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CAPITULO I

INTRODUCAO

A segunda metade do século XIX apresenta no campo da
Quimica, duas tendéncias exponenciais: a) O inicio de um
novo terreno, a Fisico-Quimica, que partiu de uma racionali-
zacao unitaria de um aglomerado de conhecimentos acumula-
dos por geracoes de investigadores; by O desabrochar verti-
ginoso da Quimica Organica, a qual, passando de uma fase
analitica, se lancou a sintese de intimeros compostos novos,
bem como tratou de obter substancias que igualassem as aces-
siveis da Natureza.

Eiste itrabalho herctleo, centralizando a atenc¢fo de ind-
meros laboratdrios de investigacdo, ndo somente serviu de ba-
se para o desenvolvimento da Tecnologia Organica, mas cedo
se espraiou e projetou sobre um grande nitmero de ciéncias
paralelas ou correlatas.

Com o avanco da Quimica Organica, suas técnicas se
aprimoraram sempre e as enormes possibilidades que ela pro-
porcionava, estabeleceram subsidios cada vez mais importan-
{es para novas teorias e aplicacbes.

O amadurecimento desta tltima permitiu a formacao de
uma ponie enlre a ciéneia da maléria, ou seja, a Quimica, e a
ciéncia da vida, a Biologia, introduzinde no dominio desta,
nova conceituacdo de fendomenos basicos e diferente formula-
cdo de problemas de pesquisa e de inquiricao especulativa.

Preliminarmente, a Fisiologia, a Farmacologia, a Micro-
biologia, a Imunologia, a Patologia e tantas outras, apelavam
de maneira crescente para informacdes fornecidas pela Qui-
mica Organica afim de formular interpretacdes em seu pro-
prio campo, ora lancando méao de técnicas quimicas para seus
problemas de experimentaciio, ora empregando substincias
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recentemente elaboradas nos laboratorios de investigacao.
Estruturou-se, entdo, uma “Quimica Organica de produtos
naturais”, € ja no inicio do presente século, surgiram as pri-
meiras cadeiras universitarias de Quimica Fisiologica, ou se-
ja, Quimica aplicada a Fisiologia. Tfste novo sefor passou
também a ocupar-se dos grandes problemas da Nutricao, cul-
minando com a conceituacdo e estudo das vitaminas, dos ami-
no-acidos e acidos graxos essenciais, da calorimetria e energé-
tica dos alimentos, da essencialidade nutricional de substancias
minerais ete.

Ao lado desta, a Quimica Fisiolégica incluia o desenvol-
vimento de um novo campo oriundo, primeiro, da curiosida-
de, depois, da investigacao cientifica dos clinicos e dos pato-
logistas: a Analise, mais tarde, Quimica Clinica. Esta conse-
guiu um desenvolvimento vertiginoso, notadamente nos trés
primeiros decénios déste século, a partir do aparecimento da
técnica de dosagem de glicose de Bang (1), mostrando-se uma
especialidade utilissima as pesquisas e para o exercicio prati-
co da Medicina.

O corpo basico da metodologia da Analise Clinica ficou
ja consolidado entre 1915 e 1930 (2), embora modernamente
novas técnicas de analise fenham surgido, tais como a eletro-
forese, fotometria de chama, emprégo de agentes quelantes
etc., prevendo-se, com certeza, uma aplicacadc mais extensa
também da cromatografia.

Da Analise Clinica, lentamente se passou a estruturar
um ramo mais amplo, a Quimica Clinica Patoldgica, ou seja,
a Quimica Bioldgica aplicada & Clinica e a Patologia.

A medida que a Bioquimica trazia 4 luz conhecimentos
sempre mais amplos, € que mais harmonizavam entre si, so-
bre os processos quimicos como base para a realizacio dos fe-
némenos vitais, o clinico e o patologista achavam ali uma fon-
te rica de informacOes para a interpretacdo de multiplas ob-
servaches patologicas, até ent@o obscuras e destituidas de ex-
plicacac satisfatoria.

Hoje alé existem, nos curriculos de ensino meédico,
disciplinas e cadeiras independentes, notadamente nas univer-
sidades européias, de Quimica Patolégica, perfeitamente dis-
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tintas da cadeira basica de Quimica Bioldgica e integradas no
ensino clinico. :

A Quimica denominada Fisiolégica, fundada pelos anti-
gos mestres, como ¥. G. Hopkins e Chittenden, Knoop e Ab-
derhalden, tomou também movas caracteristicas além de sua
liberacao da Quimica Patologica (3—5).

Ao par da consideracdo de problemas nutricionais, ela
foi paulatinamente deixando de constituir uma simples apli--
cacdo & Fisiologia. O estudo que se desenvolveu sdbre o me-
tabolismo intermediario, de inicio rudimentar, consistindo
principalmente da separacao e identificacao de substancias ti-
picas, a part'r de sistemas bioldgicos (Bioquimica Estatica),
passou a procurar functes das mesmas, sua origem e destino
dentro do proprio ser vivo e suas relacdes com outras subs-
tancias.

Especialmente de 1930 até nossos dias, estabeleceu-se a
investigacdo real e intensiva do metabolismo intermediario,
que sofreu impressionante impulso nos ultimos quinze anos,
com aplicagdc de novas técnicas, em particular de isotopos
marcadores, cromatografia, respirometria, centrifugacao fra-
cionada dos componentes celulares, etc.

A afirmacdo de que ainda hoje a Biogquimica seja um ra-
mo da Fisiclogia ¢ perfeitamente absurda, e demonstra des-
conhecimento da natureza e finalidades daquela. Tanto a me-
todologia desenvolvida, como a linguagem usada e a proble-
matica atual desta nova ciéncia sio tao diferentes das da Fi-
siologia, que nao mais se admite falar em Quimica Fisiologi-
ca, uma ciéncia restritamente aplicada, mas sim em Bioqui-
mica, com corpo e estrutura distintamente proprios. E se
em nossos dias contemplarmos o panorama extenso desta, ve-
rificaremos que os problemas de Nulricdo foram relegados a
outros planos; que a Quimica Organica de produtos naturais,
a chamada Biogquimica Estatica, evoluiu para um “status”
proprio, uma especializacdo separada; que surgiu wm novo
campo pela aplicacio da Bioquimica ao estado morbido, a
Quimica Patoldgica, e para a qual devera ser necessariamente
achada a devida posicdo no ensino clinico de nossas Faculda-



12

des de Medicina, a exemplo do que acontece em centros mais
avancados. v

A Bioquimica atual tem agora diante de si problema
mais fundamentais e primarios, nao mais procurando resol-
ver exclusivamente assuntos de superficie que afloram pelo
esforco de outras ciéncias bioldgicas ou quimicas. Seu corpe
de doutrina repousa, basicamente, nos conhecimentos do me-
tabolismo intermediario. Em vez de questdes, como o valor
bioclogico das proteinas, ou a composicdo quimica dos tecidos,
constituem seus topicos marcantes, por exemplo, a fosforila-
¢do oxidativa (6—13), a elucidacdo dos “marca-passos” (pa-
ce-makers) e suas concentracoes criticas (10}, o contrdle e a
perturbacao do “estado estavel” (steady state) de metaboli-
tos, 0 mecanismo de contrdle hormonal e nervoso de siste-
mas enzimaticos (14), a significacdo dos acidos nucléicos na
biossintese de proteinas (15, 16), e tanlos outros de seme-
Ihante repercusséo.

Dos resultados obtidos pela investigacdo bioquimica dina-
mica dos titimos anos, esta emergindo um panorama pro-
gressivamente mais unitario e integrado dos processos e das
reacdes (ue servem como substrato material para a manifes-
tacdo dos fendmenos da vida de um sistema biclégico.

Ficou evidenciado que os mecanismos metabolicos essen-
clais, embora extraordinariamente complexos e variados, sao
exercidos por um ntmerc relativamente pequeno de compo-
nentes basicos, metabdlitos, enzimas, coenzimas e cofatores.

A energia quimieca que possibilita a um sistema a realiza-
cdo de trabalho bioldgico, é resultado de um ntumero impres-
sionantemente reduzido de rotas e ciclos metabdlicos, entre os
quais, certamente se poem em realce a fosforilacdo oxidativa
16-9,13) e o “ciclo de Krebs” (10).

Esta, agora, em vias de ser conquistada uma idéia mais
precisa da maneira de producdo, transporte e utilizacdc desta
energia, e da localizacdo intracelular dos diversos processos
bioquimicos.

Os conhecimentos dos aspectos bioquimicos relativos ao
funcionamento normal de um sistema também estdo amadu-
recendo paulatinamente o bastante a ponto de poderem con-
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tribuir para uma feicdo nova da patologia déstes sistemas bio-
I6gicos. Esta contribuicdo nio ¢ comparavel & fornecida pa-
ra a Patologia, ha anos, através de informacdes ocasionais e
isoladas. ,

Fsta, estribada nas lesdes anatémicas e funcionais dos Or-
gaos e tecidos, incluindo o conceito de lesdo celular, imperou
na Medicina com exclusividade até quase os dias presentes.
30 recentemente, hd mais ou menos vinte anos, R. Peters (3,
5), o decano da Bioquimica inglesa, cunhou o térmo “bioche=
‘mical lesion” a fim de indicar uma patologia em nivel mole-
cular ou enzimatico.

Para exemplificar essa tendéncia moderna, basta chamar
a atencao para a origem da galactosemia (17—20), formacao
de bilirubina-conjugada e patologia dos pigmentos biliares
(21—23), porfitria (24—26), amino-acidurias (27), diabete
e cetose, quem sabe a arteriosclerose e o cancer, e tantos
outros casos, todos se reduzindo a uma insuficiéncia enzima-
tica e metabdlica.

Em todos éstes pontos, a Patologia nao foi simplesmente
vasculhar a Bioquimica para interpretacdes, mas as indica-
coes das deficiéncias nasceram de corolarios calcados na pes-
quisa bioguimica fundamental. Deve reconhecer-se, todavia,
gue as aquisicoes recentes da Bioquimica pura se encontram
ainda em fase inicial de projecdo sébre os diversos ramos da
Medicina.

Mas, é evidente em si que, em breve, éstes campos pode-
réo, e deverac apelar sempre mais para os recursos de base
que lhes pode oferecer a Bioquimica. E’ suficiente mencionar
o vasto esforco de pesquisas sObre cAncer, em face da Bioqui-
mica (28--30), os recursos novos vislumbrados pela aplicacao
de técnicas enzimaticas a analise clinica (1, 31), a ‘orientacao
que o conceito de antimetabodlito (32, 33) confere a certos se-
tores da Farmacologia, e as novas drogas, como os analogos
do acido folico, das purinas, do acido para-amino-benzéico,
os radio-miméticos e tantos outros que se inspiraram em con-
-sideracGes do metabolismo intermediario.
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1 — TRANSPORTE METABOGLICO DE ENERGIA QUIMICA.
PARTICIPACAO DE COMPOSTOS FOSFORADOS.

Um dos aspectos que ocupa posicao de maior realce no
metabolismo intermediario ¢ sem duvida o que se refere a
transferéncia de energia entre os diversos metabdlitos e a
aplicacao ultima da mesma como trabalho celular.

Os processos anabolicos, de sintese, que ocorrem na cé-
lula, consistem, em regra, de reacGes endoergbnicas. A mobi-
lizacdo desta energia quimica armazenada se realiza através
de trés fases capitais (10, 34), tdo bem assinaladas por Krebs.
Na primeira fase ha formacdo de oses, amino-acidos, acidos
graxos e glicerol a partir dos glicidios, proteinas e lipidios.
Em tal processo, apenas uma pequena parcela da Energia Li-
vre déstes compostos é liberada, sendo utilizada exclusiva-
mente na producdo de calor. Na segunda etapa verifica-se
uma degradacio parcial daquelas substincias unitarias (em
geral, trés ou mais hexoses, glicerol, em térno de vinte ami-
no-acidos e varios acidos graxos) dela resultando tmicamente
trés produtos finais: acetila-coenzima A, e-ceto-glutarato e
oxalila-acetato, dos quais 0 primeiro é o mais frequente.

Neste afunilamento de rotas metabdlicas, nem toda a
Energia Livre disponivel é liberada. Estima-se esta quantida-
de em um térgo do total, sendo aproximadamente dois tércos
aproveitados através da terceira fase.

A terceira etapa consiste num tnico processo, o “ciclo de
Krebs”, também denominado “ciclo dos acidos tri-carboxili-
cos”, a fornatha comum, se assim for permitido d1zer, do que
restou dos compostos de partida.

Comecando com substancias extraordinariamente com-
plexas, 0 organismo conduz o catabolismo a um Unico proces-
so final, comum a todos, no qual se verifica o maior aprovei-
tamento de sua Energia Livre, com admiravel economia
de biocatalisadores e metabdlitos intermediarios. A sua lo-
calizacdo nas mitocdndrias, a estas proporciona o papel de
verdadeiras usinas da comunidade celular.
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' Uma parcela dessa Energia Livre é transferida direta-
. mente ao adenosina-trifosfato, mas a maior parte, notada-
.mente a que provém do “ciclo de Krebs”, é canalizada pelo
processo de fosforilacdo oxidativa (9). Porém, em - ultima
instancia, o aceptor universal desta energia ainda é o adeno-
-sina-trifosfato (ATP) *. Na realidade, o importante derivado
fosforilado da base ptirica adenosina, serve de ponto de en-
contro comum dos processos metabolicos de oferta de energia
quimica e dos de solicitacdo energética, quer para a sintese
guimica de intmeros intermediarios € componentes plasticos
celulares, quer para o exercicio de trabalhos celulares. | Con-
fracao muscular (35—39), movimento protoplasmatico em
geral (37), conducéo nervosa (40, 41), transporte ativo de so-
lutos em secrecdo. e absorcio (42) etc. ]

A energia quimica utilizavel é armazenada e transmitida
pelo intermediario, ATP, em suas ligacOes-pirofosfato, con-
forme o conceito classico de Lipmann (45-47), que lhes atri-
buiu o térmo “ligacbes ricas em energia”, hoje universalmen-
te aceito.

A transferéncia de energia, em regra, se faz acompanhar
de uma reacdo de fissdo do ATP. Como exemplo caracteris-
tico pode ser citada a contracdo muscular, durante a qual o
ATP é cindido em adenosina-difosfato (ADP) e ortofosfato
inorgénico (Pi) (48):

ATP -+ HOH — ADP + Pi

E’ um tipico processo de hidrdlise que a rigor é executa-
do por transférases. Para a transferéncia, pode funcionar,
como alias o faz com muita freqiiéncia, a prépria agua, resul-
tando ortofosfato inorganico livre.

As enzimas que realizam éste ultimo tipo de reaciio levam
genéricamente o nome de fosfatases. Se o aceptor f6r um
composto organico, a substancia resultante sera fosforilada, e
nio mais se falard em fosfatases, mas em cinases.

* Nota — As abreviaturas empregadas encontram-se relaciona-
das na pagina 101. .
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Fundamentalmente, as duas reagdes sdo semelhantes, va-
riando apenas o aceptor final do fosfato a ser transferido.
Por exemplo:

R-COOH + ATP <—— > R-CO-P 4+ ADP (49,50)
Acila-fosfo-cinase

Glicose + ATP ———————> Glicose - 6 P+ ADP (51)

Hexocinases

GDP 4+ ATP <«————> GTP + ADP (52)
GDP - transférase

Através da acio das fosfatases e cinases ha ampla forma-
cdo de ortofosfato inorganico e ésteres de fosfato inorganico,
os quais por sua vez, poderao liberar o ortofosfato inorga-
nico por acao de outras fosfatases. Explica-se assim, a abun-
dante distribuicao dos compostos fosfatados e do Fosforo
inorganico, € a sua grande importancia na economia metabo-
lica do organismo vivo.

Um bom ntmero dessas reacdes ¢ reversivel. Elas po-
dem, por sua vez, estar interconectadas com uma cadeia de
outras reacbes também reversiveis. Em face disto, a concen-
tracao do éster fosfatado é capaz de atingir cifras criticas em
relacio as rotas metabélicas envolvidas, orientando-as ora
num, ora noutro sentido.

Como aquelas concentracdes podem ser controladas pela
atividade de fosfatases, estas chegam a exercer importante
papel como “marca-passos” auxiliares de nma ou outra ca-
deia metabolica correspondente.

A funcao do ortofosfato inorganico, de seus ésteres, e seus
anidridos com outros acidos, desde ha muito tem sido obje-
to de intensa e prolongada investigacdo em Bioquimica (53).
Para tanto as técnicas foram desenvolvidas apropriadamente
e os resultados déste trabalho em muito elucidaram proble-
mas metabdlicos basicos. Para ilustrar, apenas é lembrada a
descoberta ja remota dos diversos ésteres fosfatados da glico-
se, frutose, acido glicérico, acido pirtivico etc., que permitiu
estabelecer 0 esquema da glicdlise de Meyerhof-Embden.,



2. — FORMACAO METABOLICA DE PIROFOSFATO
INORGANICO

Curiosamente, s6 em anos mais recentes entraram em. fo-
co investigacdes que envolviam mais de perto o pirofosfato.
Tanto como o ortofosfato, ésse poderia, teoricamente, ser
transferido ou liberado em reagdes que envolvessem passagem
de energia quimica para outro substrato a partir do ATP.
Porém, apenas em 1942 foi observado que isto se verifica
normalmente com certa extensao no organismo vivo (54-60).
Dali por diante, acumularam-se as descobertas de reacbes bio-
quimicas que envolvem o pirofosfato inorganico. Se fésse
possivel tracar comparacGes, poder-se-ia afirmar que estas
ultimas reacdes tendem mesmo a sobrepassar de muito, em
ntmero e em significacao metabdlica, aquelas nas quais parti-
cipa simplesmente o ortofosfato inorganico.

Tiste relativo atraso se deve, principalmente, a duas ra-
z0es mais relevantes:

a) o desaparecimento do pirofosfato de sistemas biold-
gicos mais complexos pela presenca de enzimas hidroliticas,
as pirofosfatases inorganicas, que o transformam em ortofos-
fato ‘inorgéanico, evitando, pois, sua acumulacio;

b) a falta, por muito tempo, de técnica apropriada para
detectar e determinar quantitativamente o pirofosfato inorga-
nico liberado, ao lado do ortofosfato inorgamnico.

As tentativas anteriores consistiam sdomente em observa-
¢Oes ocasionais e isoladas, usando métodos bastante comple-
X0s e imprecisos que nao permitiam um estudo sistematico e
extenso.

Unicamente o advento da cromatografia permitiu obser-
var, em larga escala, que o pirofosfato inorginico realmente
se pode produzir e acumular em sistemas biologicos. Solven-
tes e condicdes apropriados foram exaustivamente desenvolvi-
dos para separar por cromatografia em papel € em coluna, nao
apenas o ortofosfato, pirofosfato, polifosfatos e metafosfatos
entre si, como também, concomitantemente, seus ésteres deri-
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vados, assim como os nucleotidios que os contém, e cuja pre-
senca pode impedir a dosagem mesmo grosseira do pirofosfa-
to (61).

