citoplasmitico.

3)- 0 autor estudou ainda, com mais de-
talhes, a primeira das fragoes sub-celulares, a nu-
elear, tanto no tecido hepdtico como no pancredti-

CO,

a)- No primeirs caz. J2i mnasivel demnnstrar  que
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as atividades tipo _I , II , III e _IV , correspam
dem a enzimas individuais. A constante de Michae--
lis aproximada foi obtida nos. trés primeiros ti-
pos, dembnstrando_ser respectivamente da ordem de
3103w, 2,103 M e o0,6.2070 1 .

O excesso de substrato demonstrou
forte efeito de inibigao engimdtica, chegando mes-
mo a anular a atividade em'alguns casos, Embora
néo fosse possivel apresentar interpretagac do
mecanismo desta inibigao, 0s resultados ndo se coa
dunam com as duas hipdteses vigentes, exigindo, no
futuro, um exame mais detalhado do problema,

A dependéncia das 4 enzimas em re-
lagao 20 ion Mgf+ ficou amplamente demonstrada,de-
vendo assinalar-se que sbmente grande excesso dés-
te ion poda esusan alguma inihigsse ds ema ativida
de. Un grande grupo de ions metélicos (Ca++,Mnf*,
P, cot, NitY, cu™t e Zn™) nostraram ser apa-
rentenente antagonistas desta agao ativadore do
ion Mg'te Todavia, o efeito dos mesnos, com GXGEw |
¢20 do primeiro, foi atribuic¢ pelo autor, a0
fato de seus sais pirofosfatos serem bastente insg
layveis, ¢ por conseguinte, dininuirem ou anularemn

a concentracio efetiva do substrato. O efeito  do
ion Ca*¥ foi examinado com mais detalhes, ficando

evidente que se trata neste caso,de ume inibiglo -
direta. Bste ion, por si sb nao & ativador das en-
zimas, O EDT4, sem dGvida, possui acentuada  agao
inibidora das atividades pirofosfatisicas, em fa-
ce de sua agdo complexante em relagho o ion Mg ¥,
Também o formaldefdo é inibidor enérgico. A inibi-
¢80 da atividade dos diversos tipos de pircfosfata
seg fol vista com alguma mindcia no caso do icn
F~y 0 page-hidroxi-mercuri-benzoato demonstrou que
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a atividade enzimética dos tipos I , I e IIT (o
IV nB0 foi exaninado ) exige grupo sulfidrila 1i-
vre. O ion CN~ teve um efeito nitidamente ativa--
dor, fato &ste ao gqual nao se pdde oferecer inter-
pretacao & base dos dados disponiveis.

A curva do tempo comproveu que,na
fase inicial a reagao estudada, para os 4 tipos, é
de primeira ordem. '

Foi visto, finalmente gque os 4 tl—
pos de pirofosfatases inorginicas nucleares se ina
tivam fhgilmente com o aguecimento, mesmo a 60°¢ .
Exmbora nao fosse feita curva completa de temperatu
ra, foi possivel evidenciar, que ainda a 50° C, en
incubagoes de 45 minutos, todos os tipos apresen-—-—
tam atividade enzimdtica, sendo esta mesmo mais in
tensa do que a 37° ¢.

b)~- No caso das pirofosfatases inorginicas nuclea-
res provenientes do tecido pancreédtico, andlise ex
- perimental semelhante foi feita

Os quatrc tipos exaninados nesta
fragao ( I,b , II,a2 e b e IIL,b ) parcéem ser en-
tidades enzimdticas diferentes. Isto é sugerido por

suas T»SpuCthuS constantes de Michaelis, localiza-
das aproximadamente em 1.10 -3 M, 3,5. lO'3M 1.10 ~3y
e 2,5.1070 U .

O excegsso de substrato inibiu conm
intensidade as quatro enzimas, podendo em todos os
casos chegar a anulé-la.