Uma determinacdo quantitativa mais exata, ao lado do
ortofosfato, foi desenvolvida ha poucos anos (62), e somente
entdo, tornou-se possivel a exploracdo mais apropriada déste
topico. ‘

Tem-se verificado que, embora o pirofosfato inorgénico
resulte de um grande nuimero de processos bioquimicos, éle se
acumula apenas em casos isolados.

Em bactérias, levedos, algas € animais inferiores, porém,
pode ser observada a formacao de pirofosfato, bem como de
metafosfatos e polifosfatos em apreciaveis quantidades (63).
Atribuem-se a éstes verdadeiros depositos, funcgées metaboli-
cas (por exemplo, de reserva energética), particulares dague-
ies séres. Mas, nos animais superiores nao foi possivel, até o
presente momento, demonstrar acimulo de polifosfatos “in
vive”,

Experiéncias “in- vitro” realizadas mos ultimos dez anos,
nas quais a atividade de pirofosfatases prejudiciais era elimi-
nada, estabeleceram que em um enorme ntmero de reacoes
de alta importancia bioquimica ha formacao transitoria de pi-
rofosfato inorginico, o qual, em regra, ¢ metabolizado com
rapidez.

A luz dos conhecimentos atuais, o pirofosfato inorganico
vesulta normalmente, de reagbes nas quais participam nu-
cleosidlo-trifosfatos ou fosfo-ribose ativada, dos quais pro-
vém. Déstes nucleosidio-trifosfatos, .0 mais freqiiente doador
de pirofosfato inorganico ¢ certamente o ATP. Tal, provavel-
mente, se deve ao fato de ser éste composto reserva, interme-
diario (*carrier”) de energia quimica, aquéle mono-nucleoti-
dio que foi bem estudado e conhecido por mais tempo. Ha
oito anos, porém, Leloir Jancou novo conceito basico, em face
de bela evidéncia experimental, segundo a qual outros mono-
nucleotidios apresentam importantes funcdes como coenzi-
mas (64-66). O seu grupo estudou especialmente, os deriva-
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dos da uridina, aos quais foram adicionados logo, outros nu-
cleotidios, derivados da guanosina, citosina, inosina etc. O
papel bioquimico déstes nucleotidios embora objeto de inten-
sa investigacio, nao foi perscrutado em t6da a sua extensao.
Por isso, talvez, o nimero de processos conhecidos de producio
de pirofosfato inorgénico, que envolvem o ATP, &, presente-
mente, muito maior do que no caso dos demais mono-nucleo-
tidios.

A reacdo de cisdo do ATP em foco, consiste numm processo
de transferéncia da parcela nucleosidio-monofosfato a acepto-
res diversos, liberando-se o pirofosfato inorganico (PPi). Ha
reaches, porém, em que existe um aceptor de pirofosfato resul-
tando entdo, ao lado do nucleosidio-monofosfato em questao,
win composto pirofosforilado.

Kornberg postula um ataque nucleofilico sébre o nucleoti-
dio por parte do aceptor (67) (Esquema n.° 1).

Que o ataque se verifica sbbre o primeiro atomo de Fos-
foro e nao sobbre o intermedario, ficou ilustrado, como bhem
apontou Kornberg (67), pelas experiéncias de Boyer, Koeppe
e Luchsinger (68), ac examinarem com 018 a reacio de ati-
vacao do acetato pela adenila-cinase de Berg (69-72).

" As enzimas que catalisam ésse tipo de processo denomi-
nam-se nucleosidio-monofosfato-transférases. Naqueles ca-
sos em que a enzima forma provadamente um complexo in-
termediario com o nucleotidio, supbe-se que o mecanismo de
ataque seja semelhante (73-75).

Estes estudos sdo auxiliados, basicamente, pela observa-
cdo de “exchange reactions” dos nucleotidios com P32P3* (pi-
rofosfato radioativo), tipo de técnica de tdo larga aplicacao
no estudo bioquimico dos nucleotidos em geral.

De acdrdo com o aceptor do nucleosidio-monofosfato, os
processos de formacéo de pirofosfato inorginico podem ser
distribuidos em varios grupos, a serem descritos resumida-
mente a seguir:
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A) ACEPTOR: H,0.

Existe uma ATP-ase que hidrolisa o ATP até adenosina
— 5 fosfato (AMP) e pirofosfato (76). Esta enzima interes-
sante, cujo papel desempenhado ainda é obscuro, foi isolada
em semem de touro (77):

ATP 4+ HOH <« - s AMP 4 PPi

B) ACEPTOR: OUTROS NUCLEOTIDIOS. FORMACAO
DE DI-NUCLEOTIDIOS COM PONTE P-O-P E DE OUTRAS
COENZIMAS

Um grande ntmero de transférases de nucleosidio-mono-
fosfato permitem obter di-nucleotidios, de extensas funcoes
metabolicas.

Piridina-Nucleotidios.

Foi revolucionaria, em seus dias, a descoberta de Korn-
berg referente a formacao enzimatica do di-fosfo-piridina-nu-
cleotidio (DPN) (58, 59, 78, 79). Este composto, bem como
o seu derivado, o 2 fosfo-DPN, ou seja, TPN, sdo coenzi-
mas essenciais da maior parte das reacdes enzimaticas que en-
volvem desidrogenacdo cu hidrogenacdo, isto é, reacOes das
guais participam desidrogénases.

Através dos piridina-nucleotidios, inicia-se o transporte
do Hidrogénio de substrates até ao Oxigénio molecular a fim
de sintetizar agua, percorrendo a cadeia de fosforilagdo oxi-
dativa.

Estes di-nucleotidios servem, no caso das reacbes de oxi-
reducdes acopladas (10), como depdsito temporario de ener-
gia quimica, ao lado do ATP, constituindo uma espécie de
curto circuito de transferéncia energética. O DPN devera es-
tar presente em todas as células como componente essencial,
participando, praticamente, em todos os processos metabdli-
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cos de sintese ou degradacao que compreendem fendmenos res-
piratérios. Nesta posi¢do chave, as concentracées relativas do
DNP oxidado e DPN reduzido, servem como “marca-passo”
metabdlico de ampla repercussdo (10).

Kornberg conseguiu isolar do “po6 de acetona” de figado
1ma enzima que realiza a segninte reacao:

NMN + ATP <———> DPN + PPi

Nicot-Rib-P + P-P-P-Rib-Aden <—» Nicot-Rib-P-P-Rib-Aden +  PPi

E’ uma reacdo reversivel, na qual se observa uma piro-
fosfordlise do DPN. Fica evidente que a concentracdo perma-
nente do pirofesfato influencia a intensidade de formacdo do
DPN e portanto, indiretamente, os processos metabolicos de-
pendentes déste ultimo.

Flavina-Nucleotidio.

O flavina-adenina-dinucieotidio (FAD) difere do DPN
somente em ter substituido a nicotinamida (vitamina B5) por
riboflavina (vitamina BZ). Metabolicamente, o papel preen-
chido pelo FAD n&o ¢é tao amplo como o do DPN; mas tam-
bém participa do sistema enzimatico de forforilacao oxidativa
e funciona como intermediario, no transporte do Hidrogénio
em geral, recebendo-o do DPN reduzido. Podera mesmo, ser
aceplor direto de Hidrogénio a partir de alguns metabolitos,
notadamente do sucinila-CoA, e na primeira desidrogenacao
de acilas-CoA . Esta nltima reacao coloca o FAD entre os com-
ponentes essenciais do sistema enzimatico que degrada os &ci-
dos graxos.

A sua sintese. igualmente ubiqua, é semelhante a do DPN
(80):

FMN + ATP <———> FAD + PPi

Flav-Rib-P + P-P-P-Rib-Aden <——> Flav-Rib-P-P-Rib-Aden + PPi
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Também ésie processo é reversivel, devendo novamente
ser acentuada a importancia cinética da concentracdo atual
do PPi.

Coenzima A.

De ano a ano sdo descobertas outras participacoes déste
nucleotidio em processos metabolicos. A maior parte das
chamadas “reacdes de ativac@o” de substncias carboxiladas
{acidos graxos, acido nicotinico, acido colico, acido benzéico,
etc.) consistem em combinacbes com aquéle derivado sulfi-
drado do acido pantoténico. E a metabolizacio destas subs-
tancias, pelo menos em maior parte, inicia-se obrigatoriamen-
te através désse primeiro estagio de ativacao.

Uma série de trabalhos, comecando com os de Lipmann
¢ colaboradores (81), permitiu estabelecer o roteiro de sintese
do importante nucleotidio:

Pantoteina-P -+ P-P-P-Rib-Aden <—> Pantoteina-P-P-Rib-Aden + PPi

(CoA-SH) Pantoteina-P-P-Rib-Aden
l
P + ADP

Mais uma vez .0 pirofosfato inorganico participa de ma-
neira fundamental na formacac reversivel de um componen-
te essencial do metabolismo de qualquer sistema bioldgico.

C) ACEPTOR: OUTROS METABOLITOS FORMANDO
NUCLEOTIDIOS DE GLIGIDIOS (ATIVACAO) COM
PONTES P-0O-C.

Em 1950 tiveram inicioc os brilbantes trabalhos do grupo
de Leloir de Buenos Aires, em tdérno dos uridina-nucleoti-
dios (64). InvestigacGes subseciientes (por ex.: 65, 66, 82,
83), demonstraram o papel exercido por estas substincias no
metabolismo dos glicidios: por exemplo, na conversio da ga-
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lactose em glicose, na sintese de sacarose, trehalose e outros
holosidios a partir de oses, na formacio do acido glicurdnico
a partir da glicose, na formacao da glicosamina e da galacto-
samina e sua metabolizacio até a incorporacio em osidios su-
periores (“mucopolissacaridios”, quitina) etc.

Em todos ésles processos, as oses nao participam direta-
mente, mas reagem “ativadas”, combinadas com um uridina-
nucleotidio. Na realidade, sdo transferidas dos ultimos para
outros aceptores ou sofrem modificacbes prévias, sob forma
de osidios do nucleotidio em foco.

Ao lado da uridina, também sfo conhecidos outros nu-
cleotidios derivados da guanosina [ guanosina-difosfo-manose
{84, 85) 1, da citosina [ citosina-difosfo-colina, (86}, citosina-
difosfo-colamina |, de fungdes bioquimicas estabelecidas.

A uridina-difosfo-glicose (UDPG) é resultante da acéo de
uma transférase que age sobre o uridina-trifosfato (UTP)
(87, 88), sendo aceptor a glicose-1 fosfato.

uTp  + Glicose-1 P <4———— UDPG -+ PPi

O UDPG pode, por sua vez, ser transformado enzimati-
camente, em uma série de derivados. Entre éles sobressai o
uridina-difosfo-acido-glicuréonico (UDPGA) (89), que é a co-
enzima que permitird o acoplamento do acido glicuronico (82,
90) com fendis, acido micotinico, bilirubina livre (23) etc.,
através da acido-glicurdnico-transférase.

O UDPG pode ser transformado, por inversfo tipo Wal-
den, em uridina-difosfo-galactose (UDPGal) (91), eventual-
mente dando origem a uridina-difosfo-glicosamina (UDPGam)
e uridina-difosfo-galactosamina (UDPGalam). Todos éstes
compostos desempenham o papel de fonte dos metabolitos
conjugados guandoc sao incorporados em osidios ~biologica-
mente importantes.

Também o guanosina-trifosfato (GTP) (86), e o citosina-
trifosfato (CTP) (92), sdo substratos para reacdes de transfe-
réncia analogas as ilustradas acima.

Vé-se, pois, que o pirofosfato inorgamico participa de pro-
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cessos metabdlicos chaves reversiveis, em cuja eficacia podera
influir com sua concentracdo local.

D)y ACEPTOR: ACIDOS GRAXOS E AMINO-ACIDOS.
PROCESSOS DE ATIVACAO, COM FORMACAO DE
PONTES P-0-C. ‘

Acidos Graxos.

Tanto o grupo de Lipmann (93-95), como o de Green
(96), haviam verificado hd poucos anos, que a ativacio de
acido acético pela coenzima A (CoA-SH), precedendo a sua
degradacdo oxidativa, requeria, num processo reversivel, ATP,
o qual viria posteriormente a se degradar em AMP e PPi:

CH,-COOH + CoA-SH + ATP <—> CH,-CO-S-CoA + AMP 4 PPi

Tal esquema ndo esclarece adequadamente o modo de
participacdo do ATP. Evidéncia experimental, relativamente
convincente, indica que o processo se realiza em duas etapas,
com a formacéio intermediaria de um anidrido do éacido com
AMP, um acila-AMP; éste, por seu turno, reage diretamente
com CoA-SH:

CH;-COOH + ATP <—> (OH,-CO-AMP 4 PPj

ﬁ\ CoA-SH
CH,-CO-S-CoA + AMP.

De fato, o acido em presenca de ATP, mesmo sem CoA-
SH, da reacdo de hidroxamato com hidroxilamina, bem como
nestas mesmas condi¢gGes se verifica “exchange reaction” en-
tre ATP e P*P3% radioativo (69, 72, 97).

A transformacao dos acidos graxos superiores em acila-
S-CoA também exige a presenca de ATP, que se transforma
em AMP:PPi (98, 99), sendo admissivel que intermediaria-
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mente se formem acilas-AMP.

Ha indicacdo experimental de que tal acontece na ativa-
cdo do butanoico (100) e do octandico (101), e sem grande
temor de érro, podemos sugerir que éste processo é geral,

Fenomeno semelhante se observa com o acido benzoico
(102, 103) durante a sintese de acido hipurico e outros deri-
vados a serem excretados, e com o acido colico (104, 105) pre-
cedendo a formacfo dos acidos glicocolico e taurocélico.

A ativacdo dos acidos graxos € essencial quer para a sua
esterificacdo, quer para encetarem a rota de degradacdo oxi-
dativa até acetila-CoA, fragmento de dois carbonos que de-
semboca no “ciclo de Krebs”.

Estas reacdes de grande vulto quantitativo na economia
de um sistema bioldgico tem seu inicio marcado, como ficou
evidente, pela producdo também aprecidvel de pirofosfato
inorganico.

Pode ser mencionado nesta altura, outro aspecto que &n-
volve uma das fases de biossintese da Coenzima A. O Acido
pantoténico é wm dipeptidio, formado a partir de B-alanina e
acido pantodico; neste caso ¢ exigida a presenca de ATP, que
termina por cindir-se em AMP e PPi (105, 106) .

Foi verificado que a “exchange reaction” enire ATP e
P32p32 é dependente de acido pantodico e ndo de B-alanina,
sendo, portanto conclusivo que aquéle é o reagente que passa
por uwma fase intermediaria de ativacdo, por influéncia do
ATP.

Aminoc-Acidos.

Mas éste fendmeno ndo abrange somente os nucleotidios
‘ou os acidos carboxilicos. Até o presente nfo foi possivel elu-
cidar adequadamente o mecanismo bioquimico pelo qual os
amino-acides sdo ordenados e combinados para formar ma-
cro-moléculas de polipeptidios e proteinas. '

Constituiram um passo marcante neste sentido ,0s traba-
lhos do grupo de investigadores de Boston, sob inspiracdo de
F. Lipmann (46, 72, 107 — 109) . Observaram pela reacao do
hidroxamato, que extratos enzimaticos do sobrenadante (que
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Hoagland et al. denominaram “fracdo pH 5”) podem “ativar”
amino-acidos, com ATP presente. O produto resultante, ao
lado de PPi inorganico, foi identificado como sendo um ami-
no-acila-AMP:

R-CH-COOH 4 ATP <> R-CH-CO-AMP - PPi

I |

NH NH

Lo
b

Sabe-se também que esta ativacdo prévia é essencial para
a formacao de polipeptidios pelas microsomas (110). Neste
processo néo ha participacdo de CoA-SH, ao contrario do caso
anterior. A reacdo se realiza diretamente entre os amino-aci-
dos ativados com AMP:

R,-CH-CO — AMP + R,-CH-CO—...

|

NH, NH,

R,-CH-CO

NH,

Estas reacOes preliminares introduzem qualquer sintese
protéica. Realizam-se, por conseguinte, em todos os sistemas
biologicos, e é dbvio que toda sintese protéica é acompanhada
de producao de vultosa quantidade de pirofosfato inorgénico.
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E) OUTROS ACEPTORES. ATIVACAO, COM FORMACAO
DE ANIDRIDOS DE ACIDO ETC.

Salfato,

Foi determinado que a incorporacdo de radical sulfato
em metabolitos (por ex.: nas “Bausteine” de “mucopolissaca-
ridios”) ¢ precedida de um estagio de ativacdo. Toma parte
ai, o ATP, formando-se PPi livre (111-113). Provavelmente
o sulfato ativado consiste de uwm AMP-3’fosforila-sulfato
(114} .

Processo analogo parece verificar-se com selenato (115).
O mesmo foi sugerido para a ativacido de nitratos, cloretos,
transporte de fragmento de um Carbono independentemente
de acido tetra-hidro-folico, fenolatos ete. (67).

Metionina.

Uma ativacdo nio carboxilica da metionina foi descober-
ta, ha poucos anos, por Cantoni (116-118). Esta é essencial
nas reacoes de transferéncia de radicais metila, dos quais a
metionina é o doador por exceléncia. Isto se verifica nos pro-
cessos metabodlicos de metilacao como os de formacio de co-
lina, metila-histidina, sarcosina e betaina, adrenalina etc.

Na ativacdo da metionina resulta, com a presenca de
ATP, o intermediario S-adenosila-metionina, além de ortofos-
fato e pirofosfato inorganicos. Nota-se que no composto ati-
vado o ATP perdeu todos os seus radicais fosfatos e o atomo
de Enxofre da metionina encontra-se diretamente ligado a ose
-do nucleosidio.

CH, NH,,

Adenina - Rib - S - GH,-CH, - CH - COOH
+
Citrulina.

Recentemente, uma série de descobertas complementaram
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as reacoes intermediarias do ciclo classico da uréia, formula-
do por Krebs, ja em 1932 (119).

Assim, a aminacao de citrulina, para formar arginina,
requer a presenca de acido aspartico (120). Na realidade ha
formacao intermediaria de arginino-sucinato, sendo doador
de fato do grupo amino, o acido aspartico, que sera regenera-
do pelo acido oxalacético por transaminacao.

A formacao de arginino-sucinato partindo da citrulina e
do acido aspartico, somente se realiza com a presenca de
ATP, que no final da reacdo se desdobra em AMP e PPi.
Sugere-se a producdo inicial de um citrulina-AMP, o qual se-
ria desdobrado pela acdo do acido aspartico (67) (Esquema
nl 2).

F) ACEPTOR: NUCLEOTIDIOS, COM FORMACAO DE
ACIDOS NUCLREICOS E POLINUCLEOTIDIOS. PONTE
C-0-P-0-C..

Um campo bioquimico que atualmente desperta extraor-
dinario finterésse é o que investiga o papel metabdlico exerci-
do pelos acidos nucléicos. A sua importancia é motivada pela
participacdo essencial que tém em um ntmero variado de fe-
ndmenos biolégicos, como por exemplo, nos mecanismos de
hereditariedade genética, de acdo e formacao de virus, de evo-
iugdo do cancer, de biossintese protéica.

Indiretamente, o topico de fato subjacente aos demais
consiste na formacao da molécula de proteina. Nessa, a pre-
senca do acido nucléico é imprescindivel, sendo-lhe atribuida
uma funcido de matriz orientadora e ordenadora na estrutura-
cao da cadeia polipeptidica.

Para a elucidacdo déste problema, bem como dos demais
ligados aos importantes metabolitos que sdo os 4acidos nu-
cléicos, a descoberta dos processos de biossintese dos mesmos
é um passo inicial.

Bem recentemente, dois laboratérios, o de Ochoa e o de
Kornberg, lancaram, independentemente, as primeiras résteas
de Inz sObre éste topico. ; ~

O primeiro obteve uma sintese “in vitro” de acido ribo-~



W
R — NH— C—OH
Citruling
NH

R — NH —C — NHz  +

Arginina

ESQUEMA N2 2 :

+— ATP

COOH

CH2
!
COOH

ATIVAGAO  DE

CITRULINA.

[~

R

- NH-—

NH —

NH

COOH
i
C —NH — CH

|
CHe
{
COOH

NH

il
C — P — Adenosina + PP;

-+  AMP

— 0§ —



UFRGS
nst. Ciéncias Basicas da Saide
Biblioteca

— 31

nucléico (RNA), partindo de difosfo-nucleotidios, através de
uma polinucleotidio-fosforilase  (121-124). fiste estudo fol
amplamente confirmado por outros (67, 125-128).

Kornberg obteve uma enzima purificada que realiza &
sintese de acido desoxi-ribonucléico (DNA) (67, 129, 130).
Neste processo foi necessario usar como substrato, trifosfo-
niucleosidios, sendo insuficientes os difosfo-compostos. A en-
zima néste caso ndo é uma fosforilase, mas uma polinucleoti-
dio-pirofosforilase. Os substratos ensaiados foram os trifos-
fatos de timidina (TPPP), desoxicitidina (CPPP), desoxigua-.
nosina (GPPP) desoxiadenosina (APPP), sendo necessaria a
presenca simultinea dos quatro desoxinucleosidio-trifosfatos,
bem como do ion Mgtt e de “primer” de DNA, (de origem
animal, vegetal ou de virus), prescindindo-se porém de ATP.

A reac@o pode ser esquematizada pela seguinte ‘equagéof

n (TPPP 4+ CPPP 4+ GPPP 4+ APPP) + DNA <——>
<> DNA (TP2CP-GP-AP) + 4 n PPi

Vé-se que o processo € reversivel, e que é formada uma
enorme uantidade de pirofosfato.

Considerando que um numero muito grande de molécu-
las de nucleotidios sfio incorporados em uma so0 molécula de
DNA, havera uma liberacio de x moles de pirofosfato para
cada mol de DNA sintetizado.

Kornberg verificou ainda que concentracdes mais eleva-
das de pirofosfato (10-3M), no meio, tornavam o processo
deslocavel no sentido inverso. Isto sublinha a importancia
exercida pela concentracdo local de pirofosfato e sua metabo-
lizacao -subsequente, em face de mais éste processo bioquimi-
co basico e de todos os outros déle dependentes.

G) REACOES COM FOSFO-RIBOSE-PIROFOSFATO E
COMPOSTOS NITROGENADOS (BASES PURICAS E PIRI-
MiDICAS, GLUTAMINA). FORMACAO DE PONTE C-N.

Existem outras reag¢des que contribuem para a formacgio
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de acidos nucléicos e durante as quais, também ha a formagao
de pirofosfatos. \

Os nucleotidios podem surgir no organismo animal atra-
vés de véarias rotas: a) por degradacio de acidos nuciéicos; b)
por reagdo entre bases puricas e pirimidicas com 5 fosfo-ribo-
sila-1 pirofosfato; e ¢) por neoformacdo a partir de 5 fosfo-
ribosila-1 pirofosfato. k

Nas duas altimas rotas surge ‘secundarlamente plrofosfa-
to inorgénico.

A Dbiossintese dos nucleotidios derivados de bases pirimi-
dicas inicia-se pela formacéao de acido orotico. fste se conden-
sa com 5 fosfo-ribosila-1 pirofosfato, resultando orotidina-b’
fosfato.

A descarboxilacdo do orotidina-5’ fosfato produz uridi-
na-b’ fosfato (UMP), do qual derivam os demais nucleotidios
que incluem bases pirimidicas (131-132) (Esquema n.° 3).

O pirofosfato inorganico aqui se encontra participando
em mais outro processo reversivel, no qual resulta um com-
posto chave para um grupo de metabolitos essenciais.

Varics laboratdrios trabalharam extensivamente na sin-
tese de nucleotidios derivados de bases puricas. Foi verifica-
do de inicio que o organismo consegue recuperar diretamente
as bases puricas (133-138), condensando-as com 5 fosfo-ribo-
sila-1 pirofosfato (139-141):

Adenina -+ P-P-Rib—P <———-> Adenina-Rib—P - PP

1

Os dois grupos que maior contribuicdo trouxeram para

a elucidac@o da neoformacdo déstes nucleotidios, foram os de
Greenberg (142-145) e de Buchanan (146-149).

' Ficou evidenciado por éstes pesquisadores que o organis-

mo nao sintetiza préviamente o nucleo purico para depois

transformé-lo num nucleosidio, mas a biossintese parte do

composto ja mencionado o 5 fosfo-ribosila-1 pirofosfato, so6-

bre o qual é construido o nucleo heterociclico do nucleosidio-
monofosfato. -

Verificou-se (ue o primeiro passo nesta sirtese consiste

na reacio entre a fosforibose ativada e a glutamina, resultan-
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do a 5 fosfo-ribosilamina, acido glutimico e pirofosfato (150)

(BEsquema n.° 4),
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A fosfo-ribosilamina servird como ponto de partida para
a formacdo dos nucleos da purina com auxilio de glicina,
fragmento de um Carbono, glutamina, CO,, acido aspartico
e ATP,

Todavia, processos semelhantes para os desoxinucleoti-
dios, partindo, por exemplo de 5 fosfo-desoxi-ribose-1 piro-
fosfato, nao puderam ser descobertos até a presente data.

Deve chamar-se a aten¢do para o fato de, na sintese dos
acidos nucléicos, pelo menos em duas fases, isto é, ao se for-
marem os nucleotidios, como vimos aqui, ¢ na condensacdo:
dos mesmos para polinucleotidios, como descrito mais acima,
haver producdo abundante de pirofosfato.

H) A PARTIR DE ORTOFOSFATO.

Finalmente, Roche e seus colaboradores (151-154) comu-
nicaram a interessante obtencio “in vitro” de apreciavel quan-
tidade de pirofosfato inorganico a partir de ortofosfato inor-
ganico, utilizando uma preparagido enzimatica de pirofosfa-
tase intestinal. Mas até a presente data, éste achado nio foi
confirmado por outros laboratdérios, bem como carece de in-
terpretacdo termodindmica adequada.

3. — METABOLIZACAO DO PIROFOSFATO

No subcapitulo anterior, foram delineados rapidamente
0s processos enzimaticos observaveis em animais superiores,
que conduzem a liberacdo de pirofosfato inorganico.

E’ perfeitamente plausivel, em vista da extensfo désse
tipo de reacbes e da evolucdo acelerada da investigacdo bio-
quimica, que novos mecanismos de produc@o de pirofosfato
sejam descobertos em futuro proéximo.

Tais reactes levam concomitantemente 4 biosintese de
uma pléiade de compostos, essenciais na engrenagem bioqui-
mica da célula: '

a) Uma série de coenzimas, como as que colaboram em
reactes de oxi-reducdo (DPN, TPN e FAD); a coenzima A,
imprescindivel nos processos de ativacio de compostos car-
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‘boxilados, os nucleotidios (derivados da uridina, guanosina e
citidina), que possibilitam as reacdes de transglicosidacio e a
interconverséo de oses e de derivados (UDPG, UDPGA,
UDPGal, UDPGam, UDPGalam e derivados) e a sintese de
-fosfolipidios  (CDP-colina ¢ CDP-colamina) .

b) <Compostos ativados, tais como amino-acidos, acidos
graxos e outros acidos carboxilados (constituindo isto o pri-
ngeiro passo em sua posterior metaboliza¢do), bem como sul-
fatos, metionina, e a citrulina no ciclo da uréia de Krebs,

¢) ~Nucleotidios em primeira fase, e, posteriormente, po-
linucleotidios, ou sejam, acidos nucléicos.

Vé-se que éstes mecanismos dominam largos campos
do metabolismo intermediario:

biossintese de oses ,seus derivados e osidios;
biossintese de proteinas;
biossintese e degradacéo de acidos graxos;
biossintese de fosfolipidios;

biossintese de acidos nucléicos. ;

Sao, em maior parte, processos anabdlicos e quimica-
mente reversiveis, depenndendo entédo, a sua realizagio eficien-
te no sentido de sintese, do afastamento adequado dos produ-
tos de reacao.

Nagquelas rea¢bes onde ha marcado acréscimo negativo
de Energia Livre (AG), e que, portanto, se realizou com
grande espontaneidade, a eliminacio do pircfosfato inorgani-
co nao se tornaria obrigatoria, sob ponto de vista termodina-
mico, com o objetivo de guiar o processo no sentido sintético.

Quase todas as reacdes acima estudadas sdo quimica-
mente reversiveis, embora algumas sé restritamente, e a sua
queda em Energia Livre ndo é tao acentuada. Torna-se entdo
necessario diminuir constantemente a concentracio local do
pirofosfato, ou seja, a sua atividade, afim de conduzir o.pro-
cesso no sentido anabdlico. Para a execucgdo disto, poderiam
ser sugeridos trés mecanismos:

a) As reacdes estudadas também podem ser cons1dera~
das - como pn‘ofosforohses, se encaradas no sentido inverso.
Por sinal, as enzimas correspondentes, frequentemente levam
‘0 nome de. pirofosforilases. /
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E’ um processo semelhante aos de fosfordlise ou hidroli-
se, sendo ai, também, o pirofosfato inorganico usado num
processo de ciséo de outras moléculas complexas. Alias, al-
guns autores atribuem & pirofosforoélise, ao lado da fosfordli-
se, singular importancia, notadamente no caso da degradacao
dos acidos nucléicos, que entdo exerceriam também o papel
de um imenso reservatério de nucleotidios facilmente mobili-
zaveis, se assim for solicitado pelo organismo.

Pois bem, é perfeitamente concebivel que uma parcela
de pirofosfato inorganico produzida em determinada reacfo,
a qual momentaneamente  deve prevalecer sdbre as demais,
seja reulilizada em oulros processos semelhantes que funcio-
Iia‘m, porém, em sentido inverso, isto é, de pirofosfordlise.

Kornberg chega a propor interessantes mecanismos de
possiveis utilizacdes de pirofosfato inorgénico, com o fito de
reaproveitar a Energia Livre ainda apreciavel, existente no
mesmo (67) .

b) Um outro mecanismo que pode ser sugerido, em tese,
é-0 da diminuicdo local do pirofosfato inorganico através da
passagem do mesmo a compartimentos subcelulares vizinhos..
O tema ainda nio foi explorado, e provavelmente s6 o pode-
ré4 ser apos uin conhecimento mais aprofundado do fendme-
no-de permealidade de membranas.

Pouco se conhece sdbre: como, ¢ em que condicionamen-
to o don ortofosfato, e muito menos, o ion pirofosfato podem,
passiva. ou ativamente, passar através de organiculos mem-
branosos.: :

¢). Tais mecanismos, todavia, seriam acidentais, como
pode ser vislumbrado sem maior dificuldade. E’ sugestivo,
pois, procurar-se um processo 1mais geral que permita o con-
trole da concentracio local do pirofosfato inorgénico. fste é
fornecido pela hidrolise enzimatica do mesmo por pirofosfa-
tases inorgénicas. \ :

A Energia Livre (AG) para o processo foi determinada,
atingindo o valor de -8,9 keal, num pH 7,5 (156, 157):

- -~ +
HP,0. <——> 2HPO, + H A G — -89 keal.
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Tal quantidade é perfeitamente adequada para impulsio-
nar as reacoes das pirofosforilases no sentido anabdlico.

E’ evidente que a distribuicao das pirofosfatases deve ser
ubiqua. Em segundo lugar, é de ser esperado também, que
existam varios tipos desta enzima, com condi¢coes de funcio-
namento 6timo as mais variadas (pH, ativacfo, inibi¢do do
substrato etc.), uma vez que a pirofosfatase devera atuar em
locais e situacdes igualmente as mais diversas.

Realmente, desde ha mais tempo, foi possivel observar
que muitos tecidos animais, bem como plantas e microorga-
nismos, apresentam atividade de pirofosfatase.

Foi provado existir em bactérias (158, 159), fungos (160,
161), levedos (162-166), plantas (164, 167-169) e diversos te-
cidos animais: figado (170-173), rins, mucosa intestinal
(174), cérebro (175, 176), musculo (177), osso, baco (180-
182), bem como em soro (183, 184), eritrocitos (178, 179) e
plaquetas (1853). '

Estas diversas pirofosfatases (ou melhor, atividades piro-
fosfatasicas), ainda ndo foram estudadas suficientemente pa-
ra permitirem uma classificacdo adequada. Os seus pH 6ti-
mos, em geral se distribuem por quatro zonas (pH: 3,5 — 4,5,
6-7, 7-8, e acima de 8) (cf. 186), enquanto outros preferem
adotar trés zonas: a acida, a alcalina e a neutra, uma vez que
nao se observaria separacio muito distinta entre as duas zonas
intermediarias (173).

O aspecto cinético quimico das pirofosfatases, também
niio foi investigado amplamente. Nao foi cristalizada nenhu-
ma pirofosfatase de tecidos animais e a unica obtida neste es-
tado foi isolada por Kunitz a partir de levedo (187).

. Sabe-se que, em regra, exigem como cofator o ion Mgtt,
pelo qual sdo ativadas (173, 188, 189). Podem ser inibidas
por ions fluoreto e calcio (173, 190), necessitando grupos ndo
bloqueados de sulfidrilas (173, 190-192) .

4. — ATIVIDADE PIROFOSFATASICA NO SO0RO HU-
MANO.

Até a presente data, a determinac@o das pirofosfatases do
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sOreé ou plasma sangiiineo néo tem despertado interésse mno
sentido de aplicacio clinica. Isto, provavelmente, se deve ao
fato de nao ter surgide técnica adequada de controle para a
dosagem de pirofosfato ao lado de fosfato inorganico, no meio
de incubacfo, nem' razdes de ordem clinica que solicitassem
tal tipo de técnica de analise.

. Porém, s&o certamente justificadas as investigacoes so-
bre esta enzima no terreno patologico. O reflexo clinico de
um estudo desta natureza, evidentemente, esta fora do ambito
do bioquimico. Contudo, o seu. desenvolvimento metodologi-
co, a fundamentacio bioquimica correspondente e as diretri-
zes para uma eventual valorizacdo de ordem patoldgica ou
mesmo clinica, podem ser perfeitamente indicadas pelo bio-
quimico, pertencendo isto ao seu campo de trabalho. Todavia
fogem-lhe, em tése, competéncia e ambientacdo para julgar
adequadamente wma técnica de analise sob o ponto de vista de
diagnostico, prognoéstico ou orientacdo de terapéutica.

Da mesma forma, em principio, ¢ alheia ao clinico ou ci-
rurgido, a capacidade de avaliacdo critica de um método de
analise em si. Pode ser mesmo acrescentado, mnesta altura,
que a invasfo indevida dos campos proprios de um pelo ou-
tro, sdo extremamente indesejaveis e perigosos, exigindo-se
por isto mesmo, uma colabora(;ao mais. entrosada entre o mé-
dico e 0o bloquimico. ,

A Enzimologia, o campo mais recente e mais domlnante
da Bioquimica, esta iniciando sua aplicacdo pratica na Medi-
cina. Além dos subsidios que vem fornecendo, sempre com
maior fertilidade, para a interpretacio etiologica, algumas de
suas técnicas ja s&o adaptadas a rotina da clinica.

O conjunto de me’todos de andlise clinica foi estruturado
basicamente mais ou menos, até 1930 (2).

Um Tamo completamente diferente, porém revoluciona-
rio e promissor vem se ampondo adora a éste grupo: é a ana-
lise enzimatica. _

~ Stewart (1), quando discute o “desenvolvimento da qui-
mica clinica” afirma que a “tendency of Clinical Chemistry
to penetrate into new fields of enquiry must continue as re-
search extends the range of possible analysis” — indicando
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como primeiro exemplo “increasing use of enzyme reactions
both in the determination of chemical constituents of the bo-
dy and in studying the reactions which become abnormal in
disease, with its corollaries, the greater use of tissue biopsy
material and ultra-micro methods of analysis”.

" Ao lado do emprégo de uréiase ou uricase, na determina-
cao de seus respectivos substratos, mais recentemente as pro-
prias enzimas comegaram a ser dosadas, para efeito clinico:
UDPGal-transférase em galactosemia (20, 193-197), UDPGA-
transférase e UDPG-desidrogénase nos casos de defi-
ciéncia de conjugacdo de bilirubinas, como por exemplo, na
moléstia de Gilbert (198). Ja se tornaram classicas as dosa-
gens de acido-glutamico-oxalacético-tranaminase do séro
(SGOT) em enfarte do miocardio (199-204), enquanto outros
indicam como mais informativa a determinacio da acido-la-
tico-desidrogénase (205-210).

Neste sentido também foram consideradas a acido-mali-
co-desidrogénase (209, 210), a alddlase (205, 209) e a fosfo-
hexose-isomérase (205) .

Quanto a afeccbes hepaticas, foram estudadas novamente
a SGOT (212-216) e outra enzima semelhante, porém néo en-
volvida com enfarte de miocardio, a acido-glutadmico-pirtvi-
co-transaminase (SGPT) (213, 217). Também foi focada a
acido-latico-desidrogénase (207, 218) e a aldolase (219, 220),
em relacdo a disfun¢des hepaticas.

N#o é necessario discutir a larga aplicagdo desde ha tem-
pos, da determinacdo da fosfatase acida e da fosfatase alcali-
na na clinica.