‘ 0 comportamento em face do iomn
Mg*+ , bem como as inibigOes causadas pelos diver-
sos ions metdlicos foram examinados ¢ evidenciaranm
ser semelhantes ao verificado com os tipos hepdti-
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cos, O mesmo pode ser provaedo para as inibigges con
EDTA, formaldeido; ion F~, e o efeito particular do
ion CN™, Os grupos sulfidrila livres, em face da i-
nibigho pelo para-hidroxi-mercuri-benzoato, sao tam
bém aqui essenciais para a atividade pirofosfatési-
ca eficiente. o

_ As curvas de tempo destas pirofos—
fatases nucleares pancredticas, enmbora nao examina-
das con mais detalhe, apresentaram uma carater ex-
ponencial, para o qual nao foi possivel apresentar
interpretagﬁg fundanentada, experimentalnmente,
; Quanto ao comportamento em face da
temperatura, no que concerne % inativagao e condi-
gaﬁs,de-ippgbagéo, og gquatro tipos foram semelhan~

tes',;.
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SUMARIO

0 autor estudcu enzimas de atividg
de pirofosfatédsica inorglnica em dois tecidos de o
rigem animal, hepdtico e pancredtico., Foran indivi
&ualizadas algumas novas espécies déste grupo, conm
caracterfsticas particulares. 4 distribuigio des-
tas enzimas nas vérias fragoes sub-celulares dos
dods tecidos, fol examinada conparativamente.

0 trabalho sc¢ concentrou no es-

tudo das enzimas pirofosfatédsicas inorginicas nu- . .-

cleares e descreve seu compartemente oindtieco
en face da gopoautragac da substrato, ativadores ,
inibidores, tempo de agao e inativagao.
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s~RNA
ATP

ADP

GTP

GDP

GMP

uTp
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UMP
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ABREVIATURAS

Lcido desoxi-ribo-nucldico

fcido ribo-nucléico

fcido ribo-nucléico soluvel

Adenosina-tri-fosfato
(adenina-ribose-P-P-P)

Adenosina-di-fosfato
(adenina-ribose-P-P)

Adenosina-mono-fosfato, Ac. adenilico

(adenina-ribose-5',P)
Guanosina-tri-fosfato
( guanina-ribose-P-P~P)
Guanosina-di-fosfato
(guanina-ribose-P~P)
Guanosina-pono-fosfato
(guenina-ribose=5' ,P)
Uridina-trifosfato
(uracilio-ribose-P-P~P)
Uridina-di-fosfato
(uracilio-ribose-P-P)
Uridina-nono-fosfato
(uracilio-ribose-5 .P)
Inosina-nono-fosfato
(hipoxantina-ribose-5' . P)

Xanto sina.—5f£’ -~Xantosina-5H ! .fosfato

UDPG
UDPGA
UDP-Gal
UDP-Gan
UDP-Galam
UDP-Xil
GDP-Man

Uridina-di-fosfo-glicose
Uridina-di-fosfo-dcido-glicurdnico
Uridina-di-fosfo-galactose
Uridina-di-fosfo-glicosanina
Uridina~di-fosfo-galactosamnina
Uridina-di-fosfo-xilose
Guanosina-di-fosfo-manose
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NMIN = Nicotinanmida-mono-nucleotidio
(nicotinanida-ribose-5’,P)

DPN = Di-fosfo-piridina-nucleotidio
' | (nicotinanida~rib-R-Rrib-adenina)
TPN .~ Tri-fosfo-piridina-nucleotidio
(3',fosfo~DPN)
FMN , - = Flavina-mono-nucleotidio
(riboflavina-P)
FAD - Mavina-adenina-dinucleotidio
(rivoflavina-P-P-adenina)
APS -~ sdenosina~-fosfo-sulfato
PLPS ~ -Fosfo-adenosina=fosfo-sulfato
Pi ~ Orto-fosfato inorgénico
PPi , - Piro-fosfato inorginico
Glicose~6,P - Glicose-6,fosfato
Glicose~1,P, - Glicoge-~l.fosfato
Galaptose~-1,P - Galactose-l.fosfato
Manose-l,P - Menose-=1,fosfato
Xilose-1.P - - Xilose-=l.fosfato
Ribose-1.,P ., = Ribose-l.fosfato
5.P-ribose-1,PP - 5.fosfo-ribose-l,pirofosfato
R-COOH - Kcido mono-carboxilico
 R-CO-P - Acila-fosfato
- R-CO-AMP ’ - Acila-adenosina-mono-fosfato
CoA-SH : -~ Coenzima A |
R-Co-S-CoA - Acila-coenzinma A
EDTA - fcido etilena-diamino-tetra-acskico
Tris ‘ - Tris(hidroxi-metil)amino-metano
pHMB - Para-hidroxi-mercuri-benzoato
Mo - Molar (concentracéo de solugho)
dﬁxnfl - Micro-mol (quantidade de substfncia)
AN - heréscimo de energia livre padrao
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