Ja em 1943, Warburg e Christian (221), levantaram a hi-
potese de que no caso de neoplasias poderia haver um ex-
travasamento, ao sbéro, de certas enzimas, especialmente do
tipo glicolitico. Analogamente, ¢ em face do exposto acima,
ocorre desde logo, a possibilidade de passagem também da pi-
rofosfatase & corrente sanguinea. Tal poderia surgir nio so-
mente em neoplasias, mas em tédas aquelas situacbes mnas
quais haja proliferacio e lesionamento tecidual.

A atividade pirofosfatasica no soro seria mais acentuada
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no caso de afeccbes de orgdos caracterizados por metabolis-
mo mais ativo (por exemplo, o figado).

E’ notdria a intensificacdo metabdlica em tecido neopla-
sico. Nestes a ATP-ase tecidual é elevada de muito (222, 223).
Também a producdo de acidos nucléicos é aumentada, cons-
tituindo isto exatamente uma caracteristica da proliferacio
neoplasica. Foi visto acima que a sintese de acidos nucléicos
envolve pelo menos, em duas fases, produc¢ido avantajada de
pirofosfato, que devera ser eliminado pelas pirofosfatases. -
Por conseguinte surge a possibilidade de o tecido, ter incre-
mentada a sua atividade pirofosfatasica.

Em face disto, poderao justificadamente ser aventadas as
seguintes hipoteses:

a) existe uma superproducio de pirofosfato que se acu-
saria por um actmulo do mesmo na corrente circulatdria;

b) surge uma atividade pirofosfatasica mais acentuada,
que se traduziria em taxas mais elevadas da mesma no séro
sanguineo.

O presente trabalho nasceu destas consideracdes acim
expostas. ‘

O autor julgou perfeitamente justificado e de eventual
utilidade clinica abordar o topico ,sob prisma bioquimico.

Como passo inicial se impunha desenvolver técnicas de
determinacgido de pirofosfato inorgénico e de atividade piro-
fosfatasica mo plasma ou séro. O primeiro até a presen-
te data, ainda nao tinha sido tentado e o segundo o foi, porém,
fora dos objetivos aqui indicados. Fstes dois pontos consti-
tuem o objeto principal do presente trabalho.

Uma vez estabelecidas e caracterizadas as técnicas de
analise, deveriam ser verificadas as taxas mormais, para de-
pois ‘serem vasculhadas aplicacdes de ordem clinica. Eviden-
temente, esta ultima parte escapa ao setor diretamente afeto
a0 bioquimico.

Da mesma forma, a valorizacio clinica déstes métodos
abrangendo muitas entidades patoldgicas, somente podera ser
feita em ampla investigacio estatistica.

Tal programa de pesquisa é unicamente exeqiiivel a base
de um grupo de trabalho orientado neste sentido, fugindo,
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portanto das caracteristicas de uma tese individual .
Resumindo, deverdo ser expostas e discutidas nas pagi-
nas a seguir, técnicas de determinacio de pirofosfato inorga-
nico e atividade pirofosfatasica acida, alcalina e neutra, em
soro humano, além da avaliacho de taxas mnormais cor-
respondentes em pessoas consideradas higidas. E’ feita uma
ilustracdo da aplicabilidade em alguns casos patoldgicos par-
ticularmente hepaticos, com as técnicas propostas.
Primeiramente sera abordado o tema dos métodos em-
pregados e do estudo daqueles a serem propostos.
Posteriormente, no capitulo de Aplicactes, serdo vistos os
dados obtidos com o uso déstes métodos. '




CAPITULO II

METODOS E MATERIAL

Desenvolvemos no presente trabalho métodos originais de
dosagem de pirofosfatases acidas, neutras e alcalinas, bem co-
mo de pirofosfato inorginico, no s6ro humano. Concomitan-
temente, reestudamos a técnica de Flynn, Jones e Lipmann,
ampliada por Elliott, para determinacao déste wiltimo ion, 4
qual sugerimos a modificacdc que nos pareceu imprescin-
divel.

_'Também ¢é proposta nas linhas que seguem, uma opera-
cido adicional 4 dosagem classica de ortofosfato de Fiske-
Subbarow, que permite simultineamente a sua execucdo em
grande ntimero de amostras,

Empregamos os seguintes meétodos complementares de
analise: Bilirubinas (244, 225), reacio do timol (226), reacdo
de cefalina-colesterol (227), fosfatase alcalina (228), reacdo
de Kunkel (229), P. G. G. (230), proteinas (231).

Sdo descritas também as condi¢bes de experimentacio em
coelhos nos quais provocamos esteatose hepatica através de
administracao de tetracloreto de carbono.

1. DETERMINACAO DE ORTOFOSFATO INORGANICO

Preferimos para o presente trabalho a técnica de Fiske-
Subbarow (232). Além de ser, ainda hoje, um processo clas-
sico, 0 mesmo vem sendo usado em larga escala tanto em pes-~
quisa, como provam publicacdes atuais dos mais conceituados
laboratorios, como também foi declarada através de recente
inquérito internacional, a técnica para dosagem de ortofos-
fatos de maior emprégo em analise clinica (233). Entre 91
laboratdrios de hospitais-escolas, mais do que a metade, 51,
preferem o método citado. ‘

O processo de Berenblum e Chain (234) ¢ bastante mais
sensivel do que os demais (determinacio até 2 pg de fosforo
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de ortofosfato) . Neste o fosfomolibdato resultante é extraido
por isobutanol, com formacio posterior de “dxidos de molib-
dénio” através de reagente redutor. Exatamente por ser mui-
to precisa e possuir um limite de captacio tao reduzido, esta
reacdo nao tem aplicacio corrente em analise de rotina e é
reservada de preferéncia para problemas especificos de pes-
quisa. ’

A maior parte das determinacoes de ortofosfato baseia-
se na formacdo do acido fosfomolibdico (HsPO4.12 MoOs),
por acdo de molibdato de amoénio em meio acido
[ (NHy)¢M0;05,]. O acido fosfomolibdico é reduzido por
reagentes diversos (no caso de Fiske-Subbarow, pelo acido
1 amino-2 naftol-4 sulfénico) até “azul de molibdénio” (mis-
tura de “6xidos de molibdénio” de estrutura ndo estabeleci-
da) que por sua vez pode ser determinado colorimeétrica-
mente. ‘

Erros de técnica podem surgir especialmente em presen-
ca de silica, proveniente do material de vidro usado, forman-
do-se intermediariamente o acido silicico-tingstico (H,Si0;.12
MoO3) (235), que também ¢é reduzivel, em condicdes analo-
gas, a “oxidos de molibdénio”.

Para a aplicacdo do processo de Berenblum e Chain far-
se-iam necessarias precaucbes especiais, inconvenientes em
trabalho de rotina. Nao havendo necessidade especial para
alta sensibilidade permanecemos com o processo ja consoli-
dado de Fiske-Subbarow, como segue:

— Tratar 0,5 ml de s6ro com 4,5 ml de solucdo de acido
tricloro-acético a 5g por 100 ml (TCA 5%). (Para
reagentes, vide fim da deseri¢io).

— Centrifugar durante 10 minutos a 2.000 r.p.m.

—- Pipetar 3 ml do sobrenadante. (Paré o ensaio de re-
feréncia tomar 3 ml de TCA 5%).

— Adicionar sucessivamente:

3,2 ml de agua destilada; 1 ml de molibdato de amd-
nio a 2,5 g por 100 ml de acido sulftrico 5 N;
0,4 ml de cisteina (0,175 mM por ml) (facultativo); -



" Deixar no escuro;
— Leitura em fotocolorimetro (Lumetron 401A) com
filtro de 650 my, exatamente apods 7 minutos. ‘

Curva Padrios.

— Tomar 1 ml de solugdo padrao de ortofosfato (100
mg de fosforo por 100 ml);

— Diluir até 100 mi com TCA 5%;

— Pipetar em tubos diferentes: 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 ml des- °
ta solucéo e diluir até 10 ml com TCA 5%;

— Tomar 3 ml de cada uma destas solucdes (que contém
respectivamente: 0, 6, 12, 18, 24 e 30 pg de foésforo
ortofosforico) e ensaiar; sObre os imesmos a lécnica
acima descrita.

Nota — A curva padréio foi executada apos cada reno-

vacao de reagentes.

REAGENTES:
TCA 5%

— Cinco gramas de acido tricloro-acético (Riedel p.a.)
(CGC13-COOH), diluidas até 100 ml com agua desti-
lada.

Molibdato 2,59, em H,SO, 5 N.
— Diluir 67 ml de acido sulfurico concentrado (d= 1,82)
(Riedel, p.a.) em 450 ml de agua destilada;
— Adicionar 12,5 ¢ de molibdato de amoénio
[ (NHy) ¢Mo;054) ] (Reagente Baker-Adamson);
— Completar o volume de 500 ml com agua destilada.

Reagente Redutor

— Pesar 20 g de sulfito acido de sédio (Merck, reagente
analitico), e juntar
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1 g de sulfito de sédio anidro (Baker-Adamson, re-
agente analitico) .

— Dissolver o conjunto com agua destilada, até comple-
tar 200 ml.

-— Triturar 0,5 g de acido 1 amino — 2 naftok — 4 sul-
fonico (Eastman-Kodak), em gral com um pouco da
solucdo dos sulfitos. Juntar & solucido e lavar o gral
com a mesma.

— Deixar sedimentar e filtrar.
Solu(}éo padrio de ortofosfato

— 4,390 g de ortofosfato biacido de potassio (KH2P04)!
(Baker — C.P.), (secado sObre cloreto de calcio ani-
dro por 24 horas) dissolvidas até 1 litro com agua des-
tilada (100 mg de fosforo ortofosforico em 100 ml) .

CURVA PADRAO.

Obtivemos, por exemplo, os seguintes valéres de absor-
véncia para a curva padrao:

6pg P — 1,00
12 g P — 1,90
18ug P — 3,00
24 ug P — 3,95
30 ug P — 4,95

Verificamos que o envelhecimento do reagente redutor
permitia o seu uso a baixas conceniracoes de ortofosfato mas
sua eficiéncia era reduzida com quantidades mais elevadas:

6pg P — 1,00
12ug P — 1,80
18ug P — 270
24 ug P — 3,10

30 g P — 310



— 47 —
EFEITO DA ADICAO DE VERSENE.

A leitura da absorvéncia deve ser feita aos sete minutos
com relativa exatidao, uma vez que a formacao da cOr pros-
segue continuamente (Fig. 1). Isto nfo permite o trabalho
concomitante em um grande ntimero de amostras.,

Procuramos algum meio pratico que permitisse contor-
nar esta dificuldade. Verificamos que a adi¢cdo de versene,
uma substancia de acfo complexante acentuada, permite sus-
-tar, temporariamente, a reacdo corada. v

Em face disto, julgamos ser de interésse, propor a se-
guinte modificagédo acessoria da técnica de Fiske-Subbarow:

Adicionar ao sétimo minuto exatamente 1 ml de versene
(dcido etilena-diamina-tetracético), 0,1 M, pH = 7,2, a solu-
cdo. A sua cor se diluirda em parte, mas em compensacio,
.permanecera estabilizada por largo tempo (15 a 17 minutos)
permitindo operar com trangiiilidade. Num intervalo de 25
minutos, a variacdo de cor, usando versene, atinge até 2,5%,
enquanto que sem ¢ste reagente quasi chega a 10% . (Quadro
n? 1) (Fig. n.® 1).

Pensamos ser de utilidade pratica esta modificacdo da
técnica. de Fiske-Subbarow, particularmente naqueles casos
que exigem a determinacao de fosfatos em grande escala, por
exemplo, em laboratérios centrais hospitalares.

2. DETERMINACAO DE PIROFOSFATO INORGANICO

As primeiras dosagens de pirofosfato inorganico compre-
endiam, em geral, uma operacio de precipitacio do n1esmo sob
forma de sal de metais pesados. :

Assim, foi verificado que se formam sais 1nsoluvels com
nitrato de chumbo (236) a um pH = 1,6, e com sulfato de zin-
co ou cloreto de cadmio a um pH — 3,8 (237) .

A precipitacio com cloreto manganoso também foi usa-
da eficientemente nos primordios do estudo bioquimico do pi-
rofosfato (57, 77, 238). ‘

No caso da precipitacao com sal de zinco ocorre, acesso-
riamente, uma liberacdo de acido (239, 240). Esta observa-
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cdo permitiu estruturar uma determinagio titrimétrica mui-
to pratica (241, 242), porém pouco especifica. E’ convenien-
te, no caso, executar a determinacio gravimétrica em vez da
litrimétrica, considerando que os polifosfatos fornecem, de
um modo geral, reacdo analoga, porém sem envolver precipi-
tacao.

- QUADRO N.° 1

EFEITO DA ADICAO DE VERSENE SOBRE A ESTABILIZA-
(A0 DA COR DEVIDA AO ORTOFOSFATO PELO METODO
DE FISKE-SUBBAROW

| ABSORVENCIA
Minutos apds adi-
¢io de Versene :
Sem Versene Com Versene

0 4,30 4,30

1 4,35 3,90

3 4,35 3,90

5 4,35 3,90

7 4,40 3,90

9 4,45 , 3,90

11 ‘ 4,45 3,90

13 « 4,45 3,90

15 4,50 3,90

17 4,55 3,90

19 4,55 3,95

21 4,55 3,95

23 _ 4,65 - 4,00

25 4,70 4,00
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“Por outro lado, os polifosfatos mais complexos podem
sofrer coprecipitacdo, juntamente com o pirofosfato, tornan-
do desta forma o processo impreciso para a maior parte dos
Casos.

Uma outra técnica utilizada empregava pirofosfatases
especificas, obtidas de figado (243), ou de levedo (77). Este
método, embora exato, infelizmente é, por sua natureza, de
aplicacao limitada. Além disso, sua execucao mio é simples,
como o seria de desejar para aplicacdo em rotina. '

Uma terceira possibilidade é apresentada pelas resinas
trocadoras de ions (244, 245) . Seu uso ¢ indicado para a iden-
tificacdo e separagao de pirofosfato ao lado de outros fosfatos
complexos, inclusive organicos, através de eluicio em gradi-
ente. Seria porém desejavel, para dosagem comum, um pro-
cesso mais simples e rapido.

Tal possibilidade foi oferecida pelo método desenvolvido
mais recentemente por Flynn, Jones e Lipmann (62), o qual
permitiu um estudo mais amplo de problemas biogquimicos
que incluem produgdo ou desaparecimento de pirofosfato
inorgAnico. Verificaram aquéles autores, acidentalmente, que
o pirofosfato em presenca do reagente redutor da reacio de
Fiske-Subbarow (acido 1 amino — 2 naftol — 4 sulfdnico
com sulfito e sulfito acido) desenvolvia lentamente uma coOr
azul-purpurea. A formacao da cOr devida ao pirofosfato inor-
ganico, era suficientemente vagarosa para permitir a dosa-
gem simultinea do ortofosfato inorginico.

A estabilizacdo e aceleracdo do desenvolvimento da cor
eram obtidas com cisteina (0,175 milimol por ml), cuja pre-
senca nao modificava a dosagem do ortofosfato.

Como a variacio da cor prossegue, tanto mo caso .do or-
tofosfato como no do pirofosfato, Lipmann sugere a leitura
da absorvéncia exatamente aos sete minutos, para o ortofos-
fato e aos moventa minutos, para o pirofosfato. A diferenca
entre as duas absorvéncias corresponde ao pirofosfato.

A reacdo do pirofosfato ndo pode ser executada em pre-
senca de versene (4cido etilena-diamino-tetracético), que ini-
be acentuadamente a formacao do composto corado. Tal fato
foi utilizado por Elliott (246), que adicionava versene apds
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noventa minutos, inibindo assim, imediatamente o incremento
posterior da cor. Aquéle autor recomendava a leitura da ab-
sorvéncia, pelo menos dentro de dez minutos. Esta modifica-
 ¢Ao ¢ muito interessante e ttil, pois permite a dosagem si-
multinea de grande ntumero de amostras e confere, em prin-
cipio, mais exatiddo ao método. v

DOSAGEM DE PIROFOSFATO (conforme Lipmann e modi-
ficada por Elliott) .

-—— Precipitar o material a ser dosado com TCA 5%, de
tal forma que 3 ml contenham de 0,1 a 0,5 micro-mol
de pirofosfato € menos de 1 micro-mol de ortofosfato,
inorganicos.

— Centrifugar por dez minutos a 2.000 r.p.m.

— Pipetar 3 ml do sobrenadante. (3 ml de TCA 5% para
o ensaio de referéncia).

— Adicionar 3,2 ml de agua destilada.

— Adicionar 1,0 ml de molibdato de aménio a 2,5 g %
em H,S0, 5 N.

— Adicionar 0,4 ml de cisteina (0,175 milimol por ml).

— Adicionar 0,4 ml de reagente redutor tendo o cuidado
de marcar precisamente o inicio da reacfo.

— Permitir que o desenvolvimento da cdr se faca no es-
curo,

— Ler aos sete minutos, (ortofosfato) em fotocolorime-
tro (Lumetron 401A), com filtro de-650 myp.

— Adicionar 1T ml de versene 0,1 M, pH = 7,2, aos 90
minutos, exatamente.

- — Ler no prazo de dez minutos (Elliott) nas condicoes
acima.

Curva Padrio.
— Tomar 2 ml de solucdo padrido de pirofosfato (100
mg de fosforo pirofosforico por 100 ml).
— Diluir até 100 ml com TCA 5%. .
— Pipetar em tubos diferentes: 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 ml des-
ta solucdo e diluir até 10 ml com TCA 5%. '
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— Tomar 3 ml de cada uma destas solu¢des (que contém
respectivamente — 0, 12, 24, 36, 48 e ug de fosforo
pirofosforico) e ensaiar sdébre os mesmos a técnica
acima descrita.

Nota — A curva padrao foi executada em cada renova-
cdo de reagentes.

REAGENTES.
TCA 5% — Como na técnica para ortofosfato.
" Molibdato de amiénio 2,5 g9 em H,S0, 5 N — Idem.
Reagente redutor — Idem.
Cisteina — 6,896 g de 1 (-) cisteina cloridrato (Roche),
dissolvidas até 250 ml com agua destila-
da (0,175 milimol por ml).

Versene 0,1M, pH — 7,2

— 9,505 g de versene (sal sodico do acido etilena-diami-
na-tetracético) dissolvidas até 250 ml com agua des-
tilada. pH ajustado a 7,2 com potenciémetro Beck-
man Modélo G, usando acido cloridrico 1 N.
CH,-N (CH,-COONa),

|
CH,-N (CH,-COOONa) ,

Solucdo Padrao de pirofosfato

— 7,195 g de pirofosfato de sédio (NayP,0;. 10 H,0)
(Analar BDH), dissolvidas até 1 litro com agua des-
tilada (100 mg de fésforo pirofosforico por 100 ml de
solucdo) .

EFEITO DA ADICAO DE VERSENE.

Verificamos porém, apdés um exame cuidadoso, que a
modificacdo de Elliott é inexata quanto ao tempo de leitura
apos a adicdo de versene.

A figura n.° 2 e quadro n.° 2, ilustram a variacdo da coér
de uma solucido de pirofosfato, tratada pelo método descrito
acima.
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QUADRO N.° 2

EFEITO DA ADICAO DE VERSENE SOBRE A ESTABILI-
ZACAO DA COR DO PIROFOSFATO PELO METODO DE
LIPMANN - ELLIOTT

ABSORVENCIA

Minutos apos adicdo
de Versene Sem Versene Com Versene
0 5,40 5,40
1 5,45 4,90
2 5,60 4,85
3 5,70 4,80
4 5,75 4,75
5 5,80 4,70
6 5,90 4,70
7 6,00 4,65
8 6,10 4,60
9 6,20 4,60
10 6,30 4,55
11 6,40 4,60
12 6,50 4,55
13 6,55 4,55
14 6,65 4,55
15 6,75 4,55
16 6,80 4,55
17 6,95 4,55
18 7,00 4,55
19 7,10 4,55
20 7,20 4,55
25 7,60 4,55

Yariacdo da codr nos
primeiros 10 mi- ,
nutos 15,6 % 7.2%
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Verifica-se entdo que, de fato a absorvéncia da solucéo
com versene decresce continuamente, para so estabilizar apos
9 a 10 minutos e permanecer assim por largo tempo.

[Como o versene ¢ uma substancia de intenso poder que-
lante de metais, parece que a reacdc normal é catalisada por
algum cation presente em quantidades minimas. A elimina-
¢do do mesmo pelo versene inibiria o posterior desenvolvi-
mento da cér. Ou ainda, o versene agiria sébre um dos re-
agentes adicionados, como por exemplo, o fosfomolibdato. ]

Propomos em face do exposto que na rea¢do de Lipmann,
ampliada por Elliott, a leitura final seja feita ndo antes, mas
ap6s 10 minutos da adicdo de versene. Esta medida evitara
erros inerentes ao método antigo. Pensamos que a nossa mo-
dificacdo apresenta utilidade em vista da larga aplicacdo atual
do processo de Lipmann. Cremos mesmo que um apreciavel
nimero de resultados incongruentes publicados recentemente
se devam ao desconhecimento déste aspecto. Isto vem refor-
car a importancia da modificacdo da técnica original que aqui
sugerimos. E

Obtiveram-se, por exemplo, os seguintes valéres de ab-

sorvéncia para curva padrdo com leifura acs 90 minutos sem
versene, e leitura aos 100 minutos com versene (Fig. n.® 3):

. Absorvéncia
uantidade de : . .
o Q ) . aos 90 minutos aos 100 minutos
foésforo pirofosforico )
; sem versene com versene

12 g P 0,80
24 g P 1,60
36 ug P 2,40
48 ug P 315

60 pg P 3,90
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.Absorvéncia

300

200

Fig.n23
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EFEITO DO OXIGENIO SOBRE A REACAQ.

Durante a reacdo observamos que a formacio da cor se
iniciava na solu¢do em repouso de maneira ndo uniforme.
Para examinar mais de perto éste aspecto e observar a even-
tual influéncia do oxigénio do ar, foi ensaiado o seguinte: Em
amostras idénticas de soluciio de pirofosfato foram executadas
respectivamente, as seguintes operacoes:

— adicionaram-se 0,2 ml de H;0, (20 vol.) em vez de
agua (ensaio 3);
— lavou-se com Oxigénio gasoso puro, por dez minutos
(ensaio 2); ’
— lavou-se com Nitrogénio gasoso puro, sob camada de
vaselina liquida, por dez minutos (ensaio 4),
com o seguinte resultado:

Absorvéncia

|

Ensaio I‘ 7 min. 90 min. A 90 min. 100 min. A100 min.
! ¢/versene

1 normalg 0,10 2,10 2,00 1,55 1,45

2 ¢/0, l 0,05 0,75 0,70 0,60 0,55

3 c/H202§ 0,95 1,70 0,75 1,55 0,60

4 ¢/N, ; 0,05 1,90 1,85 1,55 1,50

Concluimos dai que o Oxigénio dissolvido na solucéo,
possui um efeito altamente inibitério sObre a reacfo (ensaio
2) . O mesmo foi confirmado no ensaio 3, no qual o incremen-
to (/A 100) de absorvéncia (100 minutos) foi analogo ao do
ensaio 2. »

Por outro lado, a ¢6r produzida no ensaio 3, aos 7 minu-
tos, poderia eventualmente ser atribuida a uma oxidacao de
cisteina; o produto formado reduziria o molibdato a dxidos
de molibdénio (azul de molibdénio). A lavagem com Nitro-
génio (ensaio 4) e cobertura com vaselina, com o objetivo de
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expulsar todo o Oxigénio normalmente dissolvido na solucio,
nao modificou sensivelmente o resultado comparado com a
dosagem habitual. Isto vem demonstrar que mnormalmente
nao se torna imperioso usar precaucdes especiais quanto a
protecao da superficie em contato com o ar.

A experiéncia acima indica, porém, que a aplicacio da
reacdo nao pode ser feita de maneira irrestrita.

CLORETO ESTANOSO COMO REDUTOR.

Ainda estudando a técnica mais de perto, tentamos subs-
tituir o reagente original de Fiske-Subbarow por cloreto esta-
noso. Iiste redutor do acido fosfomolibdico foi originalmente
sugerido por Deniges e constitui reagente no processo de
Kuttner-Cohen e outros (247 — 249). Foi também utilizado
em téenicas nao bioquimicas de dosagem de fosfatos (250).

Neste sentido foi preparada a seguinte solucao de cloreto
estanoso: 0,2 g de SnCly, (Riedel, p.a.) por 100 ml de HCl a
0,5% (v/v).

Adicionaram-se 0,8 ml desta solucdao, em vez de 0,4 ml
do redutor de Fiske-Subbarow e 0,4 ml de agua, seguindo-se
no restante, a técnica descrita acima. As absorvéncias obti-
das estao relacionadas no guadro n.° 3.

Com o ortofosfato a reacdo é imediata, como demonstra
a leitura aos 30 segundos; a cor entdo varia para se estabili-
zar temporariamente aos 2 minutos, retornando a um valor
estavel aos 15 minutos. Neste caso, a absorvéncia é muito
mais. acentuada.

Por outro lado, o pirofosfato em pequenas quantidades,
produz coOr estavel em tempo bem menor, comparado com o
do método de Fiske-Subbarow, isto é, em 6 a 7 minutos. Mas
a formacdo de azul de molibdénio nestas condicoes, bem co-
mo com quantidades maiores de pirofosfato, € demasiada-
mente intensa desde o ‘inicio, ndo permitindo uma dosagem
diferencial do ortofosfato.

Por esta razio foi necessario conservar o redutor da téc-
nica original, embora o cloreto estanoso oferecesse maior sen-
sibilidade de reacéo.



59 —

QUADRO N° 3

Reducio com cloreto estanoso

ORTOFOSFATO PIROFOSFATO
N.o 1 2 3
Conteudo em P 3 pg 3 ug 15 ug
TEMPO
(min.) apos Absorvémcias
adicdo de
SnC1,
0,5 min. | 6,20 0,10 1,55
1,0 6,40 0,25 2,40
1,5 6,40 0,35 2,95
2,0 6,50 0,45 3,60
2,5 6,50 0,55 3,75
3,0 6,50 0,55 3,90
3,5 6,50 0,55 . 4,05
4,0 6,50 0,60 4,05
4.5 — — 4,20
5,0 6,50 0,70 4,30
5,5 — — 4,35
6,0 — — 4,40
6,5 — — 4,40
7,0 — —_— 4,45
7.5 — —_ 4,45
8,0 — — 4,50
8,5 | —_ — 4,55
9,0 — — 4,55
9.5 - — 4,55
10,0 5,80. 0,70 4,60
15,0 ’ 5,70 0,70 4,65
20,0 5,70 — —
40,0 5,70 0,70 —
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EFEITO DA VARIACAO DA SOLUCAO DE MOLIBDATO.

Foi igualmente necessario examinar a infiuéncia do meio
acido sobre o desenrolar da reacdo, tendo em vista o material
variado a ser examinado. Para isto usaram-se solucgdes de
molibdato em agua, em acido sulfurico 9 N e acido sulfurico
5 N. Os resultados obtidos encontram-se no guadro n. 4,

Do quadroe n.° 4 podemos deduzir que a conservacao da
acidez ¢ um fator importante na execucdo da dosagem. De-
ve-se portanto, sempre partir de filtrado ou centrifugado
(3 ml) com concentracdo de TCA em torno de 5%.

DETERMINACAO SIMULTANEA DO ORTOFOSFATO E
PIROFOSFATO.

Pode observar-se no quadro n.° 5 que a presenca de orto-
fosfato e de pirofosfato, um ao lado do outro mnao modifica
as respectivas determinacoes, como em parte ja tinha sido ob-
servado por Lipmann et al. A dosagem de ambos pede ser
feita a0 mesmo tempo, deduzindo da leitura aos 100 minutos
(com versene) a de 7 minutos (do ortofosfato} para obter a
absorvéncia devida exclusivamente ao pirofosfato. (Fig. n.® 4).



QUADRO N°

4

USO DE SOLUCOES DE MOLIBDATO EM AGUA (I), EM ACIDO SULFURICO 9N (1)
' E ACIDO SULFURICO 5N (IH).

ABSORVENCIAS

ORTO- I* I 111
" FOSFATO 7 min. 7 min. 90 min. 24 horas 7 min. 90 min. 24 horas
Opg P 9,80 — — — — —_ —
6 pg P 8,60 0,70 — 2,40 0,90 0,25 2,45
12ug P 10,75 1,35 — 3,90 1,65 0,65 4,00
18 ug P 11,00 1,95 — 5,75 2,05 0,80 6,20
24 pg P 10,75 2,70 — 7,70 3,60 1,10 7,70
30 pg P 9,00 3,30 — 9,70 4,35 1,45 10,00
PIRO-
FOSFATO
6 ug P ' 11,50 0,00 0,00 0,90 0,00 0,25 3,90
12 g P 12,00 0,00 0,00 1,70 0,15 0,65 7,20
18 pg P 11,00 0,00 0,00 2,65 0,20 0,80 10,30
24 pg P 10,50 0,00 0,00 3,45 0,25 1,10 13,50
30 pg P 11,50 0,00 0,00 4,35 0,30 1,45 17,00
* Nota — Referéncia: agua.

—_ [9,1_
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QUADRO N° 5

VARIACAO DA COR DO ORTOFOSFATO E DO PIROFOSFATO PELO
METODO DE LIPMANN-ELLIOT. EFEITO DA PRESENCA DE
ORTOFOSFATO NA DETERMINACAO DE PIROFOSFATO.

ABSORVENCIAS

TEMPO 7 min. 90 min. A, 0o —Ax 24 horas
% 100
Aq

ORTOFOSFATO
6 pg P 0,90 1,00 11,1 % 2,45
12 vg P 1,65 1,85 10,3 % 4,00
18 vg P 2,55 2,90 13,6 % 6,20
24 vg P 3,60 3,75 12,1 % 7,70
30 pg P 4,35 4,75 9.2 % 10,00

Média 11,3 %

PIROFOSFATO \
6 g 0,00 0,25 3,90
12 pg 0,15 0,65 7,20
18 ug 0,20 0,80 10,30
24 g 0,25 1,10 13,50
30 pg 0,30 1,45 17,00
ORTOFOSFATO - PIROFOSFATO
3ugP L 3ugP 045 0,65 3,75
6usP + 6ugP 09 1,30 5,60
QpgP + 9pugP 1,35 1,90 8,10
12ugP - 12pg P 1,85 250 10,75
1B5ugP - 15pg P 235 3,20 14,00

Cabe uma pequena observacdo mesta altura. Lipmann
et al. haviam determinado que a cor do ortofosfato evoluia
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até¢ aos 90 minutos em média de 11,9 por cento, sdbre o va-
lor dos 7 minutos. Na dosagem da mistura de ortofosfato e
‘pirofosfato era obrigado a somar esta correcdo ao valor do
ortofosfato para entdo deduzir o resultado da absorvéncia
total. :

A = A + AA + A
total P i p pp
90 min. 7 min. 90 min. 90 min.
onde:
A = Absorvéncia total aos 90 minutos.
total
90 min.
AP = Absorvéncia aos 7 minutos devida ao
7 min. ortofosfato.
A A — Incremento da absorvéncia do ortofosfato
90 min. até os 90 minutos.
A = Absorvéncia aos 90 minutos devida ao
PP90 min. . pirofosfato.

Nossas correcdes calculadas 4 base do quadro n.® 5 fo-
ram, em média de 11,3%, confirmando o acima achado. Po-
rém, a adicdo de versene, nos térmos que aqui propomos (1
ml para 8 ml de solucdo em reacdo) simplifica a técnica, pois
a diluicdo importa no decréscimo de 12,5% da absorvéncia,
compensando a variacdo de cbdr do ortofosfato. Desta forma,
basta diminuir da leitura de 100 minutos com versene a de 7
minutos para obter o valor correspondente ao pirofosfato, a
ser determinado por curva padrio obtida da mesma forma.

A = A + A
total P
100 min. 7 min. 100 min.
onde:
A — Absorvéncia total a 100 minutos apds
total dicdo d
100 min. adicdo de versene.
A = Absorvéncia do pirofosfato a 100 minutos

P1()() min. apos adicdo de versene.
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Deve chamar-se atencdo para outro fato ndo assinalado
convenientemente em publicacdes anteriores. Em concentra-
coes mais elevadas de pirofosfato ja aos 7 minutos, ha certa
coloracdo inicial, que pode ser apreciavel em face dos valores
de ortofosfato. Neste caso se pode trabalhar com dilui¢oes
majores. Melhor, porém, é determinar primeiramente a con-
centracdo de pirofosfato. Pela curva padrio do mesmo poder-
se-a calcular a correcio a ser aplicada a dosagem de ortofos-
fato, ou seja, a leitura dos 7 minutos.

O grafico n.° 4 obtido 4 base do quadro n.° 5 mostra que
a varios tempos, a reacdo com o ortofosfato € o pirofosfato
isolados, bem como misturados, obedecem & Lei de Lambert
e Beer. Também a adicdo de versene néo modifica éste com-
portamento.

3. DOSAGEM DE ATIVIDADE PIROFOSFATASICA ALCALI-
NA, NEUTRA E ACIDA NO SORO
Desenvolvemos e estudamos diversos esquemas de incu-
bacao e determinacdo de atividade pirofosfatasica, selecionan-
do entre éles o que julgamos o mais conveniente e exato. Em
face desta experiéncia propomos o seguinte método de dosa-
gem:

— Misturar:

— 1 ml de solucdo de pirofosfato 0,004 M;
— 0,2 ml de cloreto de magnésio 0,1 M;
— 1,6 ml de tampao veronal-acetato;

— 1,3 ml de agua.

— Deixar por alguns minutos em banho de tempera-
tura constante a 37°C até obter equilibrio tér-
mico.

— Adicionar 0,2 ml de s6ro. Misturar bem.

— Deixar incubando por 60 minutos.

— Precipitar com 3,8 ml de TCA 10%.

—— Centrifugar por 10 minutos a 2.000 r.p.m.
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— Pipetar 3 ml do sobrenadante e sdbre éstes apli-
car a técnica descrita para a dosagem de orto e
pirofosfato.

REAGENTES:
Solucao de pirofosfato 0,004 M.

— Dissolver 1,7844 g de pirofosfato de sodio
(NagP207. 10 H,0) (Analar BDH) até 1 litro com
agua destilada.

Solucio de cloreto de magnésio 0,1 M

— 5,082 g de cloreto de magnésio (MgCly.6 Hy0)
(Riedel p.a.) dissolvidas até 250 ml com agua
destilada.

Solucao tampio veronal-acetato (251)

— 8,28 g de veronal sodico (di-etil-barbiturato de
sodio) (Chemo-Pure),

— 5,42 g de acetato de sodio (GH3;COONa) (Riedel
p-a.),

— 4,78 g de cloreto de sodio (Riedel p.a.),

— Diluidos até, aproximadamenw, 1.400 ml com
agua destilada.

— Ajustar o pH, pelo potenciémetro Beckman, mo-
délo G, com solucbes de NaOH 2 N ¢ HC1 2 N.
As solugbes empregadas tiveram
pH = 8,6 para a atividade em meio alcalino.
pH = 7,4 para a atividade em meio neutro.
pH = 3,6 para a atividade em meio acido.

— Completou-se o volume final até 1.500 ml, com
agua destilada.

A determinacdo de atividade pirofosfatasica foi sempre
acompanhada de um ensaio analogo, para os diversos pH, po-
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rém sem soro. Verificamos, todavia, que nao se tornam ne-
cessarios testes de comparac@o nos 3 pH diferentes, simulta-
neamente, pois o resultado é semelhante nos 3 casos. Ou se-
ja, a hidrolise que se poderia supor que se realizasse durante
a incubacao em pH acido nao é significativa, durante éste cur-
to periodo.

Contudo, a solucdo de pirofosfato e as de tampGes néo
© podem ser conservadas em mistura a nfo ser por ocasiio da
dosagem, em vista da hidrolise espontinea, apds tempo mais
prolongado.

O ortofosfato contido no séro exige uma pequena corre-
cdo sObre o resultado da leitura aos 7 minutos. Cada mg de
fésforo por 100 ml de sO6ro contribui com um érro de leitura
a mais, de aproximadamente 0,1 unidade de absorvéncia.

A escolha da mistura tampao foi determinada pela co-
bertura ampla de pH que a veronal-acetato proporciona, e
assim permitir condicbes semelhantes nos trés tipos de en-
saios. Outras espécies de tampdes nao foram consideradas,
ou por possuirem menor amplitude de pH, ou por serem de
dificil aquisicdo.

A leitura da absorvéncia é feita aos 7 minutos e aos 100
minutos, apos a adicdo de versene. A primeira medida per-
mite estabelecer a liberac@o de ortofosfato e a segunda ofere-
ce um controle da dosagem.

Assinalamos que no meio de incubacio preferimos uma
concentracdo nao exageradamente elevada de pirofosfato.
Isto foi motivado pela observacdo de que grandes quantida-
des do mesmo ja produzem certa coloracdo aos sete minutos,
interferindo desta forma na dosagem de ortofosfato liberado
durante a incuba¢io (Vide quadro n.® 4). Alimentamos séria
divida quanto aquéles resultados de trabalhos publicados nos
quais alta concentracdo de pirofosfato tem sido usada.

Unidade de atividade pirofosfatasica.

Propomos ainda a definicdo de uma unidade de medida
de atividade pirofosfatasica do soro, apropriada ao método:
“Uma unidade de atividade pirofosfatasica do sbro cor-
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responde a um micro-mol de pirofosfato decomposto por 100
ml de sdro, em 60 minutos, a 37°C, nas condigdes descritas™.

Esta conceituacdo afasta-se da oferecida em “Methods in
Enzymology” (252). E’ evidente porém, ser mais adequado,
por razoes estequiométricas e de comparacdo metabdlica, ex-
pressar a atividade enzimatica em fracdes molares por quan-
tidades de proteina, ou, como no caso, por unidade de volume,

Em parte é lamentavel que o mesmo ndo mais se possa
fazer para as atividades fosfatasicas alcalina e acida, ja- tdo
arraigadas. De qualquer forma, pensamos que 4 medida que
novas {écnicas enzimaticas forem introduzidas em analises
clinicas, a expressdo molar devera ser preferida pelos auto-
res, € ser cultivada por aquéles que a usam.,

4. EXPERIMENTACAO ANIMAL.

Foram realizadas dosagens de atividade pirofosfatasica
do soro em coelhos nos quais havia sido provocada esteatose
hepatica. As experiéncias foram acompanhadas de exame
histopatoldgico do figado.

Os animais eram machos, brancos, alimentados com dieta
comum, porém padronizada e completa.

A colheita de material foi realizada antes e no transcor-
rer da experiéncia. A sistematizacdo da mesma foi a se-
guinte:

1 — Colocamos, de inicio, os animais em dectbito dor-
sal sdbre mesa cirtirgica apropriada e realizamos a depilacdo
manual do hipocondrio direito. Em prosseguimento, aneste-
siamos os planos da parede com mnovocaina a 1% e aborda-
mos a cavidade abdominal através de incisdo para-retal direi-
ta, de 3 cm aproximadamente, a qual se extendeu paralela-
mente ao musculo reto, a partir do rebordo costal.

Em seguida, identificamos o lobulo hepalico anterior di-
reito, com o qual se relaciona a vesicula biliar (253), (com
vista &4 uniformidade do material) e retiramos um fragmen-
‘to do mesmo, medindo aproximadamente 1 x 1,56 x 0,5 cm.
-Concluida a retirada do fragmento hepatico, reconstituimos
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a parede com catgut (0) em pontos separados e na pele com
linho. ;

Dividimos o fragmento retirado em duas partes: uma
imergida em alcool absoluto e outra em formol (diluido 10
vézes em agua), para o estudo histopatologico.

2 — Procedemos, em continuacao, a colheita de sangue
feita por puncao cardiaca. Para isto, o animal foi deitado em
dectibito lateral direito, puncionamos o coracido ao nivel do
guinto espaco intercostal, a meio centimetro para fora do re-
bordo do externo. Em todas as puncdes usamos agulha de
8 x 70 e retiramos, em média, 10 m! de sangue por animal.

(Tentamos inicialmente obter sangue através de puncao
da veia do pavilhao auricular, mas a colheita foi irregular e
freqlientemente dificil de ser executada).

3 — Concluidas as duas operacdes acima, injetamos, por
via intraperitoneal, 10 mi de vaselina liquida nos animais tes-
temunhas, ¢ nos de prova, 8 ml de tetracloreto de carbono
(Riedel, p.a.) diluidos com 2 m! de vaselina.

4 — Decorridas 48 horas, realizamos nova colheita
de sangue, sacrificamos os animais com alta dose de nembu-
tal intravenoso, retiramos o figads (examinando-o macrosco-
picamente) e fixamos, para exame histopatologico, fragmen-
tos em alcool absoluto e em formol (diluido 10 vézes em
agua).

No presente capitulo foram expostas as razées que nos
levaram a propor modificacées as quais reputamos de impor-
tancia, na técnica de dosagem de ortofosfatos (Fiske-Subba-
row) e de pirofosfatos (Lipmann-Elliott). Igualmente esta-
belecemos métodos de determinacdo da atividade pirofosfa-
tasica do sOro e definimos uma unidade de medida corres-
pondente.

No capitulo que segue, serao descritos alguns resultados
exploratdérios da aplicacdo destas técnicas a casos normais e
patolégicos, bem como sera exposto no mesmo sentido, ex-
perimentacdo executada em animais.







CAPITULO III

APLICACOES

Uma vez estruturada a técnica de determinacao da ativi-
dade pirofosfatasica, executamos dosagens em individuos con- -
siderados higidos, afim de poder indicar limites de variabili-
dade normal. Em seguida examinamos casos patoldégicos, que
envolviam, preferencialmente, o figado. Tratando-se de um
orgdo de intensa atividade metabdlica, poder-se-ia esperar
que suas alteracoes morbidas se refletiriam de maneira mais
acentuada no valor da atividade pirofosfatasica do soro.

1. ATIVIDADE PIROFOSFATASICA EM COELHOS NOR-
MAIS E COM ESTEATOSE EXPERIMENTAL

Como ensaio preliminar, porém, realizamos uma verifi-
cacdo da atividade pirofosfatasica em coelhos. Estes foram
divididos em dois grupos de oito animais cada, dos quais o
primeiro, A, era tomado como grupo de contréle (injetados
intraperitonealmente com dez ml de vaselina liquida) e o se-
gundo, B, constituia o grupo experimental (injetados intrape-
ritonealmente com oito ml de tetracloreto de carbono em dois
ml de vaselina liquida). Conforme descrito no capitulo ante-
rior, foi realizado exame histopatologico (Hematoxilina-Eosi-
na e Sudao I1I), em amostras de figado, obtidas antes daquelas
injecoes, e ao ser recolhida a amostra de sangue apds 48 horas
de acao do tetracloreto de carbono.

O controéle histopatoldégico considerou os animais subme-
tidos a4 experiéncia, normais ou praticamente normais. O re-
sultado com Sudao III foi sempre negativo, com excecdo do
coelho n.° dez, (no qual apenas “trés hepatdcitos acusavam
goticulas alaranjadas no citoplasma”) e do coelho n.° quatro
(com “esteatose discretissima de hepatdcitos™) .
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O exame histopatologico da amosira de figado colhido no
fim da experiéncia acusava em todos os casos do grupo expe-
rimental B, necrose com esteatose, centno ou perilobular, indi-
cada na maior parte dos casos ja por exame macroscépico.
Nesta altura os animais do grupo A nfo apresentavam altera-
coes dignas de nota. ,

Trés animais, um do grupo A e dois do grupo B, ndo re-
sistiram a intervencdo e sucumbiram no mesmo dia do inicio
da experiéncia. :

Logo antes da administracdo do tetracloreto de carbono,
e apos 48 horas, foi recolhido sangue, no qual dosamos a ati-
vidade pirofosfatasica.acida, neutra e alcalina. Os resultados
obtidos se encontram relacionados no quadro n.° 6.

Resumindo, foram encontrados os seguintes valores mé-
dios no grupo A, no inicio da experiéncia:

atividade pirofosfatasica acida ... 139,0 = 8,26 unidades
” ” neutra .. 87,5 = 10,44 ”
” » alcalina .. 84,7 &= 9,33 ”
e no fim da experiéncia:
atividade pirofosfatisica acida ... 199,0 == 8,26 unidades
> » neutra .. 1324 + 8,23 i
» ” alcalina . 120,0 = 11,68 »

No grupo B, os valores médios foram,
no inicio da experiéncia:

atividade pirofosfatasica acida .... 142,1 =+ 13,46 unidades
” ” neutra .. 88,8 = 7,29 ”
” » alcalina . 95,5 + 8,42 -
e no fim da experiéncia:
atividade pirofosfatasica acida .... 262,1 =+ 17,51 unidades
o ” neutra .. 1345 + §,99 ”
” ” alcalina . 134,5 = 10,99 ”

Da comparacdo numérica dos resultados, apesar do nime-
ro reduzido de animais, podemos sugerir as seguintes observa-
cOes:

a) Nos animais normais (coelhos), a atividade pirofos-

fatasica acida é superior & neutra e 4 basica, as Glti-



QUADRO N.° 6 — ATIVIDADE PIROFOSFATASICA EM COELHOS NORMAIS E COM ESTEATOSE HEPATICA

fim «da experiéncia)

UNIDADES DE f UNIDADES DE l:Difieren(;;aglérro»
~ iS P X | P » ) {padrdo da diferenca
COELHO | PESO TRATAMENTO ; ATIVIDADE PIROFOSFATASICA | ; A ATIVIDADE PIROFOSFATASICA (Fim e inicio da
(® mg /100 ml ACIDA | NBUTRA | ALCALINA | mg /100 ml | ACIDA |  NEUTRA ALCALINA experiéncia)
GRUPO A I
1 2.290 10 ml Vasel. 3,60 | 147 | 87 87 4,20 213 133 120 Pi
‘ , = -0,03 = 0,20
2 1.900 ” 4,00 133 73 80 4,00 200 140 107
; Acida
3 2.300 ” 3,00 153 | 80 73 3,40 207 127 113 = 60,0 = 4,42
|
4 2.250 » 3,40 | 133 | 93 100 | 2,80 193 127 133 Neutra
J | | = 44,9 = 5,03
5 2.540 ” 4,00 | 140 | 80 93 I 3,50 193 133 120
! { } Alcalina
6 2.170 ” 3,90 [ 127 I 93 73 | 3,70 200 120 107 = 35,3 = 5,65
| | |
7 2.000 | ” I 3,50 | 140 107 87 | 3,40 187 143 140
f——— l i ‘? ! \ 1 I
Média | 2.207 | 3,63 + 0,341 | 1390 = 826 | 875 = 10,44 | 847 = 933 | 3,57 + 0,423 | 1990 = 8,26 | 1324 + 823 | 120,0 = 11,68
! ! ' !
GRUPO B | ] il | | :
l ! ! 1 : | | Pi |
8 | 2200 | 8mlCCl, | 320 | 160 I 93 | 107 4,30 | 280 140 153 = 0,50 = 0,24
g |+ 2 » Vasel. | ! | ! 1 Acida
9 ]‘ 2.150 ; ; 3,50 ; 133 { 100 100 4,00 i 260 147 A 140 % — 1200 = 8,94
10 l! 1.950 ! ” § 3,20 [ 120 | 80 I 93 3,80 | 273 120 127 | Neutra
! l 1 I - 4,73
11 | 2630 | ” [ 4,00 I 147 93 100 4,00 | 280 197 | 140 | 46,0 = 4,73
l l l | | ‘ : I | Alcalina
12 | 2680 | » ; 4,20 | 140 80 |93 » 4,30 | 233 133 | 120 — 39,2 =+ 5,65
| | ] - ] v } } !
13 | 2480 | ”? ; 3,20 1153 87 1 80 13,90 I 247 140 1127
l —I l : l —| | l | I
Média | 2348 | l 355 + 0,407 | 141,1 + 13,16 | 88,8 «+ 7,29 | 953 — 842 !l 405 + 043 | 2621 = 1751 | 1345 — 8,99 | 1345 + 10,99 |
i | | 1 l |
Diferenca e érro padrdo da diferenca. | - | | }
(Comparac¢do do grupo B ao A no | 048 = 024 | 631 = 7,99 | 0,21 + 4,81 | 145 = 6,30 |
i | 1 |
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mas sendo praticamente iguais entre si.

b) A administracdo de vaselina, somente, ja parece cau-
sar o aumento das irés atividades medidas, de manei-
ra aproximadamente proporcional em cada caso, Is-
to vem ilustrar dados paralelos de Frunder et al.
(254) que observaram em figado de camundongos,
ap6s administracdo intraperitoneal de dleo vegetal, o
seguinte: um deslocamento do quociente DPN ox /
DPN red de 3 : 1 para 5-6 : 1, permanecendo a soma
de ambos conslantes; um aumento de Fdsforo acido-
soluvel em 20 a 30%; duplicacdo da concentracdo do
acido latico; aumento da concentracao do ATP por
quase 60%, permanecendo constantes as concenira-
¢bes do AMP e ADP.

Esta verificacdo nos dita prudéncia na interpretagao
dos resultados experimentais.

¢) Nagueles casos, nos quais foi produzida esteatose ex-
perimental, a atividade pirofosfatasica acida aumen-
tou significativamente em relacdo a do grupo A, de
contréle. Também houve aumento das médias de
atividades neutra e alcalina durante a experiéncia, a
gual, porém, ndo podera ser atribuida exclusivamente
ao tetracloreto. ‘

Concluimos portanto, que a administracido do tetracloreto
de carbono em coelhos, e a esteatose hepatica dela resultante,
podem causar um incremento acentuado de atividade pirofos-
fatasica acida do soro.

Evidentemente, éste estudo poderia ser extendido em va-
rios sentidos, abordando topicos interessantes. Assim, preten-
demos executar experiéncias analogas em coelhos nos quais se
provocara a instalacdo de neoplasia  hepatica experimental
através de azocompostos e sensibilizacdo com irradiacio de
Raio-X e cortisona. Também se impGe uma investigacdo sis-
tematica da distribuicdo e caracterizacéo de atividades piro-
fosfatasicas nos diversos tecidos animais e a sua localizacdo
nas subfracdes celulares, particularmente no caso do figado.
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E como corolario, devera ser interessante verificar a variagio
de atividade pirofosfatasica neste 6rgdo, em condi¢Oes de es-
teatose e de neoplasia experimentais. Por ultimo, a separa-
¢ao das pirofosfatases hepaticas em si devera ser tentada, coi-
sa que ainda nao foi feita com suficiente empenho. Poder-
se-ia acrescentar que, em regra, as pirofosfatases-sdo enzimas
relativamente estaveis, prometendo portanto serem passiveis
de concentracdo e purificacdo quimica.

A execucio destas diversas linhas de trabalho, certamente -
de interésse justificado em face da crescente importancia do
metabolismo do pirofosfato em Bioquimica, ¢ limitado unica-
mente pelas deficientes condi¢cdes materiais de trabalho com
que contamos atualmente. Téo logo esta falha seja sanada, os
assuntos acima focados deverao ser encetados.

2. ATIVIDADE PIROFOSFATASICA EM SORO HUMANO
NORMAL

Examinamos 24 soros de individuos adultos, afim de po-
der avaliar aproximadamente o nivel dos trés tipos de ativida-
de pirofosfatasica e as suas margens provaveis de variagao.
Néao vai nisso a intencdo de estabelecer taxas normais corres-
pondentes, uma vez que para tal um grande numero de fatd-
res acessorios deveriam ser considerados, tais como idade, se-
X0, raca, habitos de alimentacdo etc. ¥’ evidente também, que,
embora obtendo resultados estatisticamente aceitaveis, um nua-
mero muito mais representativo devera ser examinado, sob pe-
na de -.aceitarmos erros inerentes a experiéncia, ndo assinala-
dos pelo calculo estatistico.

Tinhamos em mente obter resultados em individuos os
quais poderiam ser considerados laboratorialmente normais
scb ponto de vista hepatico. Para tal foram realizadas as pro-
vas funcionais mencionadas no quadre n.° 7, eliminando-
se todos o0s casos que nio se apresentassem dentro dos limites
normais aceitos, bem como aquéles em cuja anamnese era in-
dicada qualquer afec¢do hepatica recente ou remota. Infeliz-
mente nao nos foi possivel realizar, por falta de material su-
ficiente, a prova de bromosulftaleina, alias empregada so espo-



QUADRO N.° 7 — DETERMINACAO DAS ATIVIDADES PIROFOSFATASICAS EM INDIVIDUOS CONSIDERADOS NORMAIS

! .
NOME IDADE PESO SEXO ALTURA TIMOL i HANGER | KUNKEL | P. G, G. BILIRUBINAS — mg por 100 mi. PROTEINAS Unidades de
anos kg cm Turva- Flocu- Direta Direta Totais Fosfatase Atividade Pirofosfatasica
cdo lacdo Imediata Total Indireta Total —  Album. alcalina Acida I Neutra l Alcalina
D. C. 26 48 F ‘ 156 08U N N 50U 10,55 U 0 0,18 0,36 0,54 7,25—4,20 2,2U.B.|1 133 120 120
C. P. L. l 23 49 F 145 0,8 N N 1,4 11,62 0 0,12 0,24 0,36 7,15—4,50 1,9 120 107 113
A. O. 22 54 F 156 2,4 N N 2,6 6,74 0 0,18 0,54 0,72 6,90-—3,90 2,9 120 120 107
Z. S. 18 49 F 150 4,8 P(+) N 5,4 7,50 0 0,12 0,42 0,54 6,80—4,10 3,0 140 127 120
AMMR. ‘ 44 63 F 165 0,4 N N ’ 5,6 10,24 0 0,12 0,42 0,54 7,50—4,50 2,5 127 113 120
I. N. 42 39 F 160 3,3 N N } 9,5 9,33 0 0,12 0,24 0,36 6,90—3,90 3,2 147 133 127
T. D. 31 75 M 169 0,8 N N I} 2,6 10,85 0,06 0,48 0,42 0,90 7,10—4,05 1,7 133 140 133
C. S. 24 75 M 184 1,8 N P(+) ’ 4,8 9,33 0,12 0,24 0,60 0,84 6,60—3,95 3,9 147 127 120
E. S. 24 54 M 162 0,8 N N l 4,5 13,75 0,06 0,24 0,54 0,78 6,95—4,15 2,8 120 107 100
G. E. 24 70 M 175 0,6 N N [ 2.4 11,09 0,06 0,24 0,30 0,54 7,60—4,65 3,7 133 120 120
0. B. 24 69 M 174 3.5 N N ! 6,0 7,20 0 0,12 0,66 0,78 7,20—4,40 | 4,0 127 107 113
H.I1.0.S. 23 75 M 190 1,6 N P(+) | 5,6 8,57 0 i 0,24 1,32 1,56 | 6,75—3,90 2,1 153 133 120
Eg. H. 18 62 M 178 4,1 P(+) ] P(+) ‘ 13,5 12,07 0 0,06 0,72 0,78 7,35—4,30 2,5 140 140 127
E. S. 20 68 M 172 2,3 N P(+) | 9,1 10,24 0,06 0,30 1,08 1,38 7,15—4,30 1,9 133 127 113
En. H. 23 60 ! M 158 2,1 N N ] 5,6 6,74 0 0,06 0,66 0,72 6,90—3,90 2,9 147 133 127
H W.P. 25 72 M 187 2,8 N P(+) l 10,1 12,07 0,06 } 0,36 1,32 1,68 6,50—4,00 3,3 120 127 113
H E 17 64 M 178 2,9 N N 7,4 10,24 0 0,12 0,84 0,96 7,05-—4,30 2,7 133 120 107
P. U 21 68 | M 170 1,6 N N 2,8 11,09 0 012 T 042 0,54 6,70~4,00 3.4 127 113 120
H. B 19 65 l M 179 0,5 N N 5,4 8,57 0 0,06 0,36 0,42 6,85—4,10 1,8 127 120 107
C.L.E. 22 58 ] M [ 174 1,1 N N 4,5 7,20 0,06 0,24 0,54 0,78 7,25-—4,00 3,8 147 127 120
S. D. 19 69 ] M ] 175 2,6 N P(+) I 9,1 9,33 ] 0 | 0,06 0,66 ‘ 0,72 7,10—4,50 3.0 140 133 127
V. C. 24 85 | M | 181 0,5 N } N 2,6 7,50 ~0,12 0,24 036 | 060 | 685—440 2,4 127 120 120
H. D. ] 22 61 | M } 172 0,8 N ] N 6,0 10,85 - 0 0,12 ] 0,54 ] 0,66 7,10—4,50 2,9 120 133 120
E. R. H. | 20 65 ‘ M [ 177 2,1 N ] ,N 10,4 12.33 0 024 | 066 | 090 6,70—4,00 3.1 ‘ 147 ‘ 133 1 127
— B o 1836 1241 | 1183

|

- Média e desvio padrao:

} + 10,29 1 =+ 9,68 y + 7,78
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radicamente nos servicos clinicos da Faculdade de Medicina de
Pérto Alegre.

Com excecdo de duas pessoas, dedicadas a atividades do-
meésticas, os componentes do grupo examinado eram todos es-
tudantes, submetidos anteriormente a freqiientes controles mé-
dicos. Fisicamente apresentavam-se sadios e a sua alimenta-
¢do foi considerada normal e completa.

Como pode ser observado no quadro n.% 7, as médias
apuradas consistiam para a

atividade pirofosfatasica acida .... 133,6 =+ 10,29 unidades
» » neutra .. 124,1 + 9,68 i
» ” alcalina . 1183 = 7,78 i
Curva de pH.

Com objetivo exploratério, examinamos varias das ca-
racteristicas do s6ro. Inicialmente determinamos a curva de
pH das atividades pirofosfatasicas, desde pH 3,00 até pH 9,00,
com intervalos de trés décimos de unidade. (As solug¢bes-tam-
pao usadas foram as de veronal-acetato, mencionadas no ca-
pitulo “Métodos”, ajustados com potencidmetro Beckmann,
modélo G).

O quadro n.° 8 demonstra os resultados obtidos, ilus-
trados pela figura n.® 5. Pode ser observado que existe ativi-
dade pirofosfatasica permanente entre o extenso limite de pH
estudado. Surgiram trés zonas de atividades incrementadas, a
saber: do pH 3,40 até 3,90, do pH 4,50 até 6,30 e do pH 6,90
até 8,60. Em nenhum ponto, porém, a atividade se anula; so-
mente atinge um valor minimo no pH 6,60.
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Fig.n25

CURVA DE pH DA ATIVIDADE
PIROFOSFATASICA DO SORO  HUMANO
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QUADRO N.° 8
 VARIACAO DA ATIVIDADE PIROFOSFATASICA COM O pH.

Unidades de atividade pirofosfatasica

pH Soro normal Soro de neoplasia.
hepatica
120
3,00 127 233
3,30 173 ' 253
3,60 113 267
3,90 113 253
4,20 113 253
4,50 173 260
4,80 173 280
5,10 173 280
5,40 167 267
5,70 157 260
6,00 137 267
6,30 0,87 280
6,60 1,37 287
6,90 1,40 253
7,20 1,40 293
7,50 1,40 287
7,80 1,40 287
8,10 1,27 253
8,40 1,27 253
-8,70 1,27 233
9,00 1,27 227

Tudo indica que existem no plasma véarias entidades enzi-
maticas pirofosfatasicas, diferenciadas por zonas distintas de
pH 6timo, e responsaveis pela topografia irregular da curva de
pH. A curva geral parece ser resultante de trés atividades indi-
viduais, parcialmente sobrepostas, e por esta razdo a atividade
do soro em nenhum ponto alcanca a zero. Os vales da curva,
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neste caso, nao seriam absolutamente fixados, mas antes, de-
terminados pelas concentracdes relativas das diversas entida-
des enzimaticas. Ainda esta suposicao nos leva a admitir que,
em casos patoldgicos, nao so os valdres de atividade pirofosfa-
tasicas a certos pI convencionais estejam alterados, mas que
a propria curva de pH seja modificada substancialmente, ocor-
rendo particularmente um deslocamento dos pontos de ativi-
dade minima. :

A pirofosfatase circulante no soro ¢ provavelmente origi-
nada pelo lancamento constante, na corrente circulatéria, de
citoplasma proveniente do desgaste organico geral. Isto expli-
caria a sua heterogeneidade.

Ativacio e Inibicao.

Examinamos o efeito de varias substancias, cujos ions
possuem caracterizada atividade bioldgica geral, sdbre a ativi-
dade pirofosfatasica do soro. Para éste fim foram preparadas
solucoes 0,1 M de cloreto de calcio, cianeto de potassio, cloreto
manganosec, sulfato ferroso, cloreto cobaltoso, ¢ de 0,3 M de
fluoreto de sodic. Além disto, metanal foi diluido até 3,5 g
por 100 ml de solucdo. Todos os reagentes eram de marca
Riedel, p.a.

Em vez de 0,2 m! de cloreto de magnésio 0,1 M da téenica
original, foram adicionados ao meio de incubacao 0,2 ml de
cada uma das solugbes acima, ou 0,2 ml de 4gua, em condicoes
de meio neutro. Os resultados obtidos foram os seguintes:

Solucdo adicionada Unidades de
Ensaio (0,2 ml) atividade
1 — 140
2 MgCl, 01 M 133
3 CaCl, 0-1 M 133
4 Nal 0,3 M 140
5 KCN 0,1 M 140
6 MnCl, 0-1 M 120
7 FeSO, 0,1 M 93
8 CoCl, 0,1 M 100
9 CH,0O 3,0% 127
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Como pode ser visto, os ions Magnésio, Fluoreto, Calcio e
Cianeto nao apresentaram nenhum efeito de ativagdo ou de
inibicdo sébre a atividade pirofosfatasica, perceptivel nas con-
di¢ées empregadas. Verificou-se uma inibi¢do parcial com o
ion manganoso, e mais acentuada com o ion ferroso e cobalio-
so. Quanto ao aldeido formico, deve ser acrescentado que o
mesmo suprimiu em parte, a c¢Or do pirofosfato padrao usado
paralelamente, indicando que o resultado apresentado foi tal-
vez ocasionado por um artefato de reacio.

Swanson verificou que, na pirofosfatase neutra do figado
(rato), o ion Calcio possui um efeito de inibicdo, competitivo
com o de ativacio do Magnésio (173). Ou a atividade que exa-
minamos nao é afetada pelo ion Calcio, ou a quantidade de
Magnésio presente normalmente no soéro é demasiadamente
alta para ser atingida sensivelmente pelo Calcio adicionado.

fiste assunto poderia ser estudado com mais mintcias adi-
cionando versene ao meio de incubacio. O agente quelante fi-
xaria os metais em questdo e nestas condi¢es possibilitaria o
exame da acdo isolada de cada ion, adicionado em excesso es-
tequiométrico, sem interferéncia dos demais. Tal porém, nao
foi realizado porque o versene interfere na dosagem final de
ortofosfatos e pirofosfatos, como foi visto no capitulo ante-
rior.

Examinamos ainda mais de perto a acdo dos ions Magné-
sio e Fluoreto, conforme demonstra o seguinte quadro:

MgCl, 0,1 M Unidades de
Ensaio adicionado (ml) atividade
1 —_ 133
2 0,2 127
3 0,4 127
) 4 0,8 133
5 1,6 133
NaF 01 M
adicionado (ml)
6 0,2 127
7 0,8 127

8 1.6 113
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Usando material heterogéneo  (séro), aquéle ion nao
exibia em concentracdes elevadas efeito inibitéric muito acen-
tuado. Vale a pena chamar a atencio a esta altura para a ob-
servacdo de Swanson (173) que verificou, em sua preparacao
enzimatica, um efeito maximo de ativac@o a concentracdo de
10-3 M, e inibicdo marcante a concentracdo acima de 10-2 M.

Por outro lado, a pirofosfatase que Elliott estudou em sis-
tema de ativacdo do acido cdlico  (246), tinha sua acéo anulada
pelo ion Magnésio. Tal fato interessante ¢ singular entre as
varias pirofosfatases conhecidas.

Em face da relativa inércia do ion Magnésio em relacio a
atividade de pirofosfatasica, poder-se-ia opinar, & primeira
vista, que seria desnecessaria a adicao de cloreto de magnésio
ao meio de incubacgio. Em casos patologicos, porém, ndo é pre-
visivel se as pirofosfatases anormais lancadas a corrente san-
giiinea s8o ou ndo sensiveis ao ion Magnésio. Por éste motivo
recomendamos a inclusdo de cloreto de magnésio no sistema
de incubacfo, como medida preventiva.

Quanto ao ion Fluoreto, os resultados sugerem uma dimi-
nuicdo discreta da atividade pirofosfatasica, elevando-se a con-
centracdao daquéle ion.

Um estudo mais extenso e exato déste assunto sOmente é
exeqiiive] com um preparado enzimatico concentrado, livre de
fatores interferentes acessorios. A purificacfo e caracteriza-
cido das diversas pirofosfatases do soro sangiiineo permitiria
elucidar nao somente os tipos de cofatores e a sua intensidade
de ac¢fio, bem como poderia eventualmente correlacionar va-
ria¢des anormais no soro em face de determinadas entidades
patologicas.

Nao podemos deixar de acrescentar mais um resultado,
que, embora negativo, ndo deixa de ter significacdo.
Ao dosar ortofosfato, tanto nos soéros de coeltho como de sé-
res humanos normais e patologicos, procuramos determinar
ao mesmo tempo; o pirofosfato inorganico. Em nenhum dos
casos houve indicacio da existéncia déste @ltimo no soro.
Quanto ¢ de nosso conhecimento, até a presente data, ainda
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ndo fora tentada a verificacdo déste aspecto, que por essa ra-
zao ¢ aqui jregistrada.

3. ATIVIDADE PIROFOSFATASICA EM SORO HUMANO
- DE ALGUNS CASOS PATOLOGGICOS

Extendendo a aplicacdo do método de dosagem estudado
no capitulo anterior, procuramos coletar resultados obtidos em
sOros patoldgicos. Fixamo-nos em casos de afec¢Ges hepaticas,
partindo da suposicdo que, sendo o figado um orgdo dos mais
ativos metabolicamente, alteracées funcionais patologicas no
mesmo se refletiriam de maneira mais acentuada nos espelhos
sangiiineos. Estavamos particularmente interessados em paci-
entes que apresentassem neoplasia hepatica, independentemen-
te da origem da mesma, 4 base de consideracoes metabdlicas
expostas no Capitulo I.

Nao seria improvavel, que exatamente em tecidos com
proliferacdo ampla, a atividade pirofosfatasica fosse incremen-
tada de muito, com repercussio significativa em sua taxa san-
giiinea correspondente.

Nao temos intencio de aqui estabelecer cifras que possam
orientar um eventual diagndstico clinico e transformarem a
nossa técnica de dosagem num método de analise de rotina.
Como ja foi assinalado mais acima, propdsito desta natureza
somente podera ser satisfeito & base de um plano de trabalho
bem mais amplo. Neste caso, um grande ntmero de quadros
clinicos deverao ser aferidos pela técnica, afim de autorizar
uma valorizacao da mesma para diagnostico diferencial. Isto
ndo pode ser cbjeto nem de um trabalho unico, nem de um
faboratdrio isolado. E’ exatamente a confirmacao de resulta-
dos com o uso de um método em outras maos que concorre
para a aceitab’lidade do mesmo de maneira ampla.

Uma outra limitacdo também ¢ ponderavel neste sentido.
Pela especializacdo de suas atividades, o bioquimico forgosa-
mente ¢é conduzido a se louvan, em principio, no critério e
julgamento do clinico para. os casos patologicos a serem es-
tudados. O contrario constituiria: imprudéncia e séria infra-
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¢do cientifica. Impode-se, portanto, uma colaboracdo intima
entre o clinico e o bioquimico nesse tipo de trabalho.

Desta forma, os resultados abaixo descritos, devem cons-
tituir, antes, observacgdes prévias, a vista das quais se podera
delinear um plano de trabalho mais amplo.

Os casos estudados foram provenientes de diversas enfer-
marias da Santa Casa de Misericordia, tendo sido alguns tam-
bém encaminhados a nds através de clinicas particulares, com
diagnostico definitivo ou presuntivo estabelecidos pelas mes-
mas.

Caso 1: A. C.

Branco, 18 anos, agricultor, sexo masculino, brasileiro.

Diagnéstico clinico: Cirrose porta, com ascite (Evolucao
clinica de aproximadamente 2 anos) .

Para o diagnostico elinico havia sido considerado o se-
guinte quadro laboratorial:

" Fosfatase alcalina
Timol, turvacao
' floculacdo
Hanger
Kunkel
P. G. G.
Bilirubinas
direta imediata
direta total
indireta -
total
Proteina total
Albumina
Relacdo A/G
Lipidios totais
Urina

Determinagdo da  atividade pirofosfatasica
‘ .. — 140 unidades

acida .. ..

4,2 U. B.

15 U.

Positivo ()
Positivo (+++)
36 U. (2,60 g%)
17 U. (2,99 g%)

0,90 mg%
1,86 mg%
1,86 mg%
3,72 mg%
7,48 g%
3,20 g%
0,75

366,6 mg %
normal
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Determinacdo da - atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 133 ”
Determinacao da atividade pirofosfatasica
alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... —100 »?

Caso 2: A. A. O.

Branco, 43 anos, brasileiro, sexo masculino.

Diagnodstico clinico: Cirrose porta (Etilista. Evolucao
clinica de aproximadamente 4 anos) .

Para o diagnodstico clinico havia sido considerado o se-
guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina — 26 U. K. A.
Timol, turvacao — 14,6 U.
floculacao — Positivo (++-+)

Hanger — Positivo (++-++)
Kunkel — 29,5 U.
P. G. G. — 2,55 g.%
Bilirubinas, total — 2,50 mg%

direta rapida — 1,00 mg%
Proteina total — 6,90 g%

Albumina — 2,50 g%

Relacdo A/G — 0,57
Tempo de protrombina — 19,5 seg

concentracao — 31%
Urina, pigmentos biliares — Positivo
Determinacao de
- Na, K, Cl, Ca — dentro dos limites normais

Determinacdo da atividade pirofosfatasica
deida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 133 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
neutra .. .. .. .. .. .. 0 .. ... — 120

2

Determinacao da atividade pirofosfatasica
alealina .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 113 ”
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Caso 3: V. R. O.

Branco, 48 anos, brasileiro, pedreiro, sexo masculino.

Diagnostico clinico:

Cirrose porta, descompensada (Eti-

lista. Evoluc¢io clinica de aproximadamente um ano).

Para o diagnéstico clinico havia sido

guinte quadro laboratorial:

TFosfatase alcalina
Timol, turvacéo
floculacao
Hanger
Kunkel
P. G. G.
Bilirubinas, total
direta rapida
Proteina total
Albuminas
Relacio A/G
Colesterol, total
esterificado
Tempo de protrombina
concentracao
Urina

Determinacao da

considerado o se-

23 U.

15,5 U.

Positive  (+-++-+-+)
Positivo  (+-+-+-+)
32 U.

3,45 g%

7,60 mg%

1,70 mg%

7,00 g%

2,50 g%

0,62

136 mg%

61 mg%

18 seg.

35 %

normal

atividade pirofosfatasica

acida .. .. — 147 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 113 i
Determinacao da atividade pirofosfatasica

alealina .. .. .. ..... ............ — 100 ”
Caso 4: O. K.

Branco, 37 anos, brasileiro, sexo masculino.

Diagnostico clinico:

guinte quadro laboratorial:

Timol, turvacéo

Cirrose porta.
Para o diagndstico clinico havia sido considerado

o  8e-

8,2 unidades.
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floculacio

Hanger
Bilirubinas

direta imediata

direta total

indireta

total
Proteina total

Determinacio da

Negativo

Positivo (+-+-4-)

11,96 mg%
19,68 mg%
4,22 mg%
23,90 mg%
7,07 g%

atividade pirofosfatasica

acida .. e e e e e . — 207 unidades
Determinac@io da atividade pirofosfatasica

neuvtra .. .. .. .. .. .. .. L. L . o—- 187 ” 1
Determinacio da atividade pirofosfatasica ‘

alealina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 173 ”
Case 5: 5. Z.

Branco, 53 anos, polonés, mineiro, sexo masculing,

Diagnéstico clinico:

Cirrose porta (Etilista.

Evolucio

clinica de aproximadamente 7 anos).

Para o diagnéstico clinico havia sido considerado o

guinte gadre laboraterial: .

Fosfatase alcalina
Timol, turvacio

floculacao
Hanger
Kunkel
P. G. G.

Bilirubinas, total
direta rapida
Proteina, total
Albumina
Relacao A/G
Colesterol, total
esterificado
‘Tempo de protrombina

) =

54 U. K. A.

17 U.

Positive ()
Positive {(+-+-++)
17,56 U.

4,60 g%

5,50 mg%

2,20 mg%

7,20 g%

1,40 g%

0,24

187 mg%

112 mg%

20



conceniracao

Urina, pigmentos biliares

Acidos biliares
urobilinogénio

e §G —

30 %
Positivo
Positivo

leve excesso

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. .. .. ..

R 153 unidades

Determinag¢ao da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. . .. . o o

.. — 113 ”

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alecalina .. .. .. .. .. .. .. oo o0 ...

Caso 6: C. T. S.

_ 93 29"

Branca, brasileira, 19 anos, doméstica, sexo feminino.

Diagnostico clinico:

Hepatite, s6ro homologo. (Evolu-

¢ao clinica de aproximadamente 5 semanas).
Para o diagnostico clinico havia sido considerado o se-

guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina
Timol, turvacio
floculacao

Hanger

Kunkel

P. G. G.

Bilirubinas, total
direta total

Proteina, total
Albumina
Relacdo A/G

Colesterol total

Lipidios totais

57 U. B.
9 U.
Negativo

Positivo (+-+-1)
13 U (118 g%)
5U (116 g%)
7,56 mg%

4,12 mg%

7,56 g%

4,12 g%

1,19

232 mg%

8 U (399 mg%)

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

acida .. .. ...

. .. — 153 unidades

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. ..

... — 140 ”
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Determinacao da atividade pirofosfatasica

alealina .. .. .. .. .. .. .. ... ..

Caso 7: A. L. S.

Lo 127 ”

Branca, doméstica, 53 anos, brasileira, sexo feminino.

Diagnostico clinico:

Hepatite.

aproximadamente 6 semanas) .
Para o diagndstico clinico havia sido considerado o

guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina
Timol, turvacao

floculacao
Hanger
Kunkel
P. G. G.

Bilirubina, total
direta total
Proteina, total
Albumina
Relacao A/G
Colesterol total
Lipidios totais

Urina, acidos biliares
pigmentos biliares

urobilinogénio

Determinacéo da
dcida ..

neutra .. .. .. ... .. oL oL oL
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
alcalina .. .. .. .. .. ... oL

Caso 8: F. J. F.

Branca, 30 anos, brasileira, doméstica, sexo feminino.

(Evolugao cliniea

25,5 U. K. A.
11 U.

Negativo
Negativo

23 U, (1,71 ¢%)
17 U. (2,99 g%)
24,7 mg%

15,0 mg%

6,08 g%

3,84 g%

1,74

324 mg%

35 U. (848 mg%)
Positivo

Positivo

Normal

atividade pirofosfatasica

de

se-

.. — 160 unidades

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

.. — 167 ”

.. — 140 ”



Diagnéstico clinico:

Ictericia hemolitica (Evolugdo clini-

ca de aproximadamente 6 semanas) .

Para o diagnostico clinico havia sido considerado o se-

guinte guadro laboratorial:

Fosfatase alcalina
Timol, turvacéo
floculacao
Hanger
Kunkel
P. G. G.
Bilirubinas
direta imediata
direta total
indireta
total
Colesterol total

35 U. K. A,

5,3 U.

Positivo (-+-)
Positivo  (++4-+)
7,1 U.

1,44 g%

1,2 mg%
19 mg%
3,0 mg%
4,9 mg%
112 mg%

- Determinacdo da atividade pirofosfatasica

acida ..

.. — 167 unidades

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. ..

... — 153 ”

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alealina .. .. .. .. .. L0 Lo L. ..

Caso 9: M. D. F.

— 1563 ”

Preta, aproximadamente 40 anos, brasileira, doméstica,

sexo feminino.

Diagnostico clinico:

Ictericia

hemolitica adquirida.

(Evolucdo clinica de aproixmadamente 2 meses) .
Para o diagnostico clinico havia sido consideradc o se-

guinte guadro laboratorial:

Fosfatase alealina
Timol, turvacao

floculacao
Hanger

4,2 U. B.

7 U.

Positive (+4)
Positivo (+-)



Kunkel — 9 U. (0,97 g%)
P. G. G. — 5 U. (1,16 g%)
Bilirubina total — 3,10 mg%
direta total — 1,03 mg%
Proteina total — 7,0 g%
Albumina — 43 g%
Relacdo A/G — 1,59
Colesterol total — 254 mg%
Esterificado — 102 mg%
Lipidios totais — 106 U, (433 mg%)
Urina, acidos biliares —  Negativo
Pigmentos biliares — Negativo
Urobilinogénio — Leve excesso
Reticildcitos — 2%
Medulograma — Acentuada hiperplasia eri-
troblastica.

Determinacdo da atividade pirofosfatisica

deida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 167 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

newtra .. .. .. o0 L. oL o e . L — 207 ”
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alealina .. .. .. .. .. .. .o .o — 147 ?

Caso 16: E. G. S.

Branco, 28 anos, brasileiro (Baia), sexo masculino.

Diagndéstico clinico presuntivo: Esquistosomose. (Diag-
nosticado em 1950 com esquistosomose. Evolucao clinica
atual de 6 semanas aproximadamente) .

Para o diagnostico clinico havia sido considerado o se-
guinte gquadro laboratorial:

Fosfatase alcalina : — 49 U.
Timol, turvacao — 6,8 U.
floculacao -— Negativo
Hanger : — Positivo (+-+-+)

Kunkel — 7,0 U.



P. G. G.
Bilirubina, total
direta imediata
Proteina total
Albumina
Relacao A/G
Colesterol total
Esterificado
Urina, pigmentos bilia-
Tes
Tempo de protrombina
Fézes

Determinacdo da

1,7 U.

5,20 mg%
2,45 mg%
77 8%

4,0 g%

1,08

150 mg%
93 mg%
Positivo

14 segundos
Larvas de
Stercolaris
Ovos de Necatur america-
nus e de Schistozoma
manzoni.

Strongiloides

atividade pirofosfatasica

deida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 147 unidades
Determinacgo <da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. L. .. ... — 140 *?
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alcalina .. .. .. .. .. ... — 127 ?
Caso 11: A. A.

Preto, 26 anos, brasileiro, sexo masculino.

Diagnéstico clinico:

Moléstia de Weil (Evolucao clinica
de aproximadamente 3 semanas) .

Para o diagnostico clinico havia sido considerado o se-

guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina

Kunkel

P. G. G.

Bilirubina total
direta imediata

Colesterol total
Esterificado

15,56 U. K. A.
21 U.

10 U. (1,9 g%)
30 mg%

15 mg%

169 mg%

44 mg%
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Urina k — normal
Tempo de protrombina — 13,5 segundos
Concentracio — 75%

Determina¢do da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. . .. — 173 unidades
Determinacao da at1v1dade plrofosfatasma

neutra .. .. .. . .. .. — 140 ”
Determinacao da at1v1dade plrofosfatasma

alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 160 ”

Caso 12: U. G.

Preta, 36 anos, brasileira, domeéstica, sexo feminino.

Diagnostico clinico presuntivo: Ictericia obstrutiva (Age-
nesia vesicular, observada durante ato operatorio).

Evolucao clinica de aproximadamente 2 a 3 meses).

Para o diagnodstico clinico havia sido considerado o se-
guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina 54,6 U. A.
Timol, turvacao 9 U.
floculacao Negativo
Hanger Negativo
Kunkel (1,56 g%)
Bilirubina total 11 mg%
direta total 6,5 mg%
Proteina total 7,06 g%
Albumina 3.84 g%
Relacdo A/G 1,20
Colestero] total 648 mg%
~ Esterificado 459 mg%

Lipidios totais
Urina, Urobilinogénio

45 U. (1.014 mg%)
Excesso.

Determinacao da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. .. .. .

. — 167 unidades

Determinacio da atividade pirofosfatasica

meutra .. .. .. .. L. . . e e e

— 207 ”
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Determinacao da atividade pirofosfatasica
alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 140

Caso 13: B. 0. K.

Diagnostico clinico: Ictericia obstrutiva.

3

Para o diagndstico clinico havia sido considerado o se-
guinte quadro laboratorial:
Timol, turvacéo — 5,44 U.
floculacao — Negativo
Hanger -— Positivo (4+4)
Urina, acidos biliares —  Positivo
pigmentos biliares —— Positive
urobilinogénio ~—  Grande excesso
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
dcida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 153 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
neutra .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 187 ”
Determinacio da atlividade pirofosfatasica
alecalina .. .. .. .. o000 — 127 ”
Caso 14: A, M.
Diagndstico clinico: Neoplasia do figado.
Para o diagnéstico clinico havia sido considerado o se-

guinte quadro laboratorial:

Fosfatase alcalina — 95 U. B.
Timol, turvacao — 1,1 U.
floculacao —  Negativo
Hanger — Negativo
Bilirubinas
direta imediata - — 3,68 mg%
~direta total — 5,98 mg%
indireta — 2,02 mg%
total — 8,00 mg%

Proteina total — 6,45 g%



Albumina — 3,85 g%
Relacao A/G — 1,48
Tempo de protrombina  — 15 segundos
Conceniracao — 48%
Anatomo-patolégico — Carcinoma sélido, grau 1L
Urina —  normal
Determinacido da atividade pirofosfatasica
acida ... — 220 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
neutra .. .oo— 227 ”
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
Alecalina .. — 180 ”
Caso 15: M. 5. B.

Branco, sexo masculino, brasileiro.

Diagnéstico  clinico: Neoplasia renal, com metéstases
generalizadas. (Ganglios cervicais grandes. Noédulos a apal-
paclo abdominal) . Oliguria.

Para o diagnostico clinico haviam sido considerados os
seguintes dados laboratoriais:

Timol, turvacao — 0,8 U.
floculacao —  DMegativo
Hanger — Negativo
Kunkel -~ 3,5 U. (685 g%)
Bilirubinas :

direta imediata
direta total
indireta
total

Proteina total
Albumina
Relacao A/G

Urina

Exame radioldgico

0,0

fracos

0,42 mg%

0,42 mg%

6,14 mg%

3,77 mg%

1,59

normal

Exclusao do rim esquerdo;
manchas disseminadas nas
regides pulmonares.



— 94—

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 193 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. o0 ve e ae . .. — 187 ”
Determinac¢do da atividade pirofosfatasica

alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 167 ”

Caso 16: H. H.

Branca, brasileira, doméstica, sexo feminino.
Diagnoéstico clinico: Neoplasia hepatica (confirmada por
laparatomia exploradora).

Determinacio da atividade pirofosfatasica

deida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 210 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. e oo .. .. .. — 183 ”
Determinacio da atividade pirofosfatasica

alealina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 140 ”

Caso 17: F. B.

Branco, engenheiro, sexo masculino.
Diagndstico clinico: Neoplasia hepatica (confirmada
por laparatomia exploradora).

Determinacido da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 227 unidades
Determinacao da afividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. e oo o .. .. — 173 i
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 153 ”

Caso 18: J. L.

Branco, 47 anos, brasileiro, sexo masculino.
Diagnéstico clinico: Carcinoma gastrico, com metasta-
ses hepaticas. (Diagnostico confirmado por autépsia) .
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Para o diagndstico clinico havia sido considerado ainda
o seguinte quadro laboratorial:

Hanger — Positivo (+)
Bilirubinas
direta imediata — 6,70 mg%
direta total — 2,80 mg%
indireta — 1,40 mg%
total — 4,20 mg%
Colesterol total —— 120 mg%
Determinacdao da atividade pirofosfatasica
acida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 220 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica
NEULIA .o oo v ve e e e e e e oo — 207 ”
Determinacao da atividade pirofosfatasica
alcalina .. .. .. .. .. .o vv oo .. .. — 173 ”

Caso 19: M. O. K.

Branca, 19 anos, doméstica, brasileira, sexo feminino.

Diagnostico clinico: Carcinoma sélido de estomago com
caquexia e metastases, inclusive hepaticas (Diagnostico con-
firmado por laparatomia exploradora e exame anatomopato-
logico) .

Determinacdo da atividade pirofosfatasica

acida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. ... — 197 unidades
Determinacido da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 160 ”
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alecalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. —133 7

Caso 20: S. G. S.

Branca, 44 anos, brasileira, doméstica, sexo feminino.
Diagnostico clinico: Carcinoma de estébmago, com me-
tastases hepaticas. (Confirmado por laparatomia explorado-
ra).
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Determinacao da atividade pirofosfatasica

deida .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 207 unidades
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

neutra .. .. .. .. . e ie e v w. .. — 167 ”
Determinacdo da atividade pirofosfatasica

alcalina .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. — 153 ”

Os casos mencionados acima constituem apenas experién-
cias exploratdrias, Conclusdes definitivas sdbre a variacdo pa-
toldgica das atividades pirofosfatasicas do soro, sdmente serao
possiveis apos coleta de dados por um largo pericdo de tempo,
coin documentacdo subsidiaria ampla e completa.

E’ nosso cbjetivo, porém, possibilitar pelo presente traba-
lho o encaminhamento de investigagdo desta natureza, que se
nos afigura meritoria.

Os resultados obtidos em alguns casos esparsos parecem
indicar que em pacientes com cirrose, ictericia -hemolitica e
ictericia obstrutiva pode ocorrer uma pequena variagcdc das
atividades pirofosfatasicas.

A 1nica observacao porém, que sugere a necessidade de
um levantamento amplo, com resultado promissor para efeito
de corrcboracio de diagndstico diferencial, é o das neoplasias
hepaticas. As atividades pirofosfatasicas surgiram elevadas nos
sbros observados, particularmente a acida.

Para estudar mais de perto as condi¢bes de trabalho nestes
casos, executamos uma curva de pH das atividades de pirofos-
fatase em soro de paciente com neoplasia hepatica, analoga-
mente ao feito com o s6éro normal (pag. 77). O quadro
n.® 8 contém os resultados obtidos. A curva corresponden-
te, demonstrada na figura n.% 5 indica que, em geral, a ativi-
dade é bem mais elavada em relac@o & do soro normal, em to-
dos os valdres de pH examinados. Repetem-se as mesmas zo-
nas de atividade maxima, porém a curva da neoplasia indica
claramente um novo componente, que se manifesta entre o0s
pH 5,70 e 6,90. Vemos ainda que, pela adicdo déste novo “pla-
teau” de atividade, houve um deslocamento do ponto minimo
para o pH 6,90.

0 exame da curva pos levou ainda, em face déste novo
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componente as seguintes consideracOes: A oscilacdo das ativi-
dades pirofosfatasicas entre os individuos normais néo é tao
reduzida, e variacSes patoldgicas modestas poderiam facilmen-
te ser consideradas de carater normal., Mesmo em diferencas
mais acentuadas, como parece acontecer em neoplasias hepati-
cas, a simples medida da atividade pirofosfatasica em pi iso-
lados poderdo fornecer informacdes quantitativas insuficientes.
A modificacido patolégica néoc é tdo marcada, como por exem-
plo, no caso da fosfatase alcaling em iciericias obstrutivas.

Sugerimos portanto, que nfo se estude dosagens em pll
isolados, mas anles se estabeleca um quociente entre val6res de
pH diferentes. Parece-nos, & primeira vista, que para tal os pH
de escolha, no caso de neoplasias hepaticas, seriam os de 5,10
e 6,60, ou seja

atividade pirofosfatasica ao pH 6,60
coeficiente = —
atividade pirofosfatasica ao pH 5,10

De acérdo com o guadre n.® 8, obteriamos para acquéle
séro normal um coeficiente de 0,502 e no caso da neoplasia
examinada e referida no mesmo quadro, 1,02.

Em virtude do aparecimento do novo componente neste
ultimo, poder-se-ia supor que o coeficiente em neoplasias pa-
rece aproximar-se de 1,0, enquanto que o normal devera per-
manecer em torno de 0,5. Pretendemos extender a investiga-
¢do da aplicabilidade desta hipdlese &2 medida que tivermos
inais casos para estudo.

Os resultados obtidos nos trés subcapitulos acima sugerem
um grande nimero de topicos de pesquisa, mostrando que o
estabelecimento do método desenvolvido e descrito no Capitulo
II podera ser empregado extensamente em investigacio pura,
bem como clinica.

Foi éste o nosso propdsito fundamental, estabelecido ao
encerrar o Capitulo I, quando equacionamos o objetivo do
presente {rabalho.
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CAPITULO 1V

CONCLUSOES E SUMARIO

No Primeiro Capitulo resumimos os processos metaboli-
cos pelos quais o pirofosfato inorganico resulta no orga-
nismo. Ficou evidenciado que éstes mesmos processos es-
tdo incluidos em uma série de rotas bioquimicas essenciais
para os fendmenos vitais basicos da célula. A eliminagao
do pirofosfato inorgénico, necessaria para a orientacdo
dessas rotas no sentido anabdlico, é realizada através de
enzimas hidroliticas, as pirofosfatases, as quais sdo ubi-
quas e podem exercer a sua funcio sébre uma larga exten-
sdo de pH.

Indicamos a necessidade de uma técnica de dosagem para
a atividade pirofosfatasica no soro, tendo em vista possi-
veis variacoes desta, em estados patologicos.

Estabelecemos um método para a determinacdo da ativi-
dade pirofosfatasica acida, neutra e alcalina e definimos
a sua unidade de medida em face do mesmo método.

Introduzimos modificacdes nas técnicas de dosagem do or-
tofosfato inorginico e pirofosfato inorganico, a tultima
considerada essencial. Nesta ocasido estudamos a influén-
cia de versene no desenvolvimento das respectivas reagges.

Verificamos a existéncia normal de atividade pirofosfata-
sica (4cida, neutra e alcalina) no soro do coelho. A admi-
nistracdo intraperitoneal de vaselina liquida produziu au-

mento proporcional destas trés atividades. Inecluindo no

tratamento tetracloreto de carbono, que causava a instala-
cao de esteatose hepatica, o acréscimo foi bastante maior,
particularmente na atividade pirofosfatasica acida.

Determinamos os valores médios das atividades pirofosfa-~
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tasicas em vinte e quatro individuos considerados normais,
das quais a mais elevada é a acida, ¢ estudamos a variag¢io
da curva de pH daquelas.

Assinalamos, a base desta curva, que as atividades piro-
fosfatasicas do séro sdo pelo menos trés, responsaveis pe-
las zonas de atividade maxima.

Examinamos igualmente alguns soros patolégicos com o
objetivo de obter orientacdo para o desenvolvimento de
trabalho sistematico neste sentido. Pareceu-nos que em
neoplasias hepaticas os niveis de atividade pirofosfatasi-
cas sdo significativamente mais elevados. A analise da
curva de pH de um déstes séros permitiu verificar a exis-
téncia de um quarto componente pirofosfatasico. Suge-
rimos, no caso de confirmacao das curvas de pH, um
coeficiente para a avaliacdo mais apropriada da variacao
patologica do pH.

Em nenhum dos casos foi observada a existéncia de pi-
rofosfato inorganico no soro examinado.

Durante a discussdo dos varios problemas abordados
experimentalmente, apontamos diversos temas de inve:-
tigacdo, que poderao ser desenvolvidos a partir do pre-
sente trabalho.




ABREVIATURAS EMPREGADAS NO TEXTO

ATP: Adenosina tri-fosfato (Aden.-Rib.-P-P-P).
ADP: Adenosina di-fosfato.

AMP: Adenosina mono-fosfato (Adenosina — 5 P),

Pi: Ortofosfato inorganico.
R-COOH: Acido carboxilico.
R-CO-P: Acila-fosfato.
Glicose-6 P: Glicose-6 fosfato.
Glicose-1 P: Glicose-1 fosfato.
GTP: Guanosina tri-fosfato.
GDP: Guanosina di-fosfato.
CTP: d(itidina tri-fosfato.
Glicerol-P:  «-glicero-fosfato.
PPi — Pirofosfato inorgéanico.
N-P-P-P — Nucleosidio tri-fosfato.
H-0-X: Compostos hidroxilados, aceptores.
N-P-0-X: Derivado de nucleosidic monofosfato
aceptor.
DPN: Di-fosfato-piridina-nucleotidio
(Nicot.-Rib.-P-P-Rib.-Aden) .
TPN: Tri-fosfo-piridina-nucleotidio.
NMN: Nicotinamida-ribose-monofosfato
(Nicot.-Rib.-P) .
FAD: Flavina-adenina-dinucleotidio
(Fla.-Rib.-P-P-Rib.-Aden) .
UTP: - Uridina tri-fosfato.
UDPG: Uridina-difosfo-glicose.
UDPGA: Uridina-difosfo-acido-glicurénico.
UDPGam: Uridina-difosfo-glicosamina.
UDPGal: Uridina-difosfo-galactose.
UDPGalam: Uridina-difosfo-galactosamina.
CoA-SH ou CoA: Coenzima A ou
Pantoteina-P-P-Rib.-Adenina.
P-P-Rib.-P: b5 fosfo - ribosila - 1 pirofosfato.
UMP: Uridina 5’ monofosfato.
